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Abstrac: Striped hyena one of the rapidly declining carnivore in Turkey (near threatened worldwide). Field studies have been carried out
since 2013 in order to determine the current status and ecology striped hyaena in Hatay and Sanliurfa provinces. During our field surveys,
four skulls and mandibulae of striped hyena were found. The muscles and skin parts were cleaned in the laboratory, skulls were kept in 1%
sodium hypochlorite solution for 24 hours and then washed with water. Examination and measurements were made on the skulls and
photographs were taken. Fascial length, Cranial length, Skull width, Cranial width, Skull base and Palatal length measurements of skulls;
total length, total height, candular height and length of dental series on the mandible were respectively measured. The anatomical structures
of skulls was photographed from the top, bottom and sides. Because of lack of information about the anatomical measurements and structure
of the skull of the striped hyena, this study was needed. Additionally, factors impacting the population of striped hyena in Hatay and
Sanlurfa countryside are briefly given. If we look at the purpose of this study after, the detailed information gathered, now calls for
prioritization of detailed studies on the skull that have not been conducted so far. The ecology of the striped hyena also needs to be studied
in Turkey. The study is also an effort to intive the attention of the researchers to focus on the research regarding the rapidly deterioraing

population of the striped hyena and determining the current status.
Keywords: Striped Hyaena; Hyaena hyaena; Hyaenidae; Carnivora

Cizgili sirtlan (Hyaena hyaena: Hyaenidae, Carnivora) kafatast iizerine bir calisma

Ozet: Tiirkiye’de sayilar hizla azalan carnivorlardan biri olan cizgili sirtlanlarm Hatay ve Sanhurfa illerindeki meveut durumunu ve
ekolojisini belirlemek amaciyla 2013 yilindan beri arazi ¢aligmalar1 yapilmaktadir. Arazi ¢aligmalar siiresince toplam dort tane ¢izgili
sirtlana ait kafataslari ve alt ¢eneleri bulunmustur. Laboratuvarda kas ve deri pargalari temizlenen kafataslar %1°lik sodium hypochlorite
¢ozeltisinde yaklasik 24 saat bekletildikten sonra su ile yikanmistir. Kafataslarinin tizerinde incelemeler ve 6lgiimler yapilarak fotograflar
cekilmigtir. Kafataslarinin sirasiyla Fascial length, Cranial length, Skull width, Cranial width, Skull base, Skull width ve Palatal length
6l¢imleri; mandible {izerinde de Total length, Total height, Candular height ve Length of the dental series Olgimleri yapilmistir.
Kafataslarinin {istten, alttan ve yandan fotograflar1 ¢ekilerek anatomik yapilan fotograf {izerinde gosterildi. Cizgili sirtlana ait kafatasinin
anatomik Ol¢iimleri ve yapisi hakkinda bilgi eksikligi oldugu igin bu g¢aligmaya ihtiya¢ duyulmustur. Calismaya ek olarak, Hatay ve
Sanlwrfa kirsalindaki ¢izgili sirtlanlara yonelik en biiyiik tehdit unsurlan kisaca verilmistir. Cizgili sirtlan hakkinda verilen ayrintili
bilgilerden sonra bu ¢aligmanin amacina bakarsak, su ana kadar incelenmemis olan kafatasina 6ncelik vermekti. Buna ek olarak, Tiirkiye’de
sayilart hizla azalan ¢izgili sirtlanlarin Tirkiye'deki arastirmacilarin dikkatini bu canlilara ¢ekmektir.

Anahtar Kelimeler: Striped Hyaena; Hyaena hyaena; Hyaenidae; Carnivora.

© 2018 EJBCS. All rights reserved.

1. Introduction distributions; they prefer steppes, semi-deserts, rocky fields
and valleys with sparse trees (Mills and Hoffer 1998). They
avoid deserts, high altitude areas, dense bushes and forests.
Striped hyena prefers living inside caves (Mills and Hoffer
1998; Yildirim 2010; Atay et al. 2017). Just like the rest of
the world, these animals strive for survival with humans in
their co-habitation. These animals also contribute to the
health of ecosystem by eating dead and decaying animal

Being a large set of carnivores, the hyena family is
represented by only four species on earth (Hyaena hyaena,
Parahyaena brunnea, Crocuta crocuta, Proteles cristata)
(Mills and Hofer 1998; Koepfli et al. 2006; Yildirim 2010;
Sheng et al. 2014; Atay et al. 2017). Regarding their general
characteristics, striped hyenas have similar natural
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carcasses (Mills and Hofer 1998; Bunaian et al. 2001;
Singh, 2008; Stein et al., 2013). Dietary preferences of the
species include spined (Bon et al. 2012) and non-spined
animals, various fruits, vegetables and human-sourced
organic wastes (Wagner, 2006). Being a dietary opportunist,
hyenas are omnivore carcass eaters. When starved, they can
feed on melons, watermelons, grapes and some other
vegetables (Mills and Hoffer 1998; Yildirim 2010).

Striped hyena lives in rocky mountains and valleys located
in semi-deserts, steppes, bushes and crooked pine forests of
Turkey (Y1ildirim 2010). Striped hyaena is a carnivore with
dog-like posture (Abi-Said, 2004). The back is inclined to
the tail with vertical black stripes on sides of the body.
Overall body colour is pale-gray or beige. There are 5 - 9
prominant vertical stripes on the body, vertical and
horizontal light-black stripes on front and hind legs. Body
mass is around 26-41 kg in males and 26-34 kg in females
(Mills and Hofer 1998; Yildirim 2010; Atay et al. 2017).
The striped hyena gives birth one to four (average three) off
springs after approximately 90 days of pregnancy (Wagner
2006). The offspring begins feeding on meat after 30 days.
They are reported to be fed on mother's milk until they are
four to five months old. In Turkey, striped hyenas mate in
January and February. They give birth in April and May and
females are mature for mating when they are almost two -
three years old (Mills and Hofer 1998; Wagner 2006;
Yildirim 2010; Atay et al. 2017).

The species is distributed over North and Middle Africa,
Anatolia, Arabian Peninsula, Middle East, Caucassia,
Middle Asia and India (Rieger 1981; Mills and Hofer 1998;
Bunaian et al. 2001; Wagner 2006; Yildirnm 2010).
Kumerloeve (1982) reported the first information on the
presence of striped hyenas in Central, East, West and South-
East Anatolia. Kasparek et al. (2004) indicated that the
striped hyena has a non-uniform distribution in Turkey and
has been recorded in Canakkale, izmir, Antalya, Hatay and
South-East Anatolia (Sanliurfa) of Turkey in the last 25
years. According to their distribution over a wide range of
areas, regional adaptations and morphological changes,
striped hyaena is represented by the following species;
Hyaena hyaena barbara (Northwest Africa), Hyaena h.
dubbah (Northeast Africa), Hyaena h. sultana (Arabian
Peninsula), Hyaena h. syriaca (Syria, Anatolia and
Caucassia), Hyaena h. hyaena (India) (Rieger 1981; Mills
and Hofer 1998; Qargaz et al. 2004; Singh 2008; Yildirim
2010; Atay et al. 2017).

The International Union for the Conservation of Nature
(IUCN) has classified the striped hyena as Near Threatened
(Abidsaid and Dloniak. 2015). Despite the important role of
the striped hyena in ecosystems, little effort has been
devoted in studying them. Habitat changes across their
range seem a possible cause of declining populations
(Ripple et al. 2014). Evaluation of the population status and
their habitat features at the local and regional level is
essential for planning a conservation plan for viable
populations. Monitoring these animals in their habitats
appears to be a better strategy for such conservation
approaches. Only a few studies have looked into the ecology
of striped hyena (Singh 2008; Yildirim 2010; Atay et al.
2017).
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Because of the lack of information on the anatomical
measurements and structure of the skull of the striped
hyena, this study was undertaken.

If we look at the purpose of this study after the detailed
information given about the striped hyena, it should give
priority to the skull that has not been study so far. Another
purpose is to provide the ecology of the striped hyena in
Turkey. In addition, the striped hyena is declining rapidly in
Turkey, by the work we would like to take attention of the
researchers to these creatures.

2. Materials and Method

Field studies have been carried out since 2013 in order to
determine the current status and ecology of Hatay and
Sanlrfa provinces. Field studies were conducted in
Antakya, Altindzii, Kirtkhan and Yayladagi districts in
Hatay province; Birecik and Halfeti districts in Sanliurfa
province.

In this study, backpack, 5 camera traps (Bushnell), Canon
EOS 70D digital camera, laptop (Hp), digital caliper,
Olympus sterio microscope, petri dishes and pliers of
various sizes were used.

Four striped hyena skulls were found in field studies. The
skulls were brought to the laboratory with the mandibles.
The extraneous material such as soil and mud on the skulls
was washed with water and then left in 1% sodium
hypochlorite solution for 24 hours. Then, the remains of soft
tissues such as skin and muscles on the skull were cleaned
with scalpel and forceps. After washing the skulls with
plenty of water, skulls were allowed to dry. Fallen or
swinging teeth on the maxilla and mandibula of the skull
were fixed in place.

Measurements were taken on the skulls and mandibula
using digital callipers to determine anatomical structures.
The measurements made on the skull are given in Table 1.
Fascial length, cranial length, skull width, cranial width,
skull base and palatal length measurements of skulls; total
length, total height, candular height and length of dental
series were measured on the mandible. The anatomical
structure of skulls were photographed from the top, bottom
and sides. The anatomical structure were shown in the
image.

3. Results and Discussion

Four striped hyena skulls were found during field surveys
in Antakya, Altindzii, Kirikhan and Yayladag: districts of
Hatay province and Birecik and Halfeti districts of Sanliurfa
province. One female killed in a car crash in the Kiinciilii
Strait near Enek village of Antakya district of Hatay
province in 2014, two skulls were found in the area near the
Syrian border in 2015 and 2016. The fourth skull was found
in the rocky area near Sucu village of Kirikhan district near
the Syrian border in 2019.

Anatomic measurements are given in Table 1. As the skulls
worn out under field conditions, some teeth were missing
from maxilla and mandible. Six incisors, two canines, four
premolars and two molars teeth on Maxilla, and six incisors,
two canines, three premolars and two molars on the
mandible were still present.
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Dorsal and ventral views of skull showing craniometric
points; bones of the skull, dorsal and ventral aspects, cranial
sutures, dorsal and ventral aspects; skull and mandible
anatomy; maxilla and mandible teeth series were exhibited
in this research (Figures 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10).

Four skulls were gathered off dead animals from 2014 to
2019. One female was killed in 2014 in a road accident,
another shot as traced by hunting dog in 2015, the third
found dead in a village near Syrian border in 2016, and the
fourth was found in the rocky area near Sucu village near
the Syrian border in 2019, killed by a pack of shepherd dogs
as was apparent from numerous lethal deep tooth marks
found on its throat. Killing of two striped hyena by shepherd |
dogs was in March 2019 in a rocky area at a location near Cranial Leng(t

ial Length

the Syrian border and another from Adiyaman countryside Figure 1. Skull, dorsal view showing craniometric points.
in April 2019 (Figure 11 A, B, C, D). Such events represent
the greatest threat to the striped hyena generation. Skull B

In Sanlurfa (Birecik and Halfeti), striped hyena generally
prefers caves around semi desert fields and sparsely
vegetated fields with rocky and steep surroundings. There
are eight actively used caves. Although the definite number
is not certain, 20 individuals are thought to be living in this
region. An image of a mother and baby striped hyena
obtained near the Syrian border of the Kirikhan district of
Hatay. (Figure 12).

Table 1. The anatomical measurements of the mandibles and
skulls of the Striped Hyaena.
Morphometric  [Sample 1  [Sample 2 [Sample 3 [Sample 4 |Average

Parameters (Female) |(Sex unkn)(Sex unkn)(Sex unkn)(mm) .
Palatal Lengtl
Skull Base 189 168 178 183 178
Skull Width 160 122 149 154 146 Figure 2. Skull, ventral view showing craniometric points.
Palotal £53
Length 114 99 105 111 107 5 . 3 Enéﬁ' .
2 £ € & i
Fascial B £ " _ oz &%
Length 73 63 68 70 69 ¥ - & % é —E-iz
Cranial 160 133 148 153 149 2 | ] E &
Length ' o
Cranial Width 62 56 58 59 59
Total Length
(TL) 172 148 168 165 163
Total Height %
(TH) 86 75 80 82 81 ‘ S
Candular é S - ; 5
Height (CH) 55 44 50 53 51 E E 2 E g £ &
Length of the £ g G
Dental Series | 105 95 100 102 111 <
(LDS)

Figure 3. Bones of the skull, dorsal aspect.

80



E. Atay et al.

Palatine
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Temporal
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Palatine Fissure
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Occipital
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Process
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&

Figure 4. Bones of the skull, ventral aspect.

Frontonasal Suture

Sagittal
Suture

Interincisive Snture

Premaxillo-maxillary

Figure 5. Cranial sutures, dorsal view.

Interpalatine
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Basigccipital
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Maxillo Palatine

Figure 6. Cranial sutures, ventral view.
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Parictal

Processus
Angularis

Foramina

Mentalia Foramen

Maadible Infraovbitale

Figure 7. The Striped Hyaena skull anatomy, lateral aspect.

Figure 8. Mandible of the Striped Hyaena (mandible lateral view:
total length = TL, total height = TH, candular height =CH and
length of the dental series = LDS).

2 Canines
4 Premolars

Figure 9. The maxilla teeth series of the Striped Hyaena
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Angular
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Masseteric
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Molar 3 Premolars

Figure 10. The mandible teeth series of the Striped Hyaena.

Z R ] - -, v
Figure 11. A. Female hyena killed hitting a vehicle in Enek
Village in Hatay (2014), B. A hyena killed in a vehicle crash on
the Gaziantep-Sanlurfa Highway (January 2017), C. A hyena
killed by shepherd dogs, Kirikhan District of Hatay (April 2019),
D. A striped hyena shredded by shepherd dogs in the Adiyaman
countryside (2019).

§ G o [ \
B T %
Figure 12. A female and her bab
(Nisan 2019).

y in the Syrian pfovince of Haay.
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Abstract: This study aimed to determine the effects of municipal sewage sludge (MSS) on degradation of a polylactic acid-based
biodegradable plastic material in soil environment. Five different doses of MSS were used as of allowed quantity by Solid Waste
Control Regulations, half of this quantity, double of this quantity and 1:1 MSS:Soil mixture. A control without MSS was also used.
These doses were applied to soils together with biodegredable plastic plates. Samples were taken in 15-day intervals throughout 4
months of incubation. Samples were weighed with an ultra prceise scale to get weight loss in biodegradable plastic plates.
Ammonium (NH4") and nitrate (NO3 ) contents, number of microorganisms and urease and catalase enzyme activity of the soil
samples were also determined. Present findings revealed that mass loss of biodegradable plastic plates varied significantly with
sampling time and MSS doses (p<0.01). In the last sampling time, the greatest mass loss of biodegradable plastic plates was
observed in 1:1 MSS:Soil treatment. While the interaction effects of sampling time and MSS doses on number of microorganisms
were not found to be significant, separate effects of these parameters were found to be significant (p<0.05). Number of
microorganisms increased with increasing MSS doses. The interactive effects of MSS and incubation time on NH4 and NO3,
urease and catalase enzyme activities were found to be significant (p<0.05). NH4, NO3, urease and catalase activity increased with
increasing MSS doses and decreased with increasing incubation times. Present findings revealed that MSS and biodegradable
plastics could be stored together. Such a process can be applied in regular solid waste repositories until the recovery (recycle)
problems of the bioplastics are resolved. Further research is recommended to be conducted in municipal waste repositories under
different organic waste conditions.

Keywords: Polylactic acid, bioplastic, sewage sludge, soil, biodegradation

Biyobozunur plastigin mineralizasyonuna evsel aritma ¢camurunun etkisi

Ozet: Bu caligma; Polilaktik asit bazh biyobozunur bir plastik materyalin toprak ortaminda bozunum siirecine kentsel aritma
¢amurunun etkisini belirlemek amaciyla yiiriitilmiistiir. Caligmada; Aritma ¢amurunun kati atiklarin kontrolii yonetmeligince izin
verilen miktart, bu miktarin yarisi ve iki kati, 1:1oran1 (%50 toprak:%50 aritma ¢gamuru) ile aritma ¢camuru uygulanmayan (kontrol)
dozu olmak iizere bes doz belirlenmis ve biyobozunur plastik levhalarla birlikte topraga uygulanmistir. Dort aylik inkiibasyonun
15er giinliikk periyotlarinda 6rneklemeler yapilarak biyobozunur plastik levhalardaki kiitle kayiplar1 belirlenmis, alinan toprak
érneklerinde amonyum (NH4") ve nitrat (NO3 ), mikroorganizma sayilari, {ireaz ve katalaz enzimi analizleri yapilmistir.

Elde edilen verilere gore biyobozunur plastik levhalardaki kiitle kayb: 6rekleme zamanma ve ¢amur dozlarina gore dnemli
miktarlarda degismistir (p<0.01). Son 6rnekleme zamanindaki “1:1” aritma ¢amuru uygulanan biyobozunur plastik levhalardaki
kiitle kayb1 en fazla olmustur. Topraktaki mikroorganizma sayilar {izerine 6rnekleme zamani ile aritma ¢amuru dozlarinim birlikte
etkisi istatistiksel olarak 6nemli bulunmazken, faktorlerin bagimsiz etkileri 6nemli bulunmustur (p<0.05). Aritma ¢amurunun
miktar1 arttikca mikroorganizma sayilarinda artiglar gdzlemlenmistir. Toprak 6meklerinde incelenen NH4" ve NOs miktarlar ile
iireaz ve katalaz enzim aktivitelerine uygulanan aritma ¢amuru ve inkiibasyon zamaninin birlikte etkisi énemli olmustur (p<0.05).
Uygulanan ¢amur dozlari arttikga NH4*, NOs , iireaz ve katalaz enzim aktivitelerinde artis goriiliirken, inkiibasyon zamani
ilerledik¢e incelenen 6zelliklerin tiimiinde azalma goriilmiistiir. Bu inkiibasyon caligmasindan elde edilen sonuglara gore evsel
atiksu aritma camurlari ile biyobozunur plastikler birlikte depolanabilir. Bu islem biyoplastiklerin geri kazanim sorunlarinin
giderimine kadar kentlerde diizenli kat1 atik deponi alanlarinda uygulanabilir. Bu tiir aragtirmalar gesitli organik atiklarla arazi
sartlarindaki diizenli deponi alanlarinda yapilmali ve yaygmlastiriimalidir.

Anahtar Kelimeler: Polilaktik asit, biyoplastik, aritma ¢gamuru, toprak, biyobozunma
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1. Giris

Son yiizyilda endiistri devrimine ek olarak insanlarin niifus
artist ve refahlarin1 yiikseltme arzulari dogal c¢evre
iizerindeki baskilar1 artirmigtir. Bu durum 6zellikle tarimsal,
endiistriyel ve kentsel atiklari ¢evre kirliligi sorunu
boyutlarina ulagtirmistir (Topbas ve ark. 1998). Bu
kapsamda aritma g¢amurlart ve plastik ambalaj atiklar
baglica artan kentsel atiklardan olmus; benzer durum
ylizyllim  son g¢eyreginde polilaktik asit gibi dogal
materyallerden elde edilen “biyoplastikler” i¢in de gegerli
olmustur. Giliniimiize gelindiginde plastiklerin iginde
“biyopargalanabilir” plastiklerin kullanim ve tiiketimleri
giin gectikce daha ¢ok kullanilarak artmaktadir.

Plastikler dogal gaz, petrol ve komiir gibi karbon
kaynaklarindan elde edilmektedir. Plastik malzemeler
iretimlerinden tiiketimlerine kadar siiregte pek ¢ok avantajli
Ozelliklerinden dolayr kullanimi olduk¢a yaygin olan
malzemelerdir. Plastiklerin kolay sekil almasi, hafifligi
nedeniyle depolama ve tagimada sagladigi avantajlar;
otomotiv endiistrisinden tibbi malzemelere kadar her
sektorde kullanilmalarini saglamis ve modern yasamin bir
pargasi haline getirmistir (EI-Kadi 2010).

Plastiklerin kesfinden bugiine plastik iiretimi ve dolayisiyla
tiiketimi giderek hizla artmaktadir. Diinyada 2018 yilinda
iretilen toplam plastik miktar1 359 milyon ton iken
Avrupa’da 2018 yilinda iiretilen toplam plastik miktar1 61.8
milyon ton olarak belirlenmistir. (Anonim 2019a).
Plastikler hemen kullanilip atilabildiklerinden,
iretimlerinden kisa bir siire sonra kat1 atik sorununa neden
olmakta ve dogada ¢ok uzun siireler boyunca bozunmadan
kalmaktadir. Bu sebeple bu atiklarin yonetimi biiyiik 6neme
sahip olmakta ve oOzellikle geri doniisim ve yeniden
kullanimlarinin yeterli oranda yapilamamasi dolayisiyla da
kentsel deponi alanlarina gonderilen plastikler biiyiik cevre
sorunlarina sebep olmaktadir (Wu 2009). Plastiklerin genis
uygulama alanlarinda kullanilmasi ve tiiketimlerinin bu
kadar fazla olmasi sebebiyle, diinyanin her yerinde biiyiik
miktarlarda plastik atik meydana gelmektedir (Aguado ve
Serrano 1999; Sarasa ve ark. 2008). Plastiklerin
par¢alanmaya karsi dayanikli olmalar1 ¢6p deponi
alanlarina bertaraflar1 yoniinden sakincalar olugturmaktadir
(Sarasa ve ark. 2008).

Bu nedenle, son yillarda biyolojik olarak parcalanma
ozelligindeki polimerlerin {iretimi 6nem kazanmis ve petrol
tirevi polimerlerin yerini almalarina yonelik arastirmalar
artmistir (Page 1992; Beyatli 1996; Ma ve ark. 2009).

Yenilenebilir yani biyolojik kdkenli polimerlerden elde
edilen plastikler “biyoplastikler” olarak tanimlanmistir.
Biyoplastiklerin  biyoparcalanabililigi ASTM  (2003)
tarafindan  “Materyalin  artik  gorsel olarak ayirt
edilemeyecek boyutlara kadar pargalandigi, toksik atik
birakmadigi, diger bilinen organik maddeler ile CO, su,
inorganik bilesikler ve biyokiitle kaybi olusturarak
kompostlanmasi1 esasina dayali biyolojik proseslerle bir
plastigin parcalanmasi” olarak tanimlar.

Biyoplastikler basta bitkisel hammaddelerden elde
edilmektedir. Biyoplastikler ayrica hayvansal iiriinlerden,
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mantarlardan, alg veya  bakteriler gibi  canl
organizmalardan da iretilebilen biyolojik materyallerdir
(Luengo ve ark. 2003; Rajendran ve ark. 2012; Reddy ve
ark. 2012). Biyoplastiklerin geleneksel plastiklerden iistiin
ozellikleri; kolay bozunumlari, petrole olan bagimlilig
azaltmalari, toksik etkilerinin olmamasi, kolay geri
dontigiimleri, daha diisiik enerjiyle {iretimleri ve ekolojik
olmalar1 seklinde 6zetlenebilir (Luengo ve ark. 2003; Davis
ve Song 2006; Koksal ve ark. 2019). Yenilenebilir kaynakli
biyoplastikler genellikle misir, patates, arpa, bugday, piring,
manyok ve sorgum gibi bitkilerden elde edilen nisasta bazli
polimerler olarak sayilmaktadir (Lorcks 1998; Momani
2009; Cheng-Cheng 2011).

Giiniimiizde gida endiistrisinde paketleme uygulamalarinda
kullanilan biyoplastiklerin yiizde olarak en biiyiik kismin
nisasta bazli biyoplastikler meydana getirmektedir
(Gonzalez-Gutierrez ve ark. 2010). Ozellikle Kuzey
Amerika ve Avrupa’da oldukc¢a genis pazar payma sahip
olan biyoplastikler dis fircasi, tarak, tiikenmez kalem ve
kredi kartlar1 gibi kisisel egyalar, ekmek torbalari, siit
siseleri gibi ambalajlar dahil, tekstil iiriinlerinden, tutkal ve
stvalara kadar bir¢ok alanda kullanilmaktadir (Stevens
2002; El-Kadi 2010).

Bu nisasta kaynakli biyopolimerlere 6rnek olarak
biyobozunurlugu yiiksek olan polilaktik asit (PLA) 6rnek
verilebilir. Misir, patates ve seker gibi nisasta formlarindan
elde edilen PLA biyoplastiklerinin, toprakta bakteriyel
ataklar sonucunda ve enzimatik ortamlarda sadece birkag
haftada ayrisabildigi bilinmektedir (Wu 2009). Ozellikle
biyopolimerler grubunda yer alan PLA’in bozunma
stireglerindeki farkli siirecler bu polimerlerin kullanim
alanlarint da ¢ogaltmistir. Bu durum yiizyillin son
ceyreginde (PLA) bazli dogal plastik materyallerden elde
edilen biyoplastiklerin oranini artirmada 6énemli bir gerekge
olmustur (Stevens 2002; El-Kadi 2010).

Diinya niifus artigina paralel olarak kentlerde yasayan niifus
ve dolayistyla da atiksu miktarlari da hizli bir sekilde
artmigtir. Buna bagli olarak kentlerdeki atiksu aritma
tesislerinin sayilar1 da hizla artmistir. Bu tesislerde askida
kat1 maddelerin giderimi sonucu ortaya ¢ikan agirlikca %
0,25 ile % 12 kat1 madde iceren atiklar, aritma ¢amuru
olarak isimlendirilmektedir (Filibeli1996; Gaspard ve ark.
1997; Bilgin 1997). Aritma camurlari, kismen suyu
uzaklagtirilmig, organik madde bakimmndan zengin
geleneksel atik su aritma tesislerinin mutlak bir son {riinii
olarak tanimlanmaktadir (Bruce ve Davis 1988).

Atik sularin i¢erisinde bulunan patojenlerin, agir metallerin,
organik kirleticilerin, ¢esitli toksik maddelerin ve
kirletilmis suyun dogayr kirletmesini Onlemek igin
atiksular1 uzaklastirmadan Once aritilmasi gerekmektedir.
Bu nedenle atiksularin aritilmalart sonucu agiga c¢ikan
aritma c¢amurlart kati atiklar igerisinde onemli bir yere
sahiptir. Atiksularin aritma islemleri sonucu kuru madde
bazinda tilkemizde 2018 yilinda 319 bin ton atik ¢amur
olustugu tespit edilmistir (Anonim 2019b).

Aritma ¢amur miktarlarinin iilkemizdeki artiglari, ¢amur
stabilizasyon yontemlerini ve camurlarin degisik alanlarda
yeniden degerlendirilmesi konularini giindeme getirmistir
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(Arcak ve ark. 2000; Aydin 2004). Aritma ¢amurlar1 T.C.
Cevre ve Sehircilik Bakanligi katt atiklarin kontrolii
yonetmeligi (Anonim 2010) kapsamindaki tehlikeli atik
smifinda degerlendirildigi durumlarda, ilgili belediyeler
diizenli ¢O6p deponi alanlarina aritma c¢amurlarinin
dokiilmesini istememektedirler. Ozellikle biiyiik sehirlerde
fazla miktarlarda aritma camurlari ortaya ¢ikmakta bu
miktarlardaki aritma c¢amurlarmi yerel yonetimler ne
yapacaklarin1  bilememektedir. Bu kapsamda c¢amur
bertarafinda degisik alternatiflere yonelimler olmaktadir.
Bunlardan birkag1; kurutarak fabrikalarda yakit olarak
tiketme, tarim alanlarinda toprak diizenleyici olarak
kullanma, organik giibre kaynagi olarak yonetmeliklerin
izin verdigi sinirli miktarlarda kullanma, peyzaj alanlarinda
organik giibre olarak kullanma gibi uygulamalar sayilabilir.

Tiim bu yontemlere ragmen binlerce ton aritma ¢amurunun
dogada nerede ne sekilde bertaraf edilecegi konusu sikga
giindeme gelmektedir. Avrupa Birligi’nde baslica bertaraf
yontemlerinin uygulanma oranlari igerisinde ilk siray1 tarim
alanlarinda kullanim, ikinci siray1 yakma, {iglincii siray1 ise
diizenli depolama almaktadir (Anonim 2012). Bu yontemler
arasinda en kolay, en ucuz ve en az gevre riski olan, aritma
camurlarin diger atiklarla birlikte diizenli depolama
alanlarina gémiilmesi alternatifidir.

Kisaca olusan biyoplastik atiklarin ve aritma ¢amurlarinin
bertarafindaki zorluklar ve topraklarda birikimleri bu
materyallerin  birlikte  biyolojik olarak parcalanma
potansiyellerinin aragtirilmasi geregini ortaya ¢ikartmistir.
Bu calismada; kat1 atiklar sinifindaki biyobozunur plastik
atiklar ve aritma ¢amurlarinin birlikte depolanmasi
durumunda biyobozunur plastik materyalin bozunma
siirecine aritma ¢amurunun etkisinin  belirlenmesi
amaglanmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Deneme materyalleri

Denemede Canakkale Belediyesi ileri biyolojik atiksu
aritma tesisinden elde edilen aritma camurlart ve COMU
Ziraat Fakiiltesi Dardanos Yerleskesi’ndeki deneme
parsellerinden alinan toprak 6rnekleri kullanilmistir. Alinan
ornekler golgede kurutulup tahta tokmakla ezilerek 2 mm
gozenek capli elekten gegirildikten sonra kullanilmistir.

Biyobozunur plastik materiyal ise; Nature Works LLC
firmasindan (USA) temin edilen standart PLA bazli polimer
toplar (Ingeo™ Biopolymer 4043D) iizerine analitik
saflikta 78.4 g PLA i¢in 2.03 mL tetrahidrofuran (THF)
eklenerek 60 °C’de manyetik balik esliginde eritilmis, daha
sonra temiz petri kaplarina esit miktarda (12,7 mL)
dokiilerek steril kabin (laminar flow cabinet) igerisinde toz,
mikroorganizma ve giines etkisinde kalmayacak sekilde
katilagmaya birakilarak elde edilmistir. Homojen kabul
edilen bu biyobozunur plastik materyallerden 2.5 cm ¢aplh
dairesel levhalar kesilerek denemede kullanilmistir.

2.2. Deneme materyallerinin temel ozellikleri ve toplam
agwr metal kapsamlart

Arastirmada materyal olarak kullanilan toprak ve aritma
camurunun temel Ozellikleri ve agir metal analizleri
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verilmistir. Deneme topragi hafif alkali reaksiyon
gostermektedir, organik madde igerigi “az” sinifinda olup,
toprak tuzsuz, tinli biinyeli ve orta derecede Kkireg
icermektedir.

Aritma ¢amurunda ise; organik madde, toplam azot, toplam
fosfor ve toplam potasyum deneme topragindan zengin olup
arastirmada materyallerinin analiz degerleri tabloda
goriilmektedir (Tablo 1).

Tablo 1. Aragtirma materyallerinin temel 6zellikleri

Ozellik Toprak Aritma Camuru
Org. Madde (%) 1.81 42.73
pH 8.01 6.39
EC (dS m™) 0.42 1.46
CaCO3 (%) 11.86 | -
Tm (%51 Kum,
Biinye %35 Mil, %14 | -
Kil)
Solma Noktast nemi
%) 421 9.65
Tarla Kapasitesi
nemi (%) 21.98 48.66
Metaller Allnaktz;'lll)r e Toplam (mg kg”)
Toprak | Camur | Toprak | Camur
Cu 1.59 1.01 8.96 46.33
Cr 0.01 0.08 37.93 32.35
Pb 0.03 591 11.00 16.21
Ni 1.00 5.25 49.55 24.41
Cd 0.03 0.12 0.23 0.621
Zn 1.20 364.67 42.44 729.34

Aritma ¢amurlarinda Zn, Cu, Pb ve Cd en ¢ok kaygi
duyulan ve ¢evre kirletici metallerdendir. Cinko, Cu ve Pb
fitotoksik etkilere sahip olmalarindan, Cd’un ise besin
zincirine yiiksek oranda girmesinden ve biyoakiimiilasyon
oraniin yiiksekligi nedeniyle 6nem arz etmektedir (Udom
ve ark. 2004).

2.3. Deneme materyallerinin analiz yontemleri

Denemede materyallerinden aritma ¢amuru, toprak ve PLA
levhalarda yapilan analizler ve bu analizler i¢in segilen
yontemler ve cihazlar sdyledir:

Toprak organik maddesi Jackson (1958), aritma ¢camurunda
organik madde DIN EN ISO 1172 (1998), toprakta ve
aritma c¢amurunda nem miktarlar1 gravimetrik olarak
Allmaras ve Gardner (1956), toprakta ve aritma ¢amurunda
pH-EC (1:2.5w/w toprak-1:5w/w aritma ¢amuru) Richards
(1954), toprakta ve aritma ¢amurunda toplam agir metaller
HNO; ve HCI asitler karistirilarak (3:1) elde edilen kral
suyu (aqua regia) asit karigiminda yas yakilan (Berrow ve
Stein 1983) orneklerde Perkin Elmer Optima 8000, ICP-
OES cihaz1 yardimt ile belirlenmistir. Toprak ve ¢amurda
tarla kapasiteleri Klute (1986)’ya gore belirlenmis, toprak
blinyesi Bouyoucos (1951), toprakta kire¢ Allison ve
Moodie (1965), iireaz enzimi Hoffmann ve Teicher (1961),
katalaz enzimi Beck (1971), toprakta mikroorganizma
sayist Wollum (1982), NO;~ ve NH4" analizleri Bremner
(1965)’e gore yapilmistir. PLA levhalarda kiitle kaybr; ultra
hassas terazide (AND-HM-200) PLA agirliklar1 degisimi
ISO 17556 gore toprak sartlarinda pilot 6lgekte yapilan CO;
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veya O, ihtiyaci 6l¢limii metodunun modifiye edilmesiyle
aerobik bozunum sartlarindaki PLA levhalarin kiitle farklar
oOlgiilerek kaydedilmistir. Biyoplastik levhalarin mikroskop
goriintiileri Nikon E200Pol polarize petrografik inceleme
mikroskobu, goriintii igleme programi NIS Element
Analysis D cihazindan elde edilmistir.

2.4. Denemenin kurulmasi ve verilerin elde edilmesi

Bir litrelik silindirik standart cam kavanozlara 2 mm’lik
elekten elenmis, temel analizleri yapilmis ve hassas terazide
tartilmis 400’er gram toprak konulmustur. Toprak dolu
kavanozlara uygulama dozlarina gére aritma ¢amurlari tiger
tekrarli olarak ilave edilmis, etiketlenmis ve kavanozlardaki
materyaller homojen olarak karistirilmigtir. Aritma ¢amuru
dozlarin1 belirleyebilmek igin aritma ¢amurunun ve toprak
orneklerinin agir metal analizleri yapilmis ve 3 Agustos
2010 tarih ve 27661 sayili Resmi Gazetede yayinlanan
yonetmelik  kapsamindaki  (Anonim  2010) tarim
topraklarina uygulanabilir maksimum c¢amur dozlar
belirlenmistir.

Canakkale ileri biyolojik atiksu aritma tesisinden elde
edilen ¢amurunun ve denemede kullanilan topragin agir
metal iceriklerine gore uygulama dozlar1 belirlenmistir.
Materyallerin metal igeriklerine gore belirlenen 86g aritma
¢amuru; icerisinde 400g toprak bulunan kavanoza
karigtirilacak sekilde kuru madde iizerinden hesaplamalar
yapilmigtir. Bu dozun yarisi (43g aritma ¢amuru/400g
toprak) ve iki kat1 (172g aritma ¢amuru/400g toprak) olacak
sekilde iki doz daha belirlenmistir. Agirlik esasina dayali
olarak 1 kisim c¢amur: 1 kisim toprak (200g aritma
camuru/200g toprak) olacak sekilde bir doz ile hi¢ aritma
camuru katilmayan kontrol dozu (yalniz 400g toprak igeren)
deneme planina eklenmistir.

Kavanozlardaki topraklar ve karigimlar tarla kapasitesine
getirilerek bir hafta 27 °C’de on inkiibasyona tabi
tutulmugtur. On inkiibasyon sonrast biyobozunur PLA
plastik filmler ultra hassas terazide tartilarak kavanozlara
yerlestirilmistir. Kavanozlara PLA yerlestirme islemi ise;
her kavanoza 4’er adet 6nceden hazirlanan 2 mm gézenek
acikliginda dayanikli polipropilen malzemeden elle
yapilmis keselerin i¢ine PLA levhalar (agirliklari 0,02-
0,05g arasinda degisen ve dairesel olarak es biiyiikliikte
kesilmis) konularak yaklasitk 45 derecelik agryla
kavanozdaki karigimlara ve kontrol topraklarina gémme
seklinde  yapilmistir.  Kavanozlarin  agzi  oksijeni
engellemeyecek ve nemi koruyacak 6zellikte yar1 gegirgen
plastik bir film (Korozo marka) ile kapatilmis ve
mikroorganizmalarin PLA levhalarini pargalayabilmesi i¢in
gerekli nem tarla kapasitesi diizeyinde tutulmaya
calistlmigtir.  Kavanozlar  inkiibatore (24  °C’ye)
yerlestirilmis ve iki haftada bir seri 6rnek incelenmek {izere
inkiibatorden alinmistir.

Toplamda dort ay siiren denemede ayda iki kez (15 giinde
bir) alinan 6rneklerde biyobozunur plastik levhalarin kiitle
kaybi; gomiildiikleri topraklarda ise iireaz ve katalaz
enzimleri, amonyum ve nitrat analizleri ile toplam mezofil
aerobik mikroorganizma sayilar1 belirlenmistir.
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Analiz sonuglarina gore, kullanilan aritma g¢amurunun
toplam ¢inko (Zn) kapsami 364.67 mg kg, deneme
topragmin toplam ¢inko kapsami ise 42.44 mg kg™ olarak
tespit edilmistir. Goriildiigii gibi Canakkale belediyesi ileri
biyolojik atiksu aritma tesisi’nden elde edilen aritma
camuru diger metallerden daha yiikksek oranda Zn
icermektedir. Bu nedenle bu c¢alismada yonetmelik
acisindan kritik olan agir metallerden olan Zn smirlayict
faktor olarak ele alinmistir. Dolayisiyla aritma ¢amurunun
maksimum doz miktari1 aritma ¢amurundaki Zn miktarlari
dikkate alinarak yonetmeliklerin izin verdigi ¢inko
miktarina goére hesap yoluyla belirlenmistir. Toprakta on
yillik ortalama esas alinarak bir yilda verilmesine miisaade
edilecek agir metal yiikii sinir degerleri dikkate alinarak
kuru madde bazinda 3000g/da/yil olarak Zn kisitlayici
olmustur. Bu hesaplamaya gore bir dekara on yilda kuru
madde cinsinden maksimum 26.875 ton aritma ¢amurunun
uygulanabilecegi hesaplanmigtir. Bu maksimum doz
kavanozlardaki 400g toprak igin 86g kuru aritma ¢amuru
olarak hesaplanmigtir. Plastiklerin  bozunma hizlari
konusunda ortam neminin dnemi nedeniyle, yaptigimiz
calismada toprak ortamini tarla kapasitesinde (biyolojik
faaliyetler i¢in optimum nem seviyesi) tutabilmek igin
“Korozo” marka yar1 gecirgen 6zel bir plastik ambalaj
malzemesi kullanilmugtir.

Denemede; kontrol dahil 5 adet ¢amur dozu, her dozun 3
tekrar1 ve her tekrarda 4 PLA parcasi yikanip temizlenerek
incelenmistir. Bu da; 5 doz x 3 tekrar x her kavanozda 4
levha x 8 inkiibasyon zamani1 = 480 adet plastik levhanin
incelenmesi anlamima gelmektedir. Her inkiibasyon
zamaninda 5 doz x 3 tekerrlir = 15 kavanoz inkiibatérden
(NUVE S120 Sogutmali tip) alinarak plastik levhalardaki
kiitle kayiplar1 ve belirtilen diger toprak 6zellikler sekizinci
inkiibasyon donemindeki son kavanozlarda da incelenerek
veriler toplanmuigtir.

2.5. Verilerin istatistik analizi

Elde edilen veriler MINITAB 16.0 Istatistik Paket Programi
yarmimiyla varyans analizine tabi tutulmus, sonuglar
arasindaki farklar En Kiigiik Asgari Farklara (LSD) gore
degerlendirilmistir. ~ Sonuglar  kontrol ile  yapilan
uygulamalara gore degerlendirilerek ozellikler arasindaki
degisimler farkli harflerle ifade edilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma
3.1. Biyoplastik levhalarin kiitle kayiplart

Biyoplastik levhalarin  kiitle kayiplar1  “Grnekleme
zaman1”x“aritma  ¢amuru”  interaksiyonu  yoniiyle
istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur (Uzunboy ve
Tiirkmen 2018). Her iki faktor birbirinden bagimsiz olarak
ele alindiginda ise levhalarm kiitle kayiplarma etkileri
6nemli olmustur (p<0.05). Biyobozunur plastik levhalarda,
sekizinci 6rnekleme (120. giin) zamanindaki “%50 toprak :
%50 c¢amur” dozu sartlarinda agirlik kaybi en fazla
olmustur. Ornekleme zamanina gore en az agirhik kayiplart
tim dozlarda birinci &rnekleme (15. giin) zamaninda
goriilmiistiir. Deneme Oncesi elastik olan biyoplastik
levhalarin zaman ilerledikge ve ¢amur dozlari arttikga
elastikiyet kayiplar1 oldugu, levhalarda kirilma ve
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pargalanmalarin gézlemlendigi ve kiitle kayiplarinin arttig
belirtilmistir (Uzunboy 2018).

Calismamizda aritma ¢amuru ile PLA temelli biyobozunur
plastik  levhalar ilk olarak toprak  ortaminda
bulusturulmustur.  Biyoplastiklerin ~ biyodegredasyon
oranlarim etkileyen faktorler, ortam kosullari ve polimer
ozellikleri olarak iki grupta kategorize edilmistir (Kale ve
ark. 2007a). Arastirmacilar diger bir aragtirmasinda PLA
malzemeden yapilan iki ambalaji 30 giinliikk kompostlama
kosullarina tabi tutmus ve fiziksel bozunma 6zelliklerini 1,
2,4,6,9, 15 ve 30 giinlerde dlgmiisler ve plastiklerin
baslangic kristal yapilari ile plastik ambalajlarin kondugu
ortam pH’larinin bozunma siirecindeki en 6nemli iki etki
oldugunu belirtmislerdir (Kale ve ark. 2007b). Biyobozunur
levhalardaki agirllk  kayiplarindaki degisimlerin
nedenlerine zamanla aritma ¢amurunun toprak ortaminda
parcalanmasina dayali olarak toprak pH sinin degisimi
(Tiirkmen ve Arcak 2006) ve mikroorganizma sayilarinin
artmasi konular1 eklenebilir.

Plastikler deponi alanlarina bertaraf edildiklerinde,
yapilarinda bulunan nisasta mikroorganizmalar tarafindan
parcalanmakta ancak polietilen gibi sentetik kimyasal
maddeler pargalanmadan kalabilmektedirler (Stevens
2002). Plastiklerin bozulma hizlar1 konusunda yapilan
bagka bir c¢aligmada; plastik ambalajlarin  baslangig
kristalleri ve L-Laktid kapsamlari degistikge bozunum
oranlarmin da degistigi ifade edilmistir. Bu caligmada
kompost yigmin sicakligi, bagil nemi ve pH degerlerinin
paketlerin bozulma hizinda onemli rol oynadiklar1 ve
bozunma kosullarindaki nispi nem arttikca, bozunma
hizlarimin da hizli arttigini belirtmislerdir (Ho ve ark. 1999).
Bu nedenle ¢alismamizda ortam nemini tarla kapasitesinde
tutularak gomiilii levhalarin kiitleleri izlenmistir. Bu
sartlarda birinci drneklemede (15. giin) en az agirlik kaybi
kontrol dozu ile “aMaksimum dozun uygulandigi durumda
gorlilmiis ve birinci Orneklemede levhalardan alinan
polarize mikroskop goriintiileri ile bu durum kayit altina
almmustir (Sekil 1).

1K3-2-Polarize

Sekil 1. Hi¢ camur uygulanmayan (Kontrol) dozunda birinci
ornekleme donemindeki (1K3-2) topraga gomiilii biyobozunur
plastik levhalardaki normal ve polarize mikroskop (Nikon E200
Pol) goriintiileri (6lgekler 100 mikrondur, goriintiiler orijinaldir)

Denemede zaman ilerledik¢e biyobozunur levhalarin
ylizeyinde mikro boyutlarda; catlaklar, kirilmalar, oyuklar
artmis ve polarize mikroskopta 151k gegirgenligi artmistir.
Zamana dayal1 olarak biyoplastik levhalarin kiitle kayb1 en
¢ok 4. drneklemede “%50 toprak + %50 ¢amur” dozunda
gbzlemlenmis; bu dozda levhalardaki korozyon (asinim)
nedeniyle olusan gdzenekli yapt son Ornekleme
donemlerinde belirginlesmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. En yiiksek camur dozunda (%50 toprak + %50 ¢amur) son
ornekleme donemindeki (8D3-4) topraga gomiilii biyobozunur
plastik levhalardaki normal ve polarize mikroskop (Nikon E200
Pol) goriintiileri (6lgekler 100 mikrondur, goriintiiler orijinaldir)

3.2. Toprak mikroorganizmalarinin sayisal degisimleri

Elde edilen bulgulara gore “uygulama zamani x ¢amur
dozlar1” interaksiyonu toprak mikroorganizma sayilarina
istatistik olarak onemli etkide bulunmamistir. Faktorler
birbirinden bagimsiz olarak ele alindiginda ise her iki

faktoriin - mikroorganizma sayilarina etkileri Onemli
bulunmustur (p<0.05).
Biyoplastiklerin ~ gomiildiigli  topraklara hi¢ aritma

¢amurunun uygulanmadig: sartlarda dozlara dayali olarak
gram toprak bazinda mikroorganizma sayilarinda dnemli
farklar olmustur. Kontrol dozunda mikroorganizma sayilari
en az (2.5 x 10°) olurken en yiiksek doz olan 1:1 dozunda
bu deger en yiiksek olmustur (17 x 10%). Camur uygulama
dozlar1 arttikca mikroorganizma sayilarinda dogrusal
artislar gézlemlenmistir. Ornekleme zamanina dayali olarak
mikroorganizma sayilarinda 2. érneklerde (5.67 x 10°) ve 3.
orneklerdeki sayilar (6.12 x 10°) ile 8. 6rneklerdeki sayilar
(12.28 x 10%) arasindaki istatistik farklar énemli olmustur.
Bu durum aritma ¢amurunun hi¢ uygulanmadigi kontrol
sartlarinda bulunmus diger tiim orneklerde sayisal farklar
olmasina ragmen istatistiksel olarak dnemli bulunmamistir.

Balzer ve Ahrens (1990), killi-tin bir toprakta biyolojik
aktivite lizerine 20 yildir uygulanan aritma ¢amurunun
etkisini incelemislerdir. Arastiricilar; 2.5 t ha! camur
uygulamasimnin mineral giibre uygulamasina oranla
biyolojik aktiviteyi dnemli oranda artirdigini fakat 5 t ha
ik uygulamanin bazi enzim aktiviteleri ve mikrobiyal
biyomasta azalisa neden oldugunu belirtmislerdir.

Aritma ¢amurlarinin uzun yillar boyunca ve yiiksek dozda
uygulanmalar1 mikrobiyal biyomasi da olumlu/olumsuz
etkileyebilmektedir. Bir kez yapilan ¢amur uygulamalarin
mikrobiyal biyomas {izerinde olumlu etkileri (Dar 1996;
Barbarick ve ark. 2004), uzun yillar yapilan c¢amur
uygulamalarin ise olumsuz etkilere sahip oldugu
arastiricilar tarafindan tespit edilmistir (Balzer ve Ahrens
1990; Stoven ve ark. 2005). Cop deponi alanlarina PLA gibi
nisasta bazli biyoplastiklerin  bertarafinin, sentetik
polimerler, lignin ve seliilloz bazli biyoplastiklerden daha
kolay oldugu belirtilmektedir (Roldan-Carrillo ve ark.
2003; El-Kadi 2010; Accinelli ve ark. 2012).

Dolayistyla ¢aligmamizda kullanilan aritma ¢amurunun
evsel nitelikli olmasi, agir metal igeriklerinin nispeten
diisik olmast (Tablo 1) ve dozlart yiikseldikge
mikroorganizma sayilarinin artmast Oonceki g¢alismalarla
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uyumlu goériilmekte ve aritma ¢amurlarinin PLA levhalarla
birlikte gomiilebilecegini diistindiirmektedir.

3.3. Uygulamalarin toprakta NOs iceriklerine etkisi

Topraklardaki NOs™ kapsami {izerine topraga uygulanan
aritma  ¢amuru  miktarlarmin = (doz), inkiibasyon
zamanlariin (zaman) ve her iki uygulamanin birlikte etkisi
istatistiksel olarak 6nemli seviyede bulunmustur (p<0.05).
Artma ¢amuru dozlart ve zamanin NO; ortalamalarina
birlikte etkileri; camur uygulama dozlar1 arttikca NO;
miktarinda artiglar, biitin dozlarin ortalamalar1 dikkate
alindiginda ise Ornekleme zamani ilerledikge NO;
kapsamlarinda azalmalar seklinde goézlemlenmistir.
Topraga uygulanan aritma ¢amuru dozlari arasinda en
yliksek NOs3 kapsami besinci 6rneklemede (75. giin) “%50
toprak + %50 camur” dozunda (2471.6 mg kg') tespit
edilmis ve bu miktar1 ikinci 6rneklemedeki “2 x Maksimum
doz”u (1836.2 mg kg') takip etmistir. En diisiik NO;
kapsami ise altinci Orneklemede (90. giin) ‘“kontrol
dozu”nda (50.75 mg kg') tespit edilmistir. Genel olarak
nitrat degerleri artan camur dozlarina gore artmis bu artiglar
ilerleyen 6rnekleme zamanina gore ise azalig gostermistir.

Cetin ve Giir (2011) yaptiklar1 caligmada, topraga
karistirilan organik atiklarin nitrat azotu {izerine etkilerinin
inkiibasyon siiresine bagli olarak Onemli oldugunu
bildirmiglerdir. Arastirmacilar topraktaki nitrat azotunun
artisina en ¢ok etkiyi tavuk giibresi ve aritma ¢amurunun
gosterdigini bildirmiglerdir.

Tiirkmen ve Arcak (2006)’1n yaptig1 caligsmaya gore kirecli
bir topraga farkli diizeylerde uygulanan aritma camuru ve
azot uygulamalarinin etkisi bakimindan, uygulama yillarina
gore 6nemli degisim gosterdigi ve ekstrakte edilebilir NO;
kapsamlarinin da etkilendigi belirtilmistir.

Aritma ¢amuru uygulama dozlarmin artmasiyla toprakta
NO; kapsamim arttirmasi diizenli depolama alaninda
sizmti  sularinda NO;  birikim riski yapabilecegi
unutulmamalidir. Bu nedenle sizint1 sularinin yeraltt su
kaynaklarini kirletmemesi amaciyla diizenli depolama
alanlarinda gecirimsizlik saglayan yapilarin ¢ok 1iyi
planlanmasi kritiktir. Topraga uygulanan aritma ¢amurunun
dozlarinin artmastyla yani ortama verilen organik madde
miktar1 artistyla NO;  miktar1 ve birlikte mikroorganizma
faaliyetlerinin artirdig1 sonucuna ulagilmistir.

Ortamda biriken pargalanma triinlerinin ve agir metallerin
mikroorganizma faaliyetini olumsuz etkilemesinden dolay1
toprakta NO;  kapsaminda zamanla azalmalar da
goriilebilir (Balzer ve Ahrens 1990; Stoven ve ark. 2005).
Nisasta temelli biyobozunur malzeme ve ileri biyolojik
aritma camurunun birlikte denendigi, plastik materyalin
bozunmasina ek olarak toprak 6zelliklerindeki degisimlerin
ele alindig1 baska bir yayia rastlanmamustir.

3.4. Uygulamalarin toprakta NH4" iceriklerine etkisi

Topraklardaki NHs" igerigi tizerine uygulanan aritma
¢amurunun, inkiibasyon zamanlarinin ve her ikisinin
birlikte etkisi (interaksiyonu) istatistiksel olarak 6nemli
bulunmustur (p<0.05). Bu calismada kullanilan aritma
¢amuru uygulama dozlari arttikga NH4" miktarinda artig
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gozlemlenirken; biitiin dozlarin ortalamalar1  dikkate
alindiginda  inkiibasyon = zamami  arttikca ~ NH4"
kapsamlarinda azalmalar gozlemlenmistir. Samaras ve ark
(2008), vyaptiklart calismada artan miktarlarda aritma
¢amurunun uygulanan topragin organik madde kapsamini
ve toplam azot iceriklerini arttirdigini; bu artiglarin istatistik
acidan oOnemli oldugunu vurgulamislardir. Uygulanan
aritma ¢amuru dozlar1 arasinda en yiiksek NH4* kapsami
besinci drneklemede “%50 toprak + %50 ¢amur” dozunda
(11283 mg kg') tespit edilmis ve bu durum dérdiincii
orneklemenin ayni dozunda da goriilmiistiir. En diisiik NH4"
kapsami ise altinc1 6rneklemenin “kontrol doz”unda (23.43
mg kg tespit edilmistir. Kontrol dozunun ortalama verileri
arasinda en yiiksek NH4" kapsamu ise yedinci 6rnekleme
(105. giin) sonunda 56.82 mg kg 'olarak Sl¢iilmiistiir.

Camur dozlar1 arttik¢a ortamdaki organik madde miktarinin
artmis olmasi ve bunun sonucunda mikroorganizma
faaliyetlerinin artiglar1 toprakta NH4" miktarim ozellikle 4.
5. ve 6. ornekleme zamanlarinda arttirmistir. Ortamda
biriken parcalanma iirlinlerinin ve agir metallerin zamanla
mikroorganizma faaliyetini olumsuz etkileyebilmeleri
nedeniyle toprakta NH4" igeriginin de zamana bagimh
olarak degisebildigi belirtilmektedir (Balzer ve Ahrens
1990; Stoven ve ark. 2005; Samaras ve ark. 2008).

3.5. Uygulamalarin toprakta iireaz enzimine etkisi

Calismamizdan elde edilen verilere gore topraklardaki
iireaz enzim aktivitesi ilizerine topraga uygulanan aritma
camuru dozlari, 6rnekleme zamanlari ve her ikisinin birlikte
etkisi istatistiksel énemli bulunmustur (p<0.05). Urenin,
karbondioksit ve amonyaga hidroliz olmasini saglayan ve
hidrolitik bir enzim olan {ireaz, tarrmda 6nemli bir kimyasal
giibre girdisi olan “Ure”nin toprakta ayrismasmi ve
yarayislt hale gelmesini ve dolayisiyla performansini biiyiik
Olciide etkileyen enzimdir (Frankenberger ve Dick 1983;
Haktanir ve Arcak 1997; Arcak ve ark. 2000). Topraklarda
ireaz enzimi, bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan
iiretilmekte ve topraktaki mikroorganizmalarin %]1-
20’sinin iireaz enzimi {rettigi bildirilmektedir (Fisher ve

ark. 2017).
Caligmamizda aritma ¢amuru dozlart arasinda en yiiksek
iirecaz enzim aktivitesi altinct1 Orneklemede “%50

toprak+%350 ¢amur” dozunda 32.17 mg NH3-N/100 g kuru
toprak olarak dl¢iilmiistiir. En diisiik {ireaz enzim aktivitesi
ise yine altinci 6rneklemede “/2Maksimum” ¢camur dozunda
8.35 mg NH3-N/100 g kuru toprak olarak tespit edilmistir.
Kontrol grubunda ilk dort érneklemede iireaz degerleri
camur uygulanan diger dozlardan diisiik olmasina ragmen
istatistiksel ~olarak fark bulunmamistir. Son  dort
orneklemede ise en diisiik iireaz degerleri yine kontrol
dozlarinda goriilmiistiir (Sekil 3).

Bu ¢alismada kullanilan biyobozunur plastik levhalarin son
ornekleme zamanlarinda kontrol grubunda bozunumlarinin
artmast ve kontrol dahil tim dozlardaki iireaz enzim
aktivitesi degisimlerinin goriilmesi, PLA levhalarin
par¢alanma iirlinlerinin de {ireaz enzim aktivitesini

etkileyebilecegini diisiindiirmektedir (Uzunboy, 2018).
Ankara kenti aritma c¢amurunun tarimsal kullanim
potansiyeli {izerine yapilan bir c¢alismada; kiregli
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topraklarda aritma ¢amuru uygulamasimnin pH degerlerini
disiirdiigi bildirilmistir (Arcak ve ark. 2000). Yiiksek
oranlardaki aritma ¢amur uygulamalarinin ise topragin
ireaz aktivitesini onemli derecede artirdig1 belirtilmistir
(Frankenberger ve ark. 1983; Ataman ve ark. 2000). Aritma
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camuru uygulamalarinin toprakta iireaz enzim aktivitesini
arttirmig, ancak bu artiglarin zamana gore diizensiz degistigi
gozlemlenmistir. Arastirmamizda ¢amur dozlarin artisina
bagh olarak iireaz degerlerindeki dnemli artiglar 6zellikle
son dort 6rneklemede goriilmistiir.
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Sekil 3. Aritma camuru dozlarmnin topragin {ireaz enzimi kapsamina etkisi: Ayni “hafta”da (6rneklemede) farkli biiyiik harflerle gosterilen
“doz” ortalama farklari dnemlidir (p<0.05). Ayn1 “doz”da farkl: kiiciik harflerle gosterilen “hafta” ortalama farklar: 6nemlidir (p<0.05).
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Sekil 4. Aritma ¢amuru dozlarinin topragin katalaz enzimi kapsamina etkisi: Ayni “hafta”da (6rneklemede) farkl biiyiik harflerle gosterilen
“doz” ortalama farklar1 6nemlidir (p<0.05). Ayn1 “doz”da farkl: kii¢iik harflerle gosterilen “hafta” ortalama farklar1 6nemlidir (p<0.05).
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Zamana gore farkli dozlarda goriilen diizensizlik literatiirde
de belirtilmistir (Frankenberger ve ark. 1983). Bu durum
topraga uygulanan ¢amur dozlarina, ortama eklenen organik
madde miktarina, mikroorganizma popiilasyonuna,
ortamdaki elementlere gore degismektedir (Fisher ve ark.
2017).

3.6. Uygulamalarin toprakta katalaz enzimine etkisi

Arastirmamizda kullanilan topraklarin katalaz enzim
aktivitesi iizerine uygulanan c¢amur miktarlarinin,
inkiibasyon zamanlarinin ve her ikisinin birlikte etkisi
(interaksiyonu) istatistiksel olarak onemli bulunmustur
(p<0.05).

Aritma ¢amurunun biitiin dozlarinda inkiibasyon zamani
arttikca katalaz enzim aktivitesinde azalma
gbzlemlenmistir. Topraga uygulanan aritma ¢amuru dozlari
arasinda en yiksek katalaz enzimi kapsami ikinci
ornekleme zamanindaki “%50 toprak + %350 camur”
dozunda en fazla tespit edilmis ve bunu yine ayn1 dénemde
“2x Maksimum ¢amur” dozu takip etmistir.

En disiik katalaz enzimi kapsami ise altinct drnekleme
zamanindaki “%2 maksimum ¢amur” dozunda tespit
edilmistir. Toprakta kontrol dozu 6rneklerinin ortalamalari
arasinda en diisiik katalaz enzimi kapsami altinci 6rnekleme
zamaninda tespit edilmistir. Ayrica kontrol dozunun zaman
ortalamalarinda en yilksek katalaz aktivitesi ikinci
orneklemede goriilmiistiir (Sekil 4).

Katalaz, canlilar icin zehirli olan hidrojen peroksiti su ve
hidrojene pargalayan enzimdir (Liu ve ark. 2008). Katalazin
substrati olan hidrojen peroksitin mikroorganizmalar icin
toksik ve dliimciil oldugu agiklanmigtir (Frankenberger ve
Dick 1983).

Tiim aerobik ve mikroaerofil bakterilerin H>O,’i oksijen ve
suya pargaladigi bilinmektedir. Hidrojen peroksitin
pargalanmasinin, ortamdaki H»>O, substrat miktarina,
katalaz enzim aktivitesine ve diger enzimlerde oldugu gibi;
aerobik mikroorganizma popiilasyonu, ortam pH’si,
sicaklik, inhibitdrler ve stimiilatorlere bagimli oldugu
bildirilmistir (Frankenberger ve Dick 1983; Liu ve ark.
2008).

Riozin ve Egorov (1972)’nin yaptiklari ¢alismaya gore,
katalaz enzim aktiviteleri ile toprak organik maddesi
arasinda iliski oldugu, buna karsin topraklarin
mikroorganizma  sayilarinda ise benzer iliskinin
bulunmadigini belirlemislerdir.

Tresar-Cepeda ve ark. (2008)’na gore ise toprakta katalaz
aktivitesinin; kil icerigi, toprak nemi, toprak derinligi,
sicaklik, organik madde miktari, pH, toprak tipine gore
farklilik gosterdigi ve aktivitenin toprak islemesiyle artis
gosterdigi tespit edilmistir.

Alef ve Nannipieri (1995) tarafindan yapilan bir
arastirmada; katalaz aktivitesinin toprakta ¢ok duragan
oldugunu rapor edilmistir. Ancak bazi arastiricilar ise;
katalazin toprak derinligi ile azaldigini, toprak pH’si ile
degistigi, toprak derinligi ve organik karbon igerigi ile
onemli iligki gosterdigini bildirmislerdir (Fisher ve ark.
2017; Kravkaz-Kuscu ve ark. 2018).
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4. Sonug ve Oneriler

Giliniimiizde geleneksel petrol tiirevli plastiklerin yerini
giderek biyobozunur plastiklerin almasi ve buna bagh
olarak biyoplastik tiiketiminin artmasi nedeniyle olusan
biyoplastik  atiklarin  dogada  biyoparcalanabilirlik
ozellikleri onem kazanmistir. Kiiresel boyutlarda artan
kentlesme ve endriistilesme nedeniyle yiiksek miktarlarda
olusan aritma ¢amurlarinin uzaklastirilmas: da diger bir
onemli ¢evre problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Aritma ¢amurlar1 ve kati atiklarin birlikte diizenli deponi
alanlarinda depolanmasi veya kati atiklarla birlikte
kompostlanmasi1  lizerine c¢aligmalara rastlanmaktadir.
Ancak kati atiklar icinde orani giderek artan biyobozunur
plastiklerle aritma ¢amurlarmin birlikte bir arada
depolanmasi konularinda yeterli caligmalar
bulunmamaktadir. Bu kapsamda yapilan g¢alismamizda
aritma c¢amurlarinin  biyoplastiklerle birlikte toprak
ortaminda depolanmasi durumunda biyoplastiklerin hangi
oranlarda aritma camuru Kkaristirtlmasi durumunda ne
oranda mineralizasyona ugradiklar1 ve bu siirecte toprak
ozelliklerinde nasil degisimler gozlemlendigi sorularina
cevaplar aranmuistir.

Yapilan dort aylik ¢alismayla biyoplastik levhalarin kiitle

kayiplar, topragin amonyum ve nitrat degisimleri,
mikroorganizma sayilari, toprak enzim aktiviteleri
izlenmistir. Elde edilen verilere gore biyobozunur

plastiklerin bozunum siirecinde aritma ¢amuru oraninin
artistyla plastiklerin bozunum oraninin arttig1 gdzlenmistir.
Bu sonuca gore biyoplastiklerin diizenli kat1 atik depolama
alanlarma kentsel aritma ¢amurlartyla birlikte uygulanmasi
durumunda biyoplastiklerin bozunma stirecinin
hizlanabilecegi soylenebilir.

Ayrica uygulanan aritma ¢amuru dozu arttikca toprakta
NH,", NO; , mikrobiyal aktivite, lireaz ve katalaz enzimleri
miktarlarinda da artis tespit edilmistir. Ancak zaman faktorii
bakimindan elde edilen veriler incelendiginde zaman
arttikga topragin NH,", NOs , mikrobiyal aktivite, iireaz ve
katalaz enzimleri miktarlarinda dalgalanmalar
gozlemlenmistir. Bu sonuglara bakilarak aritma ¢amurunun
icerdigi yiiksek organik madde ve mineral madde
kapsaminin topragin zamanla NH4", NO; miktarlar1 ile
diger biyolojik &zelliklerine olumlu/olumsuz etkiler yaptig;
aritma c¢amuru dozlar1 ile incelenen Ozellikler arasinda
pozitif iligkiler goriilirken zaman faktoriine gore katalaz,
NH;" ve NO; Ozellikleri olumsuz etkilenmistir.
Biyobozunur plastiklerin kat1 atik diizenli deponi
alanlarinda aritma c¢amuru ile birlikte uygulanmasi
durumunda bozunma siirecine en fazla etki eden
uygulamanin “1:1” dozu oldugu anlagilmigtir. Aritma
camuru miktarlari kat1 atiklarin kontrolii yonetmeligi geregi
en yiiksek agir metal igerigi dikkate alinarak hesaplandig:
icin tarim alanlarinda uygulanamayacak kadar yiiksek
dozlar (%50 toprak + %50 atik ¢amur ve 2 x maksimum
dozlar) da bu galismada denenmistir.

Sonug olarak bu calismayla; aritma ¢amurlarinin diizenli

deponi alanlarinda biyobozunur plastiklerle Dbirlikte
bastirilabilecegi ve biyoplastiklerin diizenli deponi
alanlarnda  daha hizlh  ayrisip  parcalanabilecegi
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ongoriilmiistiir. Ancak tarim alam1 topraklarina izin
verilebilecek ¢amur dozlarinin biyobozunur plastiklerin
mineralizasyonuna etkisinin dogal arazi sartlarinda yeterli
olmayacagit diisliniilmektedir. Bu nedenle aritma
camurunun farkli dozlari ve degisik biyobozunur
materyaller once inkiibasyon sartlarinda, sonra arazi
sartlarinda yeni c¢alismalarla denenmelidir. Bu tiir
caligmalarda ele alinacak c¢amur dozlar1 her aritma
tesisinden elde edilen aritma ¢amurlariin agir metalleri
farkli  miktarlarda icerebileceklerinden ayr1  ayri
arastirilmalidir. Ayrica gevre sagligi agisindan biyobozunur
plastiklerin diisiik dozlarda aritma c¢amuru esligindeki
mineralizasyonu stirecinde, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar gibi parcalanma {iriinlerinin de detayl
calisilmasi gerektigi belirtilebilir.
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Ozet: Kuersetin glikozitlerinden biri olan rutin esas olarak meyve kabuklari, yapraklari, cicekleri ve kokleri gibi bitkilerin farkls
kisimlarinda bulunan bir flavanoiddir. Kimyasal yapisi nedeniyle antioksidan, antimikrobiyal ve selatlayici 6zellikleri bulunan rutin
molekiiliiniin zayif ¢oziinirligii nedeniyle canli sistemde biyoyararlanimi oldukg¢a diisiiktiir. Bu caligmada, rutin molekiiliiniin
biyoyararlanimini arttirmak i¢in iyonik jellesme yontemi kullanilarak rutin yiiklii kitosan nanopartikiilleri sentezlenmis ve in vitro ortamda
salimlar ve antioksidan aktiviteleri aragtirilmistir. Uretilen rutin yiiklii kitosan nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinligi ve etken yiikleme
kapasitesi UV-Vis spektrofotometre kullanilarak; pargacik boyutu, ¢oklu dagilim indeksi ve zeta potansiyel degerleri ise Foton Korelasyon
Spektroskopisi ile analiz edilmistir. Bu nanopartikiillerdeki polimer-etken molekiil etkilesimleri FT-IR ile incelenmistir. Enkapsiilasyon
etkinligi ve etken yiikleme kapasitesi géz Oniine alinarak salim deneyleri i¢in optimum nanopartikiil Rutin yiiklii Kitosan Nanopartikiil3
(R-Chi NPss3) olarak belirlenmistir. In vitro salim ¢alismasi 17 giin devam ettirilmis ve bu siirenin sonunda %88.8 oraninda rutin salim
gozlenmistir. Sentezlenen nanopartikiillerin antioksidan aktivite ¢alismasi ise DPPH yontemi ile gerceklestirilmis olup R-Chi NPs3
nanopartikiillerin antioksidan aktivitesinin artan konsantrasyona bagl olarak arttig1 ve 0.8 mg/mL R-Chi NPs3 igeren 6rnegin %88.1
antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu ¢alisma, biyoyararlanimi diisiik olan molekiillerin etkilerini arttirmak i¢in kontrollii salim

yapabilecek gelismis biyoteknolojik sistemlerin tasarlanabilecegini gdsteren bir arastirma niteligindedir.

Anahtar Kelimeler: Rutin, Kitosan, Nanopartikiil, Antioksidan Aktivite, DPPH

The Synthesis, Characterization and Determination of Antioxidant Activity of Rutin Loaded
Chitosan Nanopatrticles

Abstract: Rutin, one of the quercetin glycosides, is a flavanoid mainly found in different parts of plants such as fruit peels, leaves, flowers
and roots. Although it has antioxidant, antimicrobial and chelating properties due to its chemical structure and its bioavailability in living
system is very low due to its poor solubility. In this study, to increase the bioavailability of the rutin molecule, rutin loaded chitosan
nanoparticles were synthesized by ionic gelling method and their in vitro releasing studies and antioxidant activities were investigated. The
encapsulation efficiency and effective loading capacity of the rutin loaded chitosan nanoparticles were analyzed by UV-Vis
spectrophotometer, and particle size, multiple distribution index and zeta potential values were analyzed by Photon Correlation
Spectroscopy. Polymer-active molecule interactions of these nanoparticles were examined by FT-IR spectroscopy. The optimum
nanoparticle for releasing studies was determined as Rutin-loaded Chitosan Nanoparticles3 (R-Chi NPss3) considering the encapsulation
efficiency and effective loading capacity. In-vitro releasing study was continued for 17 days and at the end of this time 88.8 % rutin release
was observed. The antioxidant activity study of the synthesized nanoparticles was carried out by DPPH method, and the antioxidant activity
of R-Chi NPsz nanoparticles increased due to increasing concentration and it was determined that they showed 88.1% antioxidant activity
with 0.8 mg/mL R-Chi NPs3 concentration. This study is a research study showing that advanced biotechnological systems that can make
controlled release can be designed to increase the effects of molecules with low bioavailability.

Keywords: Rutin, Chitosan, Nanoparticle, Antioxidant Activity, DPPH
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1. Giris

Bitkilerde ultraviyole isinlarima ve hastaliklara karsi
koruyucu olarak sentezlenen (Kreft ve ark. 2006) rutin
(kuersetin-3-O-rutinozit) molekiilii, P vitamini olarak da
bilinen bir flavonol glikozittir (Sekil 1). Bu molekiil esas
olarak meyve kabuklari, yapraklari, ¢igekleri ve kokleri gibi
bitkilerin  farkli kisimlarinda  bulunur.  Farmasotik
endiistrisinde 6nemli flavonoidlerden biri oldugu icin
fonksiyonel gidalar, ilag ve gida takviyesi iiretiminde
kullanilabilecegi belirtilmistir (Frutos ve ark. 2019). Ayrica
yapilan caligmalarda rutin molekiiliiniin; anti-alerjik
(Sharma ve ark. 2013), anti- inflamatuar (Kim ve ark. 2004),
anti-timoral (Pilorget ve ark. 2003), anti-bakteriyel (Ananth
ve ark. 2015) ve anti-viral (Zandi ve ark. 2011) 6zellikleri
oldugu da gosterilmistir. Rutin, sahip oldugu biiyiik
molekiil agirligi ve hidrofobik karakterinden (0.125g/L)
dolay1 biyoyararlanimi zay1f bir molekiildir (Frutos ve ark.
2019). Graefe ve ark.’nimn rutin molekiiliinde bulunan seker
pargasinin rutin emilimi lizerindeki etkisini incelemek igin
yaptiklari ¢alismada, 200 mg rutin alimi sonucu maksimum
plazma konsantrasyonu (Cmas) 0.3+0.3 pg mL7?,

maksimum konsantrasyona ulagma siiresi (tmaks) 7.0+2.9
saat ve yarillanma Omri (tip) 11.8£3
belirlenmistir.

saat olarak

Sekil 1. Rutin Molekiiliiniin Kimyasal Yapisi: (Nguyen ve
ark. 2013)

Rutinin stabilizasyonu ve biyoyararlaniminin iyilestirilmesi
icin polimer ya da lipit tabanli, nano boyutlu, ilag tasiyic
sistemler tercih edilmektedir. Nano boyutlu ilag tasiyict
sistemler yiiklii molekiiliin emilim profilini 6nemli 6lgtide
etkilemektedir (Bilia ve ark. 2014). Nanopartikiiller mikron
alt1 boyutlarda kat1, koloidal partikiil sistemlerdir (Agrawal
ve ark. 2020) ve genel olarak ilaglarin hiicresel veya doku
hedefli dagitimini saglamak, biyoyararlanimi arttrmak ve
ilag salimmi belirli bir zaman araliginda kontrollii olarak
stirdiirmek i¢in kullanilirlar (Davidson ve Kehoe 2015).
Nanopartikiiller yiiksek oranda aktif madde tasiyabilme
kapasitesine sahip (Nagarwal ve ark. 2009), degradasyon
iriinleri toksik olmayan, biyouyumlu ve biyobozunur
yapilardir (Derman ve ark. 2013).

Albumin, jelatin, kitosan, aljinat, polilaktik asit (PLA),
poliglikolik asit (PGA), poli(d,I-laktik-ko-glikolik asit)
(PLGA) polimerik nanopartikiillerin iiretilmesinde yaygin
olarak kullanilan dogal ve sentetik polimerlere 6rnek olarak
verilebilir. Kitosan, Kkitinin alkali kosullar altinda
deasetilasyonu veya kitin deasetilaz varliginda enzimatik
hidrolizi yoluyla elde edilen (De Queiroz Antonino ve ark.
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2017) dogal bir polisakkarittir (Peniche ve Peniche 2011).
Kitosan biyouyumlu, biyoadhezif, biyoaktif ve non-toksik
olmasi sebebiyle nanopartikiil iiretiminde sikga tercih edilen
dogal bir polimerdir (Peniche ve Peniche 2011). Iyonik
capraz bag yapisina sahip kitosan ile olusturulan
nanopartikiller ilaglarin uzun siire salimmi (Sun ve ark.
2010), enzimatik bozulmaya karsi korunmasimi saglama
(Sun ve ark. 2010) ve biyolojik olarak parcalanabilme gibi
avantajlarma sahiptir (Bernkop-Schniirch ve Diinnhaupt
2012).

Bu caligmada rutin molekiiliiniin  biyoyararlanimim
arttirmak icin iyonik jellesme yontemi kullanilarak rutin
yiikli kitosan nanopartikiilleri sentezlenmistir.
Nanopartikiillerin % enkapsiilasyon etkinligi (%EE), %
etken ytikleme kapasitesi (%DL), ortalama pargacik boyutu
(Z-Ave), coklu dagilim indeksi (PDI) ve Zeta potansiyel
degerleri analiz edilmis ve optimum nanopartikiil
belirlenmistir. Daha sonrasinda optimum nanopartikiil
Fourier Transform Infrared (FT-IR) spektrofotometrede
analiz edilmis, in vitro salim 6zellikleri incelenmis ve 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) yontemi ile antioksidan
aktivite tayini gerceklestirilmistir.

2. Materyal ve Metod

Kitosan (orta molekiil agirlikli, deasetilasyon derecesi:
%85), rutin, tripolifosfat (TPP), sodyum hidroksit (NaOH)
ve sodyum kloriir (NaCl) Sigma Aldrich firmasindan,
sodyum fosfat monobazik dihidrat (NaH2PO4-2H,0) Ridel
de Haen firmasindan, sodyum fosfat dibazik heptahidrat
(NaHPO4-7H,0) Fluka firmasindan ve sodyum azid
(NaNs) ise AppliChem firmasindan tedarik edilmistir. Tim
kimyasallar ve ¢oziiciiler analitik safliktadir. Ultra saf su,

laboratuvarda bulunan  Millipore  MilliQ  gradient
sisteminden alinmustir.

2.1. Rutin Yiiklii Kitosan  Nanopartikiillerinin
Hazrlanmast

Rutin yiiklii kitosan nanopartikiillerinin (R-Chi  NPs)
hazirlanmasinda iyonik jellesme yontemi kullanilmistir.
Kitosan ¢ozeltisi (%2 a:h), asetik asit ¢ozeltisi (%1 h:h)
icerisinde 1 gece boyunca oda sicakliginda karistirilarak
hazirlanmistir (pH=4.8). R-Chi NPs;, R-Chi NPs; ve R-Chi
NPsz nanopartikiillerini hazirlamak i¢in 5, 10 ve 20 mg rutin
igeren kitosan ¢ozeltileri ve kiitlece polimer/TPP oran1 5:1
olacak sekilde TPP ¢ozeltisi (gapraz baglayici)
hazirlanmistir. TPP ¢ozeltisi siringa yardimiyla rutin igeren
kitosan ¢oOzeltisi ilizerine eklenmistir. Bu islem, buz
banyosunda sonikasyon (180 sn., 70W, %80 gii¢) altinda
gerceklestirilmistir. Elde edilen ¢ozelti santrifiijlenerek
(10000 rpm, +4°C, 30dk) siipernatant alinmis %EE ve %DL
kapasitesini hesaplamak amaciyla kullanilmustir. Kalan
pellet liyofilize edilerek -20°C’de ileri analizler igin
saklanmigtir. Bos kitosan nanopartikiil (Chi NPS) iiretimi
icin aynm islemler kitosan g¢ozeltisine rutin eklenmeden
yapilmistir.
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2.2.  Rutin Yiiklii
Karakterizasyonu

Kitosan  Nanopartikiillerinin

2.2.1. Enkapsiilasyon Etkinligi (EE) ve Etken Yiikleme
Kapasitesinin (DL) Hesaplanmasi

Rutin yiiklii kitosan nanopartikiillerde %EE ve %DL
kapasitesinin  hesaplanmasinda rutinin 354 nm’de
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Ultraviyole goriiniir bolge (UV-Vis) spektrofotometresinde
(UV1700 Pharma-Sec, Shimadzu, Japonya) alinan absorban
degerleri ile olusturulan  kalibrasyon  egrisinden
faydalanilmistir (Kirik ve Kizilbey 2019).

%EE i¢in Esitlik (1), %DL i¢in Esitlik (2)’de gosterilen
formiiller kullanilmisgtir.

Toplam Rutin miktart (img) — Serbest Rutin miktart (mg) Esitlik (1)
EE (%) = - - x100
Toplam Rutin miktar: (mg)
Toplam Rutin miktart — Serbest Rutin miktar: (m Esitlik (2
DL (%) = —2 m9) 100 sitlik (2)

Rutin yiiklii Nanopartikiilin Agirlig:

2.2.2. Ortalama Parcacik Boyutu, Coklu Dagilim Indeksi
ve Zeta Potansiyel Analizi

Uretilen nanopartikiillerin  ortalama boyut Slgiimleri
dinamik 151k sagilmasi (DLS) yontemiyle, nanopartikiillerin
zeta potansiyelleri ise elektroforetik 151k  sagilmasi
yontemiyle (ELS) ve Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments, Worcestershire, ingiltere) cihazi kullanilarak
gerceklestirilmistir (Derman 2015).

2.2.3. FTIR Spektroskopisi Analizi

Rutin, kitosan, Chi NPs ve R-Chi NPsz’nin kiyaslamali
olarak fonksiyonel grup analizi, ATR (attenuated total
reflectance) modunda IR Prestige 21 marka FT-IR
Spektrofotometre (Shimadzu, Japonya) kullanilarak 4000-
650 cm?® dalga boyu araliginda gergeklestirilmistir
(Kizilbey 2019).

2.2.4. In-vitro Ortamda Rutin Salimimin Incelenmesi

In-vitro salim c¢aligmasi; kurutulan rutin yikli kitosan
nanopartikiillerin 4 ml fosfat tamponu (%0.01 NaN3 igeren
PBS, pH=7.4) icerisinde disperse edilmesiyle, ¢alkalamali
su banyosunda 37°C’de, 120 rpm c¢alkalama hizinda
gerceklestirilmistir (Ertugen ve ark. 2020). Belirlenen
zaman araliklarinda (1., 2., 4., 24. saat ve 2., 3, 6., 8., 10.,
14. ve 17. giinlerde) santrifiij yapilarak (10.000 rpm, 30 dk)
ist faz alinmis ve yerine taze salim ¢ozeltisi (PBS)
eklenmistir. Elde edilen tist fazin 354 nm’de (Kirik ve
Kizilbey 2019) UV-Vis spektrofotometre cihazinda
absorban degerleri oOlgiilerek kiimiilatif salim miktarlari
tayin edilmistir.

2.3. Antioksidan Aktivitenin incelenmesi
Rutin yiiklenen kitosan nanopartikiillerinin reaktif oksijen

tirlerini (ROT) siiplirme oranmt DPPH yontemiyle
incelenmistir (Blois 1958). Bu yontemde, oncelikle 4
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mg/mL R-Chi NPs3 stok ¢ozeltisi ve 100 uM DPPH
¢Ozeltisi hazirlanmustir.

Stok ¢ozeltiden farkli hacimlerde (50, 75, 100, 125, 150,
250 pL) almarak iizerlerine 1000’er pL DPPH ¢ozeltisi
eklenmis ve her bir ¢6zeltinin son hacmi etanol eklenerek
1250 pL’ye tamamlanmistir (Kontrol olarak kullanilan
gruba nanopartikiil ¢ozeltisi eklenmemistir). Farkli
konsantrasyonlarda (0.2; 0.3; 0.4; 0.5; 0.6; 0.8 mg/mL) R-
Chi NPsz iceren tiim test Ornekleri karanlikta ve oda
sicakliginda 30dk bekletilmis ve ardindan UV o6lgiimleri
gerceklestirilmigtir. UV 6l¢limii sonucunda 517 nm dalga
boyundaki absorban degerleri kaydedilerek Esitlik (3)’de
yer alan formiile goére antioksidan aktivite yiizdeleri
hesaplanmustir.

A—B Esitlik (3
Antioksidan Etkinlik (%) = TxlOO sitlik (3)

Esitlik (3)’de A ve B sirasiyla; kontrol olarak kullanilan
DPPH ¢o6zeltisinin ve ornekle 30 dk. muamele edilmis
DPPH ¢ozeltisinin 517 nm’ de gostermis olduklari absorban
degerlerini ifade etmektedir.

3. Bulgular
3.1. Enkapsiilasyon Etkinligi (EE)

Enkapsiilasyon  etkinligi  yiiksek  verimli  olan
nanopartikiillerin hazirlanmasi ile malzeme kaybi 6nemli
miktarda azaltilmakta ve iretim maliyetinin diismesi
saglanmaktadir (Kumar ve ark. 2013; Yeo ve Park 2004;).
Iyonik jellesme yontemi ile hazirlanan rutin yiiklii kitosan
nanopartikiillerine ait %EE sonuglar1 Tablo 1’de verilmistir.
R-Chi NPs;, R-Chi NPs; ve R-Chi NPs3 nanopartikiillerinin
enkapsiilasyon etkinlikleri sirasiyla %19.01, %39.95 ve
%69.45 olarak hesaplanmigtir. Elde edilen sonuglar
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literatiire uygun olarak (Budhian ve ark. 2007; Cun ve ark.
2011) nanopartikiile yiliklenecek rutin miktarinin artmast ile
%EE’nin de arttigini géstermektedir.

3.2. Etken Yiikleme Kapasitesi (DL)

Hazirlanan tiim NP’ler i¢in %1.13 ve %66.14 arasinda ilag
yiikleme verimi elde edilmistir. Iyonik jellesme yontemi ile
hazirlanan rutin ytiklii kitosan nanopartikiillerine ait % ilag
yiiklenme etkinligi sonuglar1 Tablo 1’de verilmistir. R-Chi
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NPs; nanopartikiiliiniin ilag yiiklenme verimi %1.13, R-Chi
NPsz nanopartikiiliiniin ilag yiiklenme verimi %4.71 ve R-
Chi NPsz nanopartikiiliiniin ilag yiiklenme verimi ise
%66.14 olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar
nanopartikiile yiiklenen rutin miktarmin artmasi ile ilag
yilikleme veriminin de arttigin1 gostermektedir. Benzer
sonuglar literatiirde farkli molekiiller ile yapilan
caligmalarda da elde edilmistir (Hao ve ark. 2013).

Tablo 1. Nanopartikiillere Ait %EE, Z-Ave, PDI ve Zeta Potansiyel Degerleri

NP Adi %EE %DL Z-Ave (nm) PDI Zeta Potansiyel (mV)

Chi NPs - - 183.2+0.36  0.245+0.005 +15.4+1.0

R-Chi NPs; 19.01 1.13 217.0+1.80  0.256+0.008 +15.6+0.7

R-Chi NPs; 39.95 4.71 210.9+¢1.20  0.370+0.008 +14.1+0.4

R-Chi NPs3 69.45 66.14 244.4+3.69  0.260+0.013 +13.7+0.4
Tablo 1°de goriildigii lizere iiretilen bos Chi NPs’lerin
3.3. Parcactk Boyutu Analizi ortalama boyut degerleri 183.2+£0.36 nm, PDI degeri ise
. . ) o 0.245+0.005 olarak 6lgiilmustiir. Elde edilen sonuglar bos
Rutin yikla kitosan nanopartikiillerinin Chi NPs’lerin monodisperse boyut dagiliminda oldugunu

karakterizasyonunda ortalama pargacik boyutu i¢in dinamik
151k sacilmast yontemi ve zeta potansiyeli Ol¢iimii icin
elektroforetik 151k sagilma yontemi kullanilmistir. Tablo
1’de, hazirlanan tim NP’ lere ait Z-Ave, PDI ve zeta
potansiyel degerleri verilmistir. Deneyler 3 tekrarh
yapilmugtir. Uretilen nanopartikiillere ait boyut dagilimi
sonuglar1 ise Sekil 2°de goriilmektedir.
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gostermektedir. Rutin yiiklii nanopartikiillere ait boyut
analizi sonuclar1 incelendiginde ise rutin yiiklenmesi ile
partikiillerin ortalama boyut degerlerinin arttigi ve
210.9+1.2- 244.443.69 nm araliginda oldugu gozlenmistir.
Uretilen rutin yiiklii nanopartikiillerin PDI degerlerinin ise
0.256+£0.008-  0.370+0.008 arasinda  degistigi ve
monodispers boyut dagiliminda oldugu gézlenmistir.

Elde edilen enkapsiilasyon etkinligi, rutin yiikleme
kapasitesi ve boyut dagilimlar1 goz 6niine alindiginda R-Chi
NPs3 nanopartikiiliiniin monodispers boyut dagiliminda
oldugu ve en yiiksek rutin yiikleme kapsaitesine sahip
oldugu goriilmektedir. Bu nedenle bundan sonraki ileri
analiz (FT-IR, salim, antioksidan aktivite) caligmalar1 R-
Chi NPsz nanopartikiilleri kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.4. FTIR Analizi

Uretilen R-Chi NPs;, rutin, kitosan ve bos Chi NPs
kullanilarak karsilagtirmali FT-IR analizi yapilmis ve elde
edilen spektrum Sekil 3’te verilmistir. Rutin yiikli
nanopartikiillerin FTIR spektrumunda, kitosana ait amid
bagimn yarilmis piki 1658 cm™’de, C-O gerilmesi ve O-H
baglanmasina ait pikler ise sirastyla 1153 cm, 3498 cm
P de gdzlenmistir (Lawrie ve ark. 2007; Qi ve ark. 2004).
Rutin molekiiliiniin IR spektrumu incelendiginde 3600-
3200 cm? arasinda kuvvetli OH gerilmesi, 1745 cm™’de
C=0 kuvvetli karbonil band1 ve 1200-1020 cm™ arasinda
ise kuvvetli C-O-C gerilmesine ait karakteristik pikler
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goriilmektedir (Hooresfand ve ark. 2015). Rutin yiikli
kitosan  nanopartikiillerine ait FT-IR  spektrumu
incelendiginde ise 1200-1260 cm™ araliginda P=O bagina
ait pik, 1200-1250 cm? araliginda ise C-O-C simetrik
gerilimine ait pik goriilmektedir. Nanopartikiillere ait
spektrumda goriilen pikler rutinin basarili bir sekilde
kitosan nanopartikiillerine yiiklendigini gostermektedir.

Kitosan

W
M
| v

Chi NPs

R-Chi NPs,

4000 35‘00 30'00 25‘00 2D‘D° 1 5‘00 10’00
Dalgaboyu (cm-1)

Gegirgenlik (T%)

Sekil 3. Kitosan, Rutin, Chi NPs ve R-Chi NPs3’e ait FTIR
Spektrumu

3.5. R-Chi NPs3 i¢in In-vitro Salim

Rutin molekiiliiniin in-vitro salim c¢alismas1 fosfat
tamponunda (PBS, pH=7.4) 17 gin boyunca
gerceklestirilmis ve elde edilen kiimiilatif salim grafigi
Sekil 4’te  verilmistir. Kiimiilatif salim  sonuglar
incelendiginde, 2. Saatte %44.12, 2. giinde %72.7 ve 6.
glinin sonunda ise %85.2 oraninda rutin salimi
gergeklestigi, daha sonrasinda salim oranin azalarak
kiimiilatif salimin sabitlenmeye basladigi goriilmektedir.
17. giinilin sonunda ise %88.8 oraninda rutin salindig1 tespit
edilmistir.
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Sekil 4. R-Chi NPsz'e Ait Kiimiilatif Salim Profili

3.6. Antioksidan Aktivite

R-Chi NPsz i¢in yapilan antioksidan aktivite analizinde
farkli konsantrasyonlarda (0.2; 0.3; 0.4; 0.5; 0.6 ve 0.8
mg/mL) R-Chi NPs;z igeren ¢ozeltilerin karsilastirmali
olarak reaktif oksijen tiirevlerini siipiirme yiizdeleri
incelenmis ve elde edilen antioksidan aktivite degerleri
Sekil 5’te  verilmistir. Rutin  yikli nanopartikiil
konsantrasyonuna bagli olarak rutin miktar1 arttikca
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antioksidan aktivitenin de arttig1 gdzlenmistir. En yiiksek
konsantasyona sahip (0.8 mg/mL) R-Chi NPsz ¢6zeltisinde
antioksidan aktivite degeri %88.1 olarak bulunmustur.
Literatiirde farklt konsantrasyonlarda serbest rutin
molekiiliiniin antioksidan aktivite degerleri 0.05 mg/ml i¢in
%11.6+2.1 ve 0.20 mg/ml igin %26.2£1.8 olarak
belirtilmistir (Yang ve ark., 2008).

Antioksidan Aktivite (%)

0.6 0 8
Rutin-Chi NP (mg/mL) i

Sekil 5. Farkli Konsantrasyonlarda R-Chi NPs; Igeren
Cozeltilere Ait Antioksidan Aktivite Grafigi

4. Sonuc¢

Bu c¢alismada, antioksidan, antimikrobiyal ve selatlayici
Ozelliklere  sahip oldugu bilinen ancak diisiik
biyoyararlanimi olan rutin molekiiliiniin biyoyararlanimini
arttirmak icin iyonik jellesme yontemi kullanilarak rutin

yiiklii ~ kitosan  nanopartikiilleri  sentezlenmis  ve
fizikokimyasal karakterizasyonlar1  gergeklestirilmistir.
Elde edilen nanopartikiiller — arasindan  %69.45

enkapsiilasyon etkinligine sahip 244.4+3.69 nm boyutlu
(PDI=0.260+0.013) R-Chi NPs3 optimum nanopartikiil
olarak belirlenmistir. Optimum nanopartikiilin in vitro
ortamda % kiimiilatif salim degeri 17. giiniin sonunda
%88.8 olarak belirlenmistir. Ayni nanopartikiil kullanilarak
DPPH yontemi ile gergeklestirilen antioksidan aktivite
sonucunda 0.8 mg/mL konsantrasyondaki R-Chi NPs3
nanopartikiil ¢ozeltisinin %88.1 oraninda antioksidan
aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Kontrollii salim yapabilecek, yiiksek oranda etken molekiil

yikkleme kapasitesine sahip  sistemler  hidrofobik
molekiillerin ve 6zellikle flavonoidlerin tasinmasi i¢in uzun
zamandir  arastirilan  sistemlerdir.  Bu  sistemlerin

tasarlanmasina yonelik ¢aligmalar, biyoyararlanimi diisiik
fakat organizma i¢in faydali olan flavanoidlerin etkilerini
arttirmada kullanilarak 6zellikle fonksiyonel gidalarin ve
ilag/gida takviyelerinin hazirlanmasinda o6nemli birer
basamak olacaktir.

Yazar katkilar:

Bu aragtirmada; GB, deneysel ¢aligma, literatiir arastirmast
ve yayin taslaginin hazirlanmasi; OA, deneysel ¢alisma,
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literatiir arastirmasi ve yayin taslaginin hazirlanmasi; DT,
deneysel caligma ve literatiir arastirmasi; PPA, deneysel
calisma, analiz sonuglarinin yorumlanmast ve yayin
taslaginin hazirlanmasi; KK, karakterizasyon sonuglarimnin
yorumlanmasi, grafik tasarimi, literatiir arastirmasi ve
yaymin yazimi; SD, deneylerin tasarimi, arastirmanin
yonlendirilmesi, sentez ve karakterizasyon analizlerinin
sonuglariim yorumlanmast ve yaymin yazimma katki
saglamistir.

Cikar catismasi bildirimi:
Yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar catismasi yoktur.
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Abstract: Indole-3-acetic acid (IAA) is an important natural auxin hormone found in plants. IAA biosynthesis is a common condition
among plant-related bacteria and there are different biosynthetic ways to produce this hormone. In this study was investigated the
production of IAA in E. herbicola carrying the Vitreoscilla hemoglobin (VHb) gene. The effect of endogenous recombinant oxygen intake
system on the production of IAA was studied for the first time. The production of IAA in the recombinant strain carrying the VHb gene
(vgb +) in rich and poor medium was noted to be higher than in the wild and vgb- control strains. The recombinant strains had significantly
higher oxygen uptake than the host. The highest IAA level was observed in the stationary phase cultures rich in L-tryptophan.
Keywords: Erwinia herbicola, vitreoscilla hemoglobin, Indol-3-acetic acid(IAA), recombinant DNA technology

Production of indole-3acetic acid (IAA) using Erwinia herbicola with vitreoscilla hemoglobin gene
transferred

Ozet: indol-3-asetik asit (IAA) bitkilerde bulunan 6nemli bir dogal oksin hormonudur. IAA biyosentezi, bitki ile iliskili bakteriler arasinda
yaygm bulunan bir durum olup, bu hormonun iiretimi i¢in farkli biyosentetik yollar bulunmaktadir. Bu ¢aligmada, Vitreoscilla
hemoglobinin (VHb) geni tagiyan rekombinat Erwinia herbicola’da IAA iiretimi aragtinilmistir. E. herbicola’da bu sekilde endojen
rekombinant bir oksijen alim sisteminin |AA tizerindeki etkisi ilk defa calisilmistir. VHb geni (vgb™) tagiyan rekombinant susun zengin ve
minimal besiyerlerinde iirettigi IAA seviyelerinin yabanil ve vgb kontrol susularindan daha yiiksek oldugu kaydedildi. Rekombinant
suslarin konakg¢idan 6nemli derecede yiiksek oksijen alimina sahip olduklarn belirlendi. En yiiksek IAA nin seviyesi geg kiiltiir fazinda L-
triptofan igeren kiiltiirlerde saptandi.

Anahtar Kelimeler: Erwinia herbicola, Vitreoscilla hemoglobini, Indol-3-asetik asit (IAA), rekombinant DNA teknolojisi
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1. Giris diger bir 6zelligi de 6nemli bir fitohormon olan indolasetik
asiti (IAA, bir cesit oksin) iiretme 6zelligidir (Spaepen ve
ark., 2007; Brandl ve ark., 1996; Brandl ve Lindow, 1997;
Brandl ve Lindow, 1998). IAA, bitki biiylimesini tegvik
eden bir hormon olup, siirekli {iretimi olduk¢a Snemlidir
(Ozdal ve ark., 2017). Bakterinin bu hormonu, bitkinin
mikrobiyal savunma stratejisini bypass etmek icin
kullandig1 ileri siiriilmekle birlikte, IAA’nin bir sinyal
molekiilii olarak davrandig1 ve bakteri fizyolojisi {izerinde
dogrudan etkili oldugu sanilmaktadir (Brandl ve ark., 1996;
Spaepen ve ark., 2007). Giiniimiizde sadece yiiksek

Enterobacteriaceae familyasinin bir iiyesi olan Erwinia
herbicola patojen olmayan, bitkilerin hava ile temas eden
yiizeylerinde bulunan gram negatif bir bakteridir (Giddens
ve ark.,2003; Handelsman ve ark., 1985; Spaepen ve ark.,
2007). Ana metabolizmas:1 diger bir¢ok bakteriye benzese
de, kendine 6zgii metabolik yollar1 ile L-DOPA, g¢esitli
antibiyotikler ve karotenoidler gibi ¢esitli endiistrilerde
kullanim1 bulunan iiriinleri sekonder metabolizmasinin bir
parcas1 olarak sentezleyen nadir bakterilerden biridir
(Anderson ve ark., 1985; Koul ve ark., 1995). Bakterinin
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organizasyonlu bitkilerin degil funguslarin, likenlerin,
alglerin ve bakterilerin de indol-3-asetik asit (IAA)
olugturduklar1 saptanmistir (Stijn ve ark., 2000). Toprak
mikroflorast iginde yer alan pek ¢cok mikroorganizma IAA
olusturma yetenegine sahiptir. Bakteriler [AA’y1 bitki
dokularinda proliferasyonu uyarmak i¢in kendilerinin
kolonizasyon stratejilerinin bir parcasi olarak kullanirlar.
Bitki savunmasi ve oksin sinyalleri arasindaki baglanti,
kolonizasyonda bakteriyal IAA’nin roliine ekstra bir boyut
kazandirmaktadir (Manulis ve ark., 1998). E. herbicola’da
IAA biyosentezinde, ortamdaki bakteri yogunlugu ve
quorum-sensing (QS) sinyal molekiilleri arasinda 6nemli bir
korelasyon bulundugu bildirilmistir (Gurel ve Serbetci,
2009). IAA iireten bakteri ve bitkiler arasindaki etkilegimler
bitki lehinde olan bir durumdur ve patojenezden
fitostimiilasyona kadar c¢esitli sonuglara yol agmaktadir.
Bakteriyel IAA sentezinde triptofan temel bir Onciildiir.
IAA diretimi i¢in Onciil olarak triptofanin kullanildig1 bes
farkli biyosentez yolagi bulunmaktadir: Indol-3-asetamid
(IAM) yolagi, indol-3-piriivat (IPyA) yolagi, triptamin
(TAM) yolag, triptofan yan zincir oksidaz yolag: (TSO),
indol-3-asetonitril (IAN) yolagi (Stijn ve ark., 2000; Ozdal
ve ark., 2017). E. herbicola IAA iretiminde indol-3-
asetamid (IAM) ve indol-3-piriivat (IPyA) yolagin
kullanmaktadir (Stijn ve ark., 2000).

Bu calismada VHb/vgb sisteminin IAA iiretimi tizerindeki
etkisi arastirilmustir.  Vitreoscilla hemoglobini  (VHDb),
bakteriyel orjinli bir hemoglobindir (Wakabayashi ve ark.,
1986; Dikshit ve ark., 1988; Khosla ve Biley, 1989;
Kroneck ve ark., 1991; Strohl ve ark., 1986). Bu proteinin
esas fonksiyonunun diigiik konsantrasyonlarda bulunan
ekstraseliiler oksijeni baglayarak onu terminal solunum
oksidazlarina vermek ve boylece hipoksik sartlarda hiicresel
solunuma katkida bulundugu sanilmaktadir (Dikshit ve ark.,
1988). vgb geni oksijenle negatif regiile olan bir promotora
sahip olup, oksijen seviyesinin diisiik oldugu (yaklasik %2
O; igeren) ortamlarda genin ekspresyon diizeyi 50 kata
varan oranlarda artmaktadir (Dikshit ve ark., 1989). Bu
sartlarda, vgb rekombinant bakterilerinin oksijen alim
seviyelerinin 5-10 kat arttig1 rapor edilmistir. Vitreoscilla
hemoglobininin (VHD) ifade edildigi cesitli rekombinant
mikroorganizmalarda kontrollii bir oksijen alim ve salinimi
saglayarak yapimlar1 bu sekilde mikroaerofilik bir ortam
gerektiren  {irlinlerin  sentezinde avantaj sagladigt
bilinmektedir (Ates ve ark., 2006; Zelasco ve ark., 2006).
Bu ¢alismada, VHb/vgb sisteminin IAA {iretimi {izerindeki
etkisi aragtirilmistir. Bunun i¢in, Erwinia herbicola ve onun
Vitreoscilla hemoglobin (VHb) geni klonlanmig susu (vgb™)
ile vgb igermeyen (vgh-) rekombinant suslar1 kullanilmsgtir.

2. Materyal ve Method

2.1. Arastirmada Kullamlan Kimyasallar, Aywraclar
ve Besiyerleri

Bu c¢alismada

hazirlanmasinda

kiiltiirlerin ~ yapildig1  besiyerlerinin
kullanilan ~ kimyasallar;  plazmid
izolasyonu, agaroz jel elektroforezi uygulamalarinda
kullanilan ~ kimyasallar ~ ve  g¢esitli ~ tamponlarin
hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar, antibiyotiklerin
analizi i¢in gerekli kimyasallar ve standartlar, Salkowsky
Ayrract kimyasallar1 olan H2SO4 ve FeCls analitik saflik
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derecesinde olup Sigma sirketinden temin edildi. Bu
caligmada zengin besiyeri olarak Luria-Bertani (LB) (pH
7.0) besi ortami kullanilirken, minimal besiyeri ortami
olarak sinirlt bir besinsel igerige sahip olan M9 kullanild:.
M9 ortamlar1  diisik (%0.1) ve yiksek (%1)
konsantrasyonda farkli karbon kaynagi (glukoz, fruktoz ve
siikroz) ile desteklendi. Ayrica M9 ortamlarinda
inkiibasyon siiresi 24 saat olarak belirlendi.

2.2. Kullanilan Bakteriler

Erwinia herbicola (NRRL B-3466), Amerikan Tarim
Bakanlhigi Kiiltir Koleksiyonundan (USDA Culture
Collection, Peoria, Illinois, USA) bakteri stok
kiiltiirlerinden sorumlu kiiratéor Dr. Alejandro Rooney
tarafindan sterilize vakumlanmis ampiiller i¢inde toz kiiltiir
olarak tarafimiza saglanmistir. Erwinia herbicola nin
Vitreoscilla  hemoglobin  geni  (vgb)  klonlanmisg
rekombinanti (E. herbicola [pUCB8:15]) ve kontrol olarak da
vgb™ rekombinant susu (E. herbicola [pUC8]) tarafimizdan
olusturuldu.

2.3. vgb Klonlar

Bu ¢alismada kullanilan E. herbicola’nin vgb* rekombinanti
vgb genini bir pUC plazmidi {izerinde tagirken, vgh
rekombinant1 vgb geniden yoksun olan pUC plazmidini
tagimaktadir  (Sekil 1). E. herbicola’nin  vght
rekombinantinin grafiklerdeki gdstermi “Eh[pUCS8:15]”
olarak verilirken, vgbh- rekombinant1 “Eh[pUC8]” seklinde
verilmistir. pUC8 plazmidi yaklagik 2.7 kb biiyiikliigiinde
olup islevsel bir lacZ geni tasirken, yaklasik 5 kb
biyiikliigiinde olan pUCS8:15 plazmidinde lacZ geninin
okuma gergevesi i¢inde bulunan multi klonlama bdlgesine
2.3 kb uzunlugundaki islevsel vgh geni yerlestirilerek bu
gen (lacZ) deaktive edilmistir (Kurt ve ark., 2000).
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Sekil 1. pUCS ve pUCS:15 plazmidlerinin fiziki haritasi

2.4. E. herbicola’nin genetik manipiilasyonu

Caligsmada plazmid izolasyonu ve restriksiyon haritalamasi
icin standart protokoller kullanildi. E. herbicola’nin vgb
klonlanmig rekombinant suslarindan plazmidler izole edildi.
Plazmidlerin restriksiyon haritalarindan bu vektorlerin

istenen  vektorler olup olmadigi arastirildi.  Bu
transformantlardan elde edilen plazmidlerin
minipreplerinden onlarin  uygun plazmidi igerdikleri
kanitlandi.

2.5. Plazmid izolasyonu

Kiiltiric  yapilan E.  herbicola’mn vgh* ve vgh

rekombinantlarindan plazmid izolasyonu standart alkali-
lizis yontemi kullanilarak yapildi (Armstrong, 1983; Kurt
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ve ark., 2000). Bu yontemle yaklasik 1 pg plazmid DNA’s1
ile 5.10°- 2.107 transformant elde edilebildigi saptanmustir.
Gece boyunca inkiibasyonu yapilan kiltiirlerden 1.5 ml
almip 10,000 rpm’de 3 dak santrifiij edildi. Pelet 100 pl
soguk Cozelti I (GTE) ile sulandirilip 30 san vortekslendi
ve 5 dak oda sicakliginda bekletildi. Taze olarak
hazirlanmig 200 pl Cozelti 11 (NaOH/SDS) eklenip tiip alt-
ist edildikten sonra 5 dak buz icinde bekletildi. Karigima
150 pl oda sicakligindaki Cozelti 11l (potasyum asetat)
eklendi ve tekrar vortekslenip 5 dak buzda bekletildi.
Karigim 10,000 rpm’de +4 C° de 3 dak santrifiij edildikten
sonra siipernatan temiz bir tiipe aktarildi ve 0.8 ml % 95
etanol eklenerek 2 dak oda sicakliginda bekletildi ve
santrifiij edildi. Peletin tizerine 1 ml % 70 etanol eklendi,
sonra tekrar santrifiij edildi ve pelet inkiibatérde 37 °C de
yarim saat kurumaya birakildi. Pelete 30 pl steril TE
tamponu eklendi (Armstrong, 1983; Kurt ve ark., 2000).
2.6. Plazmid miniprepleri

Hindlll restriksiyon enzimi ile muamele edilerek kesilen
yukaridaki plazmidlerin restriksiyon haritalar1 agaroz jel
elektroforezi ile belirlendi. Jellerin hazirlanmasinda ve
ylriitiilmesinde 50X stok TAE tamponu kullanildi.
Agarozun jeldeki konsantrasyonu % 1.25 (w/v) olarak
hazirlandi. Restriksiyon enzimi ile muamele goérmiis
plazmid DNA’s1 ve HindIII restriksiyon enzimi ile 6nceden
kesilmis ve standart markir olarak kullanilan lambda (A)
DNA’s1 uygun kuyucuklara yiiklenerek jel elektroforezi
sabit voltajda (70 Volt) 2 saat yiritiildi. Jeldeki DNA
bantlasma motifi UV 1g1k altinda floresan 1s1k yayan
etidyum bromiir ile belirlendi ve elektroforetogramlari
yapildi.  Plazmidlerin  restiksiyon  bantlagsmasindan
istedigimiz DNA fragmanlarinin bulunup bulunmadigt A
DNA’sinin bilinen fragmanlar1 ile olusturulan standart
egriler yardimu ile tespit edildi (Armstrong, 1983; Kurt ve
ark., 2000).

2.7. IAA iiretimi

IAA’nin bakteriyel iiretimi i¢in zengin bir besiyeri olan LB
(pH 7.0) ile bu ortamin % 0.1 ve % 0.5 triptofan (Mannulis
ve ark., 1991) igceren formlar1 kullanildi. Ayrica % 0.1
(diisiik) ve % 1 (yiiksek) konsantrasyonda farkli karbon
kaynaginin (glukoz, fruktoz ve siikroz) bulundugu ve M9
ortami1 kullanildi. Kiiltiirler belli zaman siirelerince inkiibe
edildikten sonra 1.5 ml’si santrifiij tliplerine transfer edildi
ve 14,000 rpm’de +4°C’de 5 dak santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi elde edilen supernatantlardan 1’er ml alindi ve
aliminyum folyo ile kaplanmis Eppendorf tiiplerine
konularak IAA tayini igin spektrofotometrik 6l¢iim yapilana
kadar +4 °C’de muhafaza edildi (Vasanthakumar ve
McManus 2004).

2.8. IAA Tayini

IAA’nin belirlenmesi yaygin olarak kullanilan Salkowsky
reaksiyonu ile yapildi. Salkowsky ayiraci 150 ml konsantre
H2SO4, 250 ml distile su ve 75 ml 0.5 M FeCls
solisyonlarindan  olugsmaktadir  (Vasanthakumar ve
McManus 2004; Leveau ve Lindow, 2005). IAA tayini i¢in,
stipernatandan 1 ml alinarak tizerine 2 ml Salkowsky ayiract
ilave edildi. Elde edilen karisim oda sicakliginda 30 dakika
karanlikta inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda olusan
renk yogunlugu degerleri o renge 6zgii olan 530 nm dalga
boyunda kore karst okunarak kayit edildi. Her kiiltiir
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ortamindaki IAA konsantrasyonu, daha dnce sentetik TAA
ile hazirlanan standart egri yardimi sayesinde hesaplandi.
Bu metodla IAA belirleme alt sinirinin yaklagik 5 ug/ml
olarak saptanmistir (Leveau ve Lindow, 2005).

3. Bulgular

E. herbicola ve rekombinantlarimin (vgh* ve vgh’) IAA
iretim karakteristikleri aragtirildi. Hiicre kiiltiirleri zengin
bir besiyeri olan LB ortamui ile ayn1 ortamin % 0.1 ve % 0.5
triptofan ile desteklenerek yapildi. LB ortaminda her iig
susun zamana bagli olarak artan IAA iretim profili Sekil
2’de goriilmektedir. IAA seviyesinin ilk drneklerin alindig:
12 saat Kkiiltiirlerinde, son orneklerin alindigi 72 saat
kiiltiirlerine kadar tedricen arttigi belirlendi. Tim
inkiibasyon periyotlarinda Vitreoscilla hemoglobin genini
(vgb) tastyan susun (vgh*), diger iki susa (konakg1 ve vgh’)
gore genel olarak daha yiiksek bir IAA seviyesine sahip
oldugu saptandi. Bu farkin, ileri kiiltiir fazlarinda daha
biiylik oldugu ve 6zellikle 72 saat kiiltiirlerinde vgh*
susunun A A seviyesinin, konakg¢1 ve vgb™ suslarindan sirasi
ile yaklagtk 2 ve 1.3 kat fazla oldugu belirlendi. L-
triptofanin, TAA olusumunda oOnciil olmasi ve IAA
biyosentezinde rol oynayan enzim sistemlerini indiiklemesi
sebebiyle LB besiyerlerine bu amino asitin L-formu diisiik
(% 0.1) ve yiiksek konsantrasyonda (% 0.5) eklenmistir.
Kiiltiirlere % 0.1 oraninda triptofan eklenmesinin IAA
tizerindeki indiikleyici etkisi sadece vgb* susunda goriildi.
Bu susta IAA iiretiminde zamana bagl bir artis gézlenirken,
en yiksek IAA seviyesinin kaydedildigi 72 saat
kiiltiirlerinde baslangi¢ (12 saat) kiiltiiriine gore yaklasik 2
kat artis belirlendi. Diger iki susta ise tersine IAA
iiretiminde genel olarak zamana bagl bir diislis goézlendi
(Sekil 3). Tiim kiiltiir periyodlarinda vgbh* susunun diger iki
susa gore yaklasik 3 kata varan yiiksek [AA seviyelerine
sahip oldugu belirlendi. Triptofanin % 0.5 oraninda
kullamldig kiiltiirlerde ise bu amino asitin etkisi vgh* susu
dahil her ii¢ susta da IAA iiretimini baskilayici rol
oynamistir (Sekil 4). Bu ortamda konakg1 canli hiicre sayisi
ozellikle 12 ve 24 saat Kkiltiirlerinde daha yiiksek
bulunurken, en diisik hiicre yogunlugu tim kiltiir
fazlarinda vgb™ susunda gozlendi. Kiiltiir pH’larindaki
degisim, en acik sekilde pH degeri 7.0 olan baslangig
kiiltiirlerinin pH degeri 8’lerin {izerine ¢iktig1 12 saat
kiiltiirlerinde goriildii ve bu kiiltiir fazindan sonra pH
degerlerinde ¢ok az bir artig kaydedildi. Glukoz igeren
ortamlarda, konake hiicre kiiltiirleri harig, glukozun farkli
konsantrasyonlar1 IAA iretimi lizerinde oldukga farkl: etki
gosterdi. Ozellikle vgb* susunda % 1 glukoz iceren M9
ortaminda, % 0.1 glukoz i¢eren ortama gore 8 kat [AA artigt
gozlendi (Sekil 5). Canli hiicre sayist konakg¢i hiicre
kiiltiirlerinde diger iki susa gore yaklasik 5 kata varan
oranlarda yiiksek bulundu. Yiiksek glukoz konsantrasyonu
rekombinantlarin hiicre sayisi iizerinde negatif bir etki
yarattigl gorildi. Kiltiir ortamina fruktozun eklenmesi,
konake1 ile rekombinantlar {izerinde farkli etki ile kendini
gosterdi. Konake1 hiicrede IAA seviyesi yiiksek fruktoz
ortaminda diisiik fruktoz ortamina gore yaklasik 5 kat
yikksek belirlendi. vgb™ ve vgh* suslarinda ise, yiiksek
fruktoz ortaminda TAA seviyesinde sirasi ile 2.3 ve 2 kat
azaldig1 saptand1 (Sekil 6). Siikrozu % 0.1 oraninda igeren



A. Giray ve H. Gegkil

ortam ile kiyaslandiginda, % 1 siikroz iceren ortamda IAA
seviyesi konakgi, vgh™ ve vgb* suslarinda sirasi ile 3.5, 1.8
ve 5 kat daha fazla oldugu tespit edildi. En yiiksek IAA
seviyesi, vgh™ susunda goriiliirken, vgh* susunun nispeten
diisiik bir IAA diizeyine sahip oldugu belirlendi (Sekil 7).
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Sekil 2. LB ortaminda IAA {iretimi. Her veri noktast ii¢ bagimsiz
deneyin ortalamasi olup, hata gubuklari standart hatalari (on-1)
ifade etmektedir.
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Sekil 3. Triptofan destekli LB ortaminda IAA {iretimi. Triptofan
kiiltiir ortamina 6. saatte % 0.1 oraninda eklenmistir. Her veri
noktast {i¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata cubuklar
standart hatalar1 (on-1) ifade etmektedir.
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Sekil Hata! Belgede belirtilen stilde metne rastlanmadi.. Triptofan
destekli LB ortaminda IAA iretimi. Triptofan kiiltlir ortamina 6.
saatte % 0.5 oraninda eklenmistir. Her veri noktasi {i¢ bagimsiz
deneyin ortalamasi olup, hata ¢ubuklari standart hatalar1 (on-1)
ifade etmektedir
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Sekil 5. Glukoz destekli M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde TAA
iretimi. Her veri noktasi ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata
gubuklar1 standart hatalar1 (on-1) ifade etmektedir
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Sekil 6. Fruktozla desteklenmis M9 ortaminda 24 saat
kiiltirlerinde IAA {iretimi. Her veri noktasi li¢ bagimsiz deneyin
ortalamasi olup, hata c¢ubuklari standart hatalari (on1) ifade
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Sekil 7. Siikroz destekli M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde IAA
tiretimi. Her veri noktast {i¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata
gubuklari standart hatalar1 (on-1) ifade etmektedir.
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4. Tartisma

IAA’in  VHb/vgb  sistemini  igeren  rekombinant
mikroorganizmalar kullanilarak iiretimi ilk kez bu
caligmada  arastirilmugstir. LB ortammda  vgb*

rekombinantinin genel olarak diger her iki sustan da yiiksek
IAA seviyelerine sahip oldugu belirlendi. L-triptofanin,
IAA olusumunda onciil olup, 1AA biyosentezinde rol
oynayan enzim sistemlerini indiikledigi bilinmektedir. Bu
nedenle, L-triptofanin IAA iretimindeki roliinii orataya
koymak amaciyla LB ortamina bu amino asitin hem diisiik
(%0.1) hemde yiiksek konsantrasyonda (%0.5) eklenmistir.
Diisiik triptofan ortaminda IAA iiretiminde her {i¢ susta da
genel bir artig goriiliirken, vgb* rekombinantinda kiltir
boyunca diger iki susa gore daha yiiksek TAA {iretimi
sergiledigi gorillmistiir. LB ve diisiik triptofan ortamlarinda
vgh* susunda TAA iiretiminin 6zellikle 72 saat kiiltiirlerinde
diger iki susa gore yliksek olmasi, ortam oksijeni ile regiile
olan bdyle bir metabolitin yine hiicrelere yiiksek bir oksijen
alim kapasitesi sunan VHb/vgb sisteminden pozitif yonde
etkilendigi goriilmiistiir. Diislik triptofan ortaminda,
ozellikle kiiltliriin ilerleyen fazlarinda diisiik bir hiicre
yogunlugu ile kendini gosteren vgb* rekombinantinin,
yiiksek TAA iiretimi sergilemesi, hiicre yogunlugu ile IAA
iiretimi arasinda 6nemli bir korelasyon olabilecegini isaret
etmektedir. Ancak tersine, yiiksek triptofan ortaminda bu
vgb* rekombinantinda 1AA iiretiminin oldukga baskilandigi
goriilmiigtiir. Bakteriyel IAA sentezinde triptofanin temel
bir Oncilil olmasma ragmen, bu amino asitin yiiksek
konsantrasyonlarimin IAA iiretimini baskilamasinin nedeni,
ortamdaki IAM birikiminin  L-triptofan < 1AM
doniisiimiinii katalizleyen enzim sistemini inhibe etmesi
olabilir.

Mikroorganizmalarin besinsel ve gevresel
ihtiyaglarinin belirlenmesi biyoproses g¢alismalar1 i¢in en
6nemli adimi olusturmaktadir. Bu g¢alismada, diisik ve
yiiksek konsantrasyonda glukoz, fruktoz ve siikrozun, |AA
dretimini farkli diizeylerde etkiledigi goriilmiistir. Gerek
diisiik gerekse yiiksek konsantrasyonda glukoz ve fruktoz
ortaminda vgbh* rekombinant1 konakg¢iya gore daha yiiksek
IAA diretimi sergilerken, siikroz ortaminda tersi bir durum
sergiledigi gozlenmistir. Farkl kiiltiir kosullarinda vgb*
rekombinant susunda en fazla TAA {iretimin gorildigi
ortam yiiksek konsantrasyonlu glukoz ortami olmustur.
vgb* susundaki bu iiretimin fruktoz ortamina gore 30 kat;
stikroz ortamina gore 116 kat ve LB ortamina gore ise
yaklagik 6 kat fazla oldugu belirlenmistir. Buradan yola
¢ikarak vgbh* rekombinant susunda IAA {iretimi i¢in en ideal
karbon kaynaginin glukoz oldugunu sdylemek miimkiindiir.
Yapilan bir galismada, karbon kaynagi olarak glukozun
kullanildigi M9 ortaminda kiiltiiri yapilan hiicrelerde IAA
tiretiminin daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (Yiirekli ve
ark., 2003). Bu durum, bizim ¢alismamizdaki bulgular ile
ortiismektedir.

5. Sonug

Bu ¢alismada E. herbicola, bu bakterinin pUC8 plazmidi
tagtyan (Eh[pUC8] ve ayni plazmid iizerinde vgb geni
tastyan (Eh[pUCS8:15]) rekombinant suslarinin 1AA iiretim
karakteristikleri ¢alisgildi. VHb/vgb sisteminin, ortam
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oksijenini tamponlamadaki rolii ve kiiltiiriin ileri fazlarinda
oksijeni membran transferazlarina aktararak yagsli hiicrelere
daha iyi bir solunum, bilyiime ve ¢ogalma yetenegi
kazandirarak  Ozellikle ikincil metabolit iiretiminde
yardimer oldugu bilinmektedir (Wang ve ark., 2009;
Holmberg ve ark., 1997). Bu ¢alisma sonuglar1 gostermistir
ki, aktarilmis oldugu hiicrelere etkin bir oksijen alim
yetenedi kazandiran VHb’nin E. herbicola’da sekonder
metabolitlerin sentezini kullanilan karbon kaynagi ya da
besi ortamina bagli olarak ya baskinladigi ya da indiikledigi
goriillmiistir.  'VHb ile saglanan fazla oksijen baz1
durumlarda bakteride metabolit liretimi i¢in bir dezavantaj
yaratip metabolit sentezini baskilarken, bazi durumlarda ise
daha yiiksek metabolit sentezinin gergeklesmesine imkan
tanimustir. E. herbicola’da metabolik akis profilinin farkli
sekillerde regiile olmasi, bu bakteride karbon akisinin
regiilasyonunun ve indiikleyici kontroliin farkli olmasindan
kaynaklanabilir.
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Abstract: Staurogyne repens (Nees) Kuntze is an aquatic plant belonging to Acanthaceae family. It is a valuable plant in the
aquarium industry. Therefore, there has been a significant demand for this plant. This study was designed for multiple and efficient
productions of S. repens under in vitro conditions. He used nodal meristems as the type of explant. Nodal meristems were preferred
as explant type. The explants were transferred to Murashige and Skoog (MS) food media with TDZ single (0-1.50 mg/L) and TDZ
(0.25-1.50 mg/L) + IAA (0.25 mg/L) combinations. In TDZ application, the most number of shoots per explant (15.36
shoots/explants) was recorded in cultures with 1.50 mg/L TDZ, while in TDZ + IAA application, the most number of shoots (9.44
shoots/explants) was determined in culture with 1.0 mg/L TDZ + 0.25 mg/L IAA. In general, shoot lengths in TDZ + IAA
combination was measured higher than the single application of TDZ. The longest shoot (1.67 cm) was obtained in the culture
medium with 1.0 mg/L TDZ + 0.25 mg/L IAA. The extended shoots were transposed to rooting media with 0.25 mg/L IAA, and
multiple root formations were determined after four weeks. The rooted plants were transferred to the aquarium and successfully

accustomed to ex vitro conditions.

Keywords: Acclimatization, propagation, shoot regeneration, tissue culture

1. Introduction

In vitro methods have been increasingly used since the
1960s for the development and production of plants. Plant
tissue cultures studies have focused on cell biology, plant
development, disease-free plant production,
micropropagation and secondary metabolites (Gaspar et al.
1996; Efferth 2019). The propagation method applied to
study cells, tissues and organs is a technique in which
growth modifiers play an active role (Mahna et al. 2013;
Pandey and Pandey 2018). Genetically engineered plants
are obtained using tissue culture and techniques (Mineo
1990; El-Sherif 2018; Altman 2019).

Plant tissue culture is a system that allows the cultivation
of a whole plant, organ, tissue or cells under aseptic
conditions. This system provides all the nutrients, energy
and water required for plant or explant growth in the
nutrient medium. Besides, appropriate light and temperature
settings are provided under controlled incubation conditions
to promote growth. Plant growth can be manipulated by
adding plant growth regulators (natural phytohormones or
synthetic versions) (Gaikwad et al. 2017; Phillips and Garda
2019).
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Plant hormones used in plant tissue culture have
revolutionized production techniques. Because the balance
between two or more hormones has been shown to reduce
or increase the development of various organs in species
(Hasancebi et al. 2011). Moreover, hormones may be
applied to improve the production of phenolic compounds
by not providing chemical stimulation in plants (Hasancebi
et al. 2011). Effective breeding trials have been reported in
many plant species, such as Pistia stratiotes L. (Aasim et al.
2013), Ceratophyllum demersum L. (Dogan 2019),
Campanula medium (Gehl et al. 2020), Nyctanthes arbor-
tristis L. (Kumar Mishra et al. 2020), Vaccinium vitis-idaea
ssp. minus (Arigundam et al. 2020) and Hemerocallis sp
(Matand et al. 2020) using growth regulators. In our current
study, the efficacy of Thidiazuron (TDZ) and TDZ + Indole-
3-acetic acid (IAA) on the in vitro micropropagation of
Staurogyne repens (Nees) Kuntze, which is important in the
aquarium industry. Thus, multiple productions of the plant
in local sources can be achieved and the demand for plants
in the domestic market can be met.
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2. Materials and Method

These studies were carried out in the laboratories of the
Department of Biology of Karamanoglu Mehmetbey
University. Surface sterilization of S. repens was achieved
with an exposure of 5.5% Hydrogen peroxide (H20;) for 20
minutes. Nodal meristems were used in reproduction
studies.

The nodal explants were transposed to Murashige and
Skoog (1962) (MS) food medium supplemented with TDZ
single (0-1.50 mg/L) and TDZ (0.25-1.50 mg/L) + IAA
(0.25 mg/L) combinations. In addition, 3% sucrose and
0.65% agar were added to the food medium.

The pH of the nutrient solution was made to 5.7 + 1 through
1IN NaOH and 1N HCI, and then it sterilized (1.2 atm and
120°C for 20 min). Plant parts were incubated under
fluorescent lighting (16-hour and 24 °C). In vitro shoot
regeneration trials were carried out for six weeks.

The shoots growing in the culture medium were cut
(average 3 cm) and transposed to rooting medium with 0.25
mg/L 1AA added. At the end of four weeks, the rooting trial
was ended. Rooted shoots were then transposed to the
aquarium environment to adapt to ex vitro conditions.
Aquarium conditions were set at 24°C and 16 hours of
lighting.

The trials were carried out in six replicates in glass
tubes. The analysis of the obtained data was carried out
through the SPSS 21.0 statistical data package. Duncan
(DMRT) was chosen from Post Hoc tests. Arcsin
transformation was applied for per cent data (Snedecor and
Cochran 1967).

3. Results and Discussion
3.1. The effects of different TDZ concentrations on in vitro
propagation

In this trial, the nodal explants of S. repens were incubated
in vitro food media with 0-1.50 mg/L TDZ for six weeks.
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Shoot development began to be observed three weeks later
(Fig 1a). At the end of the six weeks, the experiment was
terminated (Fig 1b) and shoot regeneration data were
obtained and statistically analyzed (Table 1). Similarly, the
successful cultivation of aquatic plants with tissue culture
such as Ipomoea aquatica (Akaracharanya et al. 2001),
Spartina alterniflora (Wang et al. 2003), Bacopa monnieri
(Praveen et al. 2009) and Limnophila aromatica (Lamk.)
Merr. (Dogan 2018) and have been reported in culture
media with TDZ.

As can be seen in Table 1, the shoot regeneration rate
was ranked between 77.77% and 100.00%. The use of high
levels of TDZ reduced the degree of shoot regeneration. The
number of shoots per explant was recorded between 2.42-
15.36 shoots/explant. The maximum number of shoots per
explant (15.36 shoots/explant) was determined in the MS
nutrient medium containing 1.50 mg/L TDZ and then in the
culture medium containing 1.25 mg/L TDZ (13.68
shoots/explant). The least number of shoots were obtained
in the control group explants with 2.42 shoots/explant. The
increase of TDZ in MS nutrient medium positively affected
the number of shoots. Similarly, the lowering effect of high
use of TDZ on the number of shoots has been previously
reported by other researchers (Siwach and Gill 2011;
Kapruwan et al. 2014; Dewir et al. 2018; Hesami and
Daneshvar 2018). Kher et al. (2014) Pluchea lanceolata
cultured in nodal explants in a nutrient medium containing
0.5-2.5 mg/dm® TDZ and obtained the number of shoots
between 6.0+1.5 - 9.743.5 and found the highest number of
shoots in 0.5 mg/dm® TDZ. Paphiopedilum callosum,
Paphiopedilum gratrixianum, and Paphiopedilum delenatii
were cultured in different TDZ-containing nutrients and a
decrease in the number of shoots was reported with
increasing TDZ concentration (Luan et al. 2019).

Shoot lengths were determined between 0.35-1.15cm in
the nodal explants (Table 1). The longest shoots were
recorded in culture with 0.25 mg/L TDZ (1.15 cm) and then
in control group explants with 1.02 cm. Short shoot lengths
were seen in MS food media with 1.50 mg/L TDZ. The high
use of TDZ had a negative effect on shoot length.

Fig. 1 Shoot regeneration of various TDZ concentrations from the nodal explants of S. repens. In vitro shoot regenerations from the nodal
explants in culture with 1.50 mg/L TDZ after three weeks (a) and six weeks of culture (b).
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Table 1 The influence of various TDZ doses on shoot regeneration in S. repens

TDZ : o Number of shoots
(mg/L) Regeneration Rate (%) (shoots / explant) Shoot length (cm)

0 77.772 2.42° 1.02%

0.25 100.00? 4.66° 1.15%

0.50 100.00? 5.11° 0.80

0.75 77.77° 6.15% 0.65%

1.00 83.332 9.59 0.56%

1.25 77.77° 13.68%® 0.39¢

1.50 77.77° 15.36° 0.35¢

Important differences in the same column were shown in letters. (p <0.05)

3.2. The effects of different TDZ+1AA concentrations on
in vitro propagation

The nodal explants of S. repens were incubated in media
with 0.25 mg/L IAA and 0.25-1.50 mg/L TDZ for shoot
regeneration. At the end of six weeks, the trial was
terminated (Fig 2) and statistical analysis was applied for
hoot regeneration data (Table 2).

Fig. 2 Shoot regeneration of various TDZ+IAA combinations from
the nodal explants of S. repens. In vitro shoot regenerations from
the nodal explants in culture medium containing 1.0 mg/L TDZ +
0.25 mg/L IAA.

Shoot regeneration percentages in culture media
containing TDZ + IAA ranged from 44.44% to 100.00%.

Maximum shoot regeneration percentage (100%) was
obtained in culture medium with 1.0 mg/L TDZ + 0.25
mg/L IAA. Minimum shoot regeneration percentage
(44.44%) was determined in 1.50 mg/L TDZ + 0.25 mg/L
IAA application. The shoot counts were ranked between
4.42-9.44. More number of shoots was obtained as 9.44
shoots/explant in culture medium with 1.0 mg/L TDZ +
0.25 mg/L IAA. The minimum number of shoots were
determined in MS nutrient medium with 1.50 mg/L BAP +
0.25 mg/L 1AA. Cheruvathur et al. (2010) transferred the
internodal explants of Malaxis acuminata D. Don in a
culture medium with 1-4 mg/L TDZ + 0.5 mg/L NAA and
detected maximum shoots per explant in a culture medium
with 3.0 mg/L TDZ + 0.5 mg/L NAA.

Shoot lengths were recorded between 0.72-1.67 cm. The
longest shoot (1.67 cm) was obtained in the culture medium
with 1.0 mg/L TDZ + 0.25 mg/L IAA. However, the
shortest shoots (0.72 cm) appeared in media with 0.25 mg/L
TDZ + 0.25 mg/L 1AA. Siddique et al. (2010) added TDZ +
IAA in different combinations to culture media for in vitro
production of Cassia angustifolia Vahl. and obtained the
longest shoots in culture with 5.0 mg/L TDZ + 1.5 mg/L
IAA. These results reveal that the lengths of shoots vary
according to the amount of growth regulator used.

The extended shoots were transposed to the rooting
environment with 0.25 mg/L IAA and multiple root
formations were determined after four weeks. Rooted plants
were transferred to aquariums to acclimate to ex vitro
conditions. Elongations in plant lengths and leaves were
determined within two weeks. After four weeks, they were
successfully accustomed to water conditions.

Table 2. The influence of different combinations of TDZ + IAA on shoot regeneration in S. repens

Growth regulator (mg/L) Regeneration Rate (%)

Number of shoots

(shoots / explant) Shoot length (cm)

TDZ IAA

0.25 0.25 88.882 5.24 0.72¢
0.50 0.25 83.33? 7.13%c 1.11°
0.75 0.25 88.882 7.51® 1.54%
1.00 0.25 100.00? 9.442 1.67%
1.25 0.25 55.55° 6.58" 1.49%
1.50 0.25 44.44° 4.42° 1.17%

Important differences in the same column were shown in letters. (p <0.05)
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5. Conclusion

Tissue culture is an important technique for mass
production of plants. Many commercial and medicinal
plants are produced with this technique. In this study,
multiple reproduction of S. repens was successfully
achieved in MS nutrient medium with TDZ and TDZ + 1AA.
Generally, high usage of TDZ was found more useful for
shoot regeneration. The single-use of TDZ according to the
number of shoots was more effective than TDZ-1AA
combination. However, longer shoots were obtained in
TDZ-1AA applications compared to single-use of TDZ.
These study results provide an important protocol for the
multiple productions of S. repens.
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Abstract: In this study, in the present study reveals the morphological, anatomical and ecological characteristic of Orchis simia
Lam. in Turkey. Plant materials of Orchis L. species were collected from one population, between 2018 in Eskisehir/Turkey.
Orchis simia Lam. samples were analyzed for 5 morphological, 6 anatomical and soil characters and habitat properties. In
morphological investigations, the structure of flower, lateral sepal, petal, dorsal sepal, lip, anther cap and column was
determined. The findings were compared with those in Flora of Turkey. to habitat definition, Orchis simia grew up to 800 m to
1100 m. Also, Quercus cerris forests and glades were most common habitat of Orchis simia, found generally over calcareous

soils.

Keywords: Anatomy, Morphology, Orchis simia, Eskisehir, Turkey.

1. Introduction

The flora of Turkey is represented 1.220 genus and 11.707
species and sub-species which belong to 154 family
(Ataslar, 2018) . Turkey is one of the country that has the
richest flora in the World with 11.707 species and sub-
species taxa. The family Orchidaceae comprises
approximately 19,500 species distributed all around the
world. Orchidaceae is the most famous and attractive plant
family among all plant families of the world (Arditti, 1992;
Pridgeon, 1992; Zarinkamar, 2006). Turkish orchidaceae
were introduced in the volume 8 and 11 of Flora of
Turkey. In Turkey, Orchidaceae is represented by 26 genus
and about 166 species, of which 60 are endemic (Davis et
al. 1978; Giiner et al. 2000; Akman et al. 2014; Atagslar,
2018; Dreesler, 1993; Giiler, 2016 ). Terrestrial orchids
have creeping, much reduced, fibrous or fleshy rhizomes
or tuber like roots. Orchis L. taxa are terrestrial orchids
and diagnosed by a basal rosette and terminal, unbranched
infloresence that is composed of small to moderately large
resupinate flowers. This genus belonged to the Orchidinae
tribe of which 30 species demonstrate their main
distribution in the Northern regions of Europe and Asia
(Renz and Taubenheim, 1984; Dressler, 1993; Kreutz,
2000; Kreutz, 2009; Bateman, 1987-1989; Fay, 2013). Most
cultivars are tropical or sub-tropical. This species is known
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as salep in Turkey likes many other members of
Orchidaceae (Baytop, 1997; Tuzlaci, 2006).

Orchid is erect perennials with globose to ellipsoid
undivided tubers. Leaves unspotted or spotted, +arranged
near base. Emerging spike by spathe-like leaves, many
flowered, *cylindrical. Flowers in various shades of red,
purple, and yellow, rarely white. Bracts membranous.
Lateral sepals spreading to reflexed or all sepals connivent
with petals, forming a hood. Labellum +directed down-
wards, entire or 3-lobed, with entire or +divided middle
lobe, glabrous or +papillose above, with saccate to filiform
spur. Anther firmly attached to short, erect column, folded
median part of rostellum placed between the parallel
anther cells (loculi). Pollinia 2, clavate, narrowed below to
caudicles, attached to separate viscidia, which are anclosed
in a single pouch (bursicula). Ovary cylindrical, sessile,
twisted, glabrous (Davis et al. 1965-1988).

Ecology, morphology and anatomy of several Turkish
Orchid species have been studied earlier (Durmuskahya,
2013; Durmuskahya et al., 2014; Aybeke et al., 2010).
Turkey has a rich biodiversity and has got more than 170
taxa (Kreutz, 2009). In high of the above, the aim of the
present study was to investigate new ecological,
morphological and anatomical information about another
orchis taxa and to provide base knowledge for further
studies.
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The aim of the present study is to describe the
morphological and anatomical structure and in addition to
investigate the epidermal cell and stomata of leaves of
Orchis simia.

2. Materials and Method

Orchis simia was collected from Eskigehir: Saricakaya-
Hekimdag, below Quercus trees, 1000 m., 19.05.2018 and
stored in the Eskisehir Osmangazi University Herbarium
as a herbarium specimen (OUFE 12509). Determination of
the species was made according to the Davis et al. 1965-
1988. Morphological descriptions are based on living
plants and herbarium specimens.

Anatomical investigations were applied on the leaves of
samples fixed in 70% alcohol. The transverse sections
discarded from mid-vessels of leaves were stained with
safranin and upper and lower surface layers were
investigated in the media with 20% gliserin (Altundag et
al., 2012; Sevgi et al., 2012). The well-staining sections
were photographed on Leica DFC 295 color camera type,
Leica DM 2500 light microscope. In this study, total 5
plant samples were collected for anatomical studies.

The surface layer of soil was removed and soil samples
taken from 0-5 and 5-15 cm depth were analysed. The
samples were air dried, ground, passed through a 2 mm
sieve and subjected to physico-chemical analysis. Total
soluble salts, pH, calcium carbonate content and texture
were determined by the methods outlined in detail by
Hartikainen H, Kerko E. (2009).

3. Results

Plant 15-45 cm. Basal leaves usually broadly lanceolate
and unspotted. Spike ovoid to conical, withnflowers
opening from top downwards. Flowers whitish pink, with
an upswept hood; lip conspicuous and in shape of a man
with body.

Fig. 1 Orchis simia habitat view

Orchis simia is labellum 15-20 mm, centre whitish-rose,
deeply segmented near base into linear lateral lobes,
middle lobe ligulate, divided into 2 linear lobules; all
lobules darker purple towards apex. Spur cylindrical. Fl.
4-5. Grassy hillsides, Scrub, on calcerous soils, Quercus
scrub, 900-1000 m. (P.H. Davis, 1965-1988) (Fig 1-2).
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Fig. 2 O. simia morphology: A flower, B Spur, C lateral lobes,
D lip, anther cap and column

Cross section of root showed single layered epidermal
cells. The cell length was longer than width (30-60 x 45-
100 pm). Cortex consisted of 7-12 layered
parenchymatous cells. The shape of cortex cells ranged
from oval to globular. These cells were 60-100 pm in
diameter and their walls were thin. Parancymatic cells
located far from center were smaller than the ones close to
center (Fig. 1A). Similar results have been earlier reported
by several authors in members of Orchidaceae family
(Aykebe et al., 2010; Sevgi et al., 2012; Durmuskahya et
al., 2014). Endodermal cells (35-50 x 45-100 um) with
thickened wall were seen. Pericycle was single-layered and
located under endodermis. (Fig. 3, Tab. 1).

Table 1 Root anatomy measurement of O. simia

Width (nm) Length (um)
Min. Max. Min. Max.
Root
Epidermis 35 50 55 80
Cortex 60 100 100 160
parenchyma
Endodermis 30 45 50 70

The anatomical section of stem showed thick cuticle layer.
Under this layer there was a single layered epidermis.
Epidermal cells were square or rectangular shaped, 35-150
x 30- 50 um. 8-16 layers of cortex cells were found under
epidermis with 20-30 um diameter. Few collenchyma cells
with thick and lignified cell walls were found in cortex
layer. 10-24 layered collenchyma cells gave durability to
the stem. (Fig. 4). Vascular bundles were collateral and
located in one ring. The bundle sheath consisted of
sclerenchymatic cells, at the phloem pole of vascular
bundles. Pith had many lacunas in the centre of stem due
to the breakup of pith into pieces (Fig. 4, Tab. 2).
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Fig. 3 Root transverse section of O. simia epidermis, ex exodermis, pc parenchymatic cells, en endodermis, pi pith (Bar 100 pwm)

Fig. 4 Stem transverse section of O. simia cu cuticle, e epidermis, pc parenchymatic cells, th trachea, pi pith (Bar 100 pwm)

Table 2 Stem anatomy measurement of O. simia

Width (um) Length (um)
Min. Max. Min. Max.
Stem
Epidermis 40 60 30 50
Cortex 35 150 70 200
parenchyma
Trachea 25 40 30 60
(diameter)

In leaves, adaxial epidermis consisted of a single layer of
rectangular cells 25-80 x 30-60 um with smooth cuticle.
Abaxial epidermis was 55-80 x 35-50 pm. Adaxial
epidermis cells were bigger than abaxial epidermis cells
and adaxial cuticle thicker than adaxial. These features
were observed in Orchis laxiflora Lam and O. purpurea
Hudson by Aybeke et al. (2010). But Sevgi et al. (2012a)
observed that these species had thicker cuticle on abaxial
side and they had similar thickness on both adaxial and
abaxial surface. Mesophyll layer was homogenous,
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without any differentiation in to palisade and sponge
parenchyma tissues (Fig. 5, Tab. 3).

7

Fig. 5 Leaf transverse section of O. simia c cuticle, ue upper
epidermis, p parenchyma, ph phloem, xy xylem, le lower
epidermis (Bar 100 pm)

Leaves surface of investigated species was glabrous like
many other orchid species. In leaves, adaxial epidermis
consisted of a single layer of rectangular cells 50-110 x
80-85 um with smooth cuticle. Abaxial epidermis was 45-
100 x 55-155 pum. Adaxial epidermis cells were bigger
than abaxial epidermis cells and adaxial cuticle thicker
than adaxial. (Fig. 6, Tab. 4).
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Table 3 Leaf anatomy measurement of O. simia (Cross-section)

Width(pm) Length (um)
Min. Max. Min. Max.
Leaves
Adaxial 30 80 30 55
epidermis
Mesophyll 25 55 30 40
cells
Abaxial 25 50 35 60
epidermis

Fig. 6 Leaf epidermal peeling of O. simia ue upper epidermis, le
lower epidermis, st stomata (Bar 100 pm)

Table 4 Leaf anatomy measurement of O. simia (surface)

Width Length
(um) (um)
Min. Max Min.  Max.
Leaves
Adaxial 50 150 160 355
epidermis
Mesophyll 45 55 40 60
cells
Abaxial 45 110 85 210
epidermis
4. Discussion

Cross section of root showed single layered epidermal
cells. The cell length was longer than width (35-50 x 55-
80 um). Cortex consisted of 8-12 layered parenchymatous
cells. The shape of cortex cells ranged from oval to
globular. These cells were 55-110 pm in diameter and their
walls were thin. Parancymatic cells located far from center
were smaller than the ones close to center (Fig. 2).
Endodermal cells (30-45 x 50-70 pm) with thickened wall
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were seen but were not visible clearly. Pericycle was
single-layered and located under endodermis. Xylem
consisted of radially arranged 3 to 4 vessels, while pith
was made up of parenchymatous cells. (Fig. 2).

The anatomical section of stem showed thick cuticle layer.
Under this layer there was a single layered epidermis.
Epidermal cells were square or rectangular shaped, 40-60
x 30- 50 pm. 7-14 layers of cortex cells were found under
epidermis with 35-150 pum diameter. Few collenchyma
cells with thick and lignified cell walls were found in
cortex layer. Cortical parenchyma, a thinner layer than
collenchyma was found with large amount of starch grains.
Presence of collenchyma cells in Ophrys L. and
Dactylorhiza Necker ex Nevski have been reported
previously in other studies (Aybeke et al., 2010). Vascular
bundles were collateral and located in one ring. The bundle
sheath consisted of sclerenchymatic cells, at the phloem
pole of vascular bundles. Pith had many lacunas in the
centre of stem due to the breakup of pith into pieces (Fig.
3).Leaves surface of investigated species was glabrous like
many other orchid species. In leaves, adaxial epidermis
consisted of a single layer of rectangular cells (30-80 x 30-
55 pm) with smooth cuticle. Abaxial epidermis was 25-50
x 35-60 pm. Adaxial epidermis cells were bigger than
abaxial epidermis cells and adaxial cuticle thicker than
adaxial. (Fig. 6).

Table 5 Leaf anatomical characters (surface)

Taxa Epidermal cells size (width-length)

Abaxial (um) Adaxial (um)
ita 80.00x180.00 126.50%210.50
pur 128.30 x 150.25 180.54 x 190.00
sim 90.04 x 182.30 110.40 x 282.65

ita = O. italica, pur = O. purpurea, sim = O. simia

It has been proven that the surface anatomy of the O.
simia leaf has smaller cell sizes in the lower and upper
epidermis surface compared to the O. italica and O.
purpurea according to its systematic affinity (Tab. 5)
(Sevgi at al. 2012b).

Table 6 Leaf anatomical characters (Cross-section)

Taxa Epidermal cells size (width-length)

Abaxial (um) Adaxial (um)
ita 60.00x130.00 109.50x180.20
pur 100.30% 120.40 184.66 x 192.00
sim 40.20 x 50.10 55.24 x 46.60

ita= Q. italica, pur = O. purpurea, sim = O. simia
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O. simia leaf anatomy is smaller in size than the lower
epidermis cell and upper epidermis cell compared to O.
italica and O. purpurea (Tab. 6) (Sevgi at al. 2012b).

Table 7 Distribution of Orchis species and their numbers on
the basis of their altitude

Altitude ita
0-200

200 - 400
400 - 600
600 - 800
800 - 1000
1000 - 1200
1200 - 1400
1400 - 1600

pur

++ + ++
++ + ++

+

ita= 0. italica, pur = O. purpurea, sim= 0. simia

While O. simia spreads up to 1400 m. altitude, O. italica
is determined to grow at altitudes between 0-1000 m and
O. purpurea at heights between 1200-1600 m. (Tab. 7)
(Sevgi at al. 2012b).

Table 8 Distribution of Orchis species according to their habitat

Habitat ita pur sim
Olive farmland +

Macchie (Shrubland) + +
Meadows(Pasture) +

Forest land + + +
Abandoned Agr.

ita= 0. italica, pur = O. purpurea, sim = O. simia

When we look at the distribution of Orchis species
according to habitats, O. simia is found in maquis and
forest areas, while O. italica grows in wet meadows,
woodlands and magquis and olive fields, O. purpurea only
grows in forest areas (Tab. 8) (Sevgi at al. 2012b).

5. Conclusion

In this study Orchis simia was investigated ecology,
morphologically and anatomically.  Morphological
drawings of flower, lateral sepal, dorsal sepal, petal, lip,
anther cap and column were made. The results obtained
from morphological studies were generally consistent with
the description given in the Flora of Turkey (Davis 1978 &
1988). The leaf is isolateral and compose of parenchymatic
cells with intensively chloroplast. Vascular bundle is
collateral and there hasn't bundle sheath. Stoma cells are
located only on the abaxial side of the epidermis, as shown
in Figure 4; just as Sevgi et al. (2012b) were reported. As a
whole this study increase the knowledge of the
morphology and anatomy in Orchis reporting data about
the O. simia.

As far as ecological status is concerned, this species is rare
as compared with other Orchis species like, Orchis
anatolica, Orchis italica Poiret and Orchis simia. It is
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generally found in small groups. Due to its extreme
habitat, its population are limited. Therefore, some
scientist accept that it is an endangered species. Because of
local use of this species like in preparing salep (Sevgi et al.
(2012b), natural population is decreasing day by day. As
compared to other orchid species, which are used for salep
making, such as Serapias vomeracea, Orchis anatolica,
Anacamptis pyramidalis (L.) Rich., it was found that in
different habitat it blossoms in later time and these reason
makes it easy target for plant collectors.

This species usually prefers calcareous soil. It is difficult
to find them in clay or on alluvial soil. The soil analysis
showed that at 0-5 cm soil depth, stoniness was around
16.8 % and these are mid stony soils (Cepel, 1988). The
sand, silt and clay were 59. 25 and 22 % respectively at
this depth. Soil was neutral with pH 6.86 and had high
humus content. Total nitrogen content of the soil was 0.30
% and C:N ratio 35.15 (Table 2).
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Abstract: Dopamine is a neurotransmitter that acts in the nervous system as a chemical messenger, which helps specific neurons
to interact with each other. A simple, precise, accurate HPLC method has been developed and validated for determination of
Dopamine HCI (DOPHCI) in pharmaceutical formulations. Separation was performed on a C18 column (250 x 4.6 mm, 5 um) with
50 mM potassium dihydrogen phosphate (pH 2.3) as a mobile phase. Mobile phase flow rate was maintained constant at 1 mL
minL. High sensitivity has been achieved with UV detection at 280 nm. Parameters such as interaction of the active pharmaceutical
ingredient and excipients, linearity and repeatability were investigated during analytical method development. Retention time was
6.195 min for DOPHCI. The method has been validated for DOPHCI within the range of 20-100 pg mL (r?=0.9998). This method
has shown strong reproductibility and recovery within the determined range. This method can be used successfully in

pharmaceutical formulations for routine analysis.

Keywords: Dopamine HCI, HPLC, Method, Validation

1. Introduction

Dopamine is a neurotransmitter that acts in the nervous
system as a chemical transmitter, which helps specific
neurons to interact with each other. It belongs to the family
of molecules classified as monoamines, and more precisely
to the catecholamine group of chemicals. Dopamine can
function either as an excitatory mechanism or as an
inhibitory mechanism in the central nervous system
depending on the location of dopamine neurons and the
receiving characteristics of the next neuron in the chain
(Berridge & Robinson, 2018). It plays a significant role in
neural functions, including endocrine control, breathing,
locomotion, perception and reward (Neve, 2010). In
addition, It plays a cirucial role in the function of
cardiovascular, renal and hormonal (Hussain and
Lokhandwala, 2003; Jose et al., 1998; Ivan et al., 2005;
Damase-Michel, Montastruc, 1995). It has been
documented that a lack of dopamine containing neurons
contribute to neurological disorders, such as schizophrenia
and parkinsonism (Guo et al., 2009). Sensitive and precise
determination of dopamine is therefore critical not just for
diagnosis but also for pathological study. DOPHCI, a

© EJBCS. All rights reserved.

hydrochloride salt of dopamine (Figure 1), is widely used in
clinical therapies.

HO__~___~__NH,
— HCI
HO™ S

Figure 1. DOPHCI's chemical structure

A variety of techniques have been used for the
determination of DOPHCI over the years. Many methods
have been documented to date, such as fluorometry,
chemiluminescence, high performance liquid
chromatography,  electrochemical  processes,  mass
spectrometry, capillary electrophoresis for accurate analysis
of dopamine. MS detector (Carrera et al., 2007; Zhao&Suo,
2008), UV detector (Liu et al.,2004) fiber optic detector
(Silva et al., 2009; Ferreira et al., 2009), electrochemical
detector (McKenzie et al., 2002; Cannazza et al., 2005,
Sultan et al., 2014; Gupta et al., 2015; Palanisamy et al.,
2015; Haldorai et al., 2017) and fluorescent detector
(Yoshitake et al., 2004; Fujino et al., 2003) have been
widely used in HPLC analysis. Among these methods,
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electrochemical methods have attracted attention because of
their practicality, sensitivity, accuracy, low cost and
portability. However, many of these methods are expensive
and are not available in every laboratory. In addition, many
of these methods have been developed for dopamine
analysis in biological matrices. A simple, fast, precise and
accurate method is required for routine determination of
DOPHCI in pharmaceutical dosage forms. There are
injectable preparations containing DOPHCI at the
concentration of 40 mg mL* and 10 mg mL in the Turkish
pharmaceutical market. This study introduces the validation
of an analytic HPLC method of dopamine hydrochloride
determination in injectable preparations.

2. Experimental
2.1. Reagents

All the chemicals used in this study were in the analytical
grade and were used without further purification. Dopamine
Hydrochloride  standard  (>98.5%, Sigma-Aldrich),
potassium dihydrogen phosphate (99.5-100.5%, Sigma-
Aldrich), ortho-phosphoric acid (>85%, Sigma-Aldrich)
and triethylamine (>99.5%, Sigma-Aldrich) were used.
Deionized water was purified by a Milli-Q system
(Millipore) with conductivity lower than 0.05 uS cm™. A
commercial Dopasel ampule (40 mg mL? produced by
Haver Farma Company in Istanbul, Turkey) was purchased
from a local pharmacy in Usak.

2.2. Stock standard solution

Approximately 50 mg of DOPHCI was weighed accurately
using an analytical balance (Mettler Toledo ME204T) and
transferred into 50 mL of volumetric flask. It has been
dissolved by adding ultra pure water and make up the
volume with the same solvent to label. The concentration of
the prepared stock standard solution is 1000 pug mL™.
Calibration standards of DOPHCI over the concentration
range 20-100 pg mL™* were prepared by serial dilution of
the standard stock solution on the day, using ultra pure water
as a diluent.

2.3. Sample solution

2.5 ml of infusion solution was measured accurately and
transferred in to the 100 mL of volumetric flask.
Approximately 50 ml of ultra-pure water was added and
sonicated to completely dissolve. The volume is filled with
the same solvent, up to 100 ml. This solution was filtered
through a 0.45 pm pore size membrane filter. Sample
solutions (40 pg mL™*) was prepared by diluting with ultra
pure water.

2.4. Determination of Amax

Standard solution (40 pg mL1) was subjected to scanning
between 200-400 nm on a UV spectrophotometer
(Shimadzu UV-1800 spectrophotometer). Amax was
obtained from the UV spectrum of standard solution.

2.5. Chromatographic conditions

The research were performed using an HPLC system
(Agilent Technologies® Model 1260 Infinity) which was
equipped with a UV-Visible detector. Chemstation software
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was used to control the instrument and processing of the
data. Chromatographic separation was conducted on Inertsil
ODS C18 column, (250 x 4.6 mm, 5 um). Mobile phase
consisting of 0.05 M KH;PO, buffer (pH 2.3) was used in
an isocratic mode. The mobile phase was filtered through a
0.45 pm pore size membrane filter and sonicated 15 min
before use. The flow rate of the mobile phase was held at
1.0 mL min! and the injection volume was set as 20 uL.
This column was kept at the temperature of 30 °C and the
UV detection was conducted at 280 nm.

2.6 Method validation

The analytical method validation was performed as per ICH
guidelines of Validation of Analytical Procedure: Q2 (R1)
(ICH, 2005; Center for Drug Evaluation and Research
(CDER), 1994). The validation parameters such as system
suitability, linearity, precision, accuracy, specificity, the
limit of detection (LOD), the limit of quantification (LOQ),
and robustness were addressed.

System suitability: The system suitability parameters
(RSD% for retention time, RSD% for peak area, theoretical
plates and tailing factor) were investigated after six replicate
injections of standard solution (40 ug mL™?) into the HPLC
system.

Linearity: Standard calibration has been prepared using five
standard solutions within the concentration range of 20-100
ug mLL In optimized chromatographic conditions, each
standard solution was chromatographed for 10 minutes five
times. The least squares linear regression analysis of the
average peak area versus concentration data were used to
evaluate the linearity of the method.

Precision: Precision was analyzed by calculating variations
of the method in intraday (repeatability performed by
analyzing standard solution on the same day) and inter-day
(repeatability carried out by analyzing standard solution on
three different days). These analyses were performed by
injecting six times standard solution (100 pg mL™).

Accuracy: Recovery experiments were conducted by the
standard addition technique to confirm the accuracy of the
proposed method. In this method, 80%, 100% and 120% of
three different levels of pure drug were added to the
previously analyzed sample solutions, and DOPHCI
recovery was calculated for each concentration.

Selectivity/Specificity: Selectivity is the analytical method's
ability to generate an analyte response when external
interference is present. The chromatograms of mobile phase
solution (blank) and the sample solution were compared
with chromatogram of standard solution to evaluate the
selectivity of the proposed method. Retention time (Rt) and
queuing factor parameters were calculated to demonstrate
that chosen method was specific and selective.

LOD and LOQ: These values were determined using the
standard error (s) and slope of the regression line (m) as
shown in following equations.

LOD =3.3*s/m
LOQ =10 *s/m
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Robustness: A robustness analysis was performed to
determine the impact of minor yet systematic differences in
chromatographic conditions. The robustness was tested by
adjusting minor differences in parameters. The
modifications include different concentration of the mobile
phase (£ 0.01 M), mobile phase flow rates of the mobile
phase (+ 0.1 mL min™), pH value of the mobile phase (+
0.10), and column temperatures (+ 2 °C). After each
change, system suitability parameters were checked by
injecting the sample solution into the chromatographic
system.

Analysis of marketed formulations (injectable solution)

4 mL of above prepared sample solution was transferred
into a volumetric flask of 100 mL and filled the mark with
ultra-pure water to prepare the sample solution
(approximately at the concentration of 40 pug mL™). This
sample solution was filtered using 0.45 um pore size
membrane filter and then analyzed.

3. Results

3.1. Determination of Jmax

The wavelength corresponding to maximum absorbance
(Amax) was determined as 280 nm from the UV spectrum
of standard solution (Figure 2).
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Figure 2. UV spectrum of DOPHCI (20 pg mL-1 standard
solution)

3.2. Optimization of Chromatographic Conditions

Several reverse phase HPLC columns (C18 columns) and
different mobile phase were tested for the optimization
study. The shorter columns did not allow for a proper peak
symmetry. Proper peak symmetry was achieved on the
Inertsil ODS C18 column (250 x 4.6 mm, 5 pm). Thus, we
decided to use the Inertsil ODS C18 column (250 x 4.6 mm,
5 pum) in validation study. After the selection of the
chromatographic column, the mobile phase was chosen as a
0.05 M KH2PO4 solution (pH 2.3). The use of chemicals
harmful to the environment was avoided in the selection of
mobile phase. The injection volume and column
temperature were determined and, the initial isocratic
program was also modified step by step. Finally,
chromatographic analysis was conducted on the Inertsil
ODS C18 column (250 x 4.6 mm, 5 pm), column oven
temperature was set to 30 °C, with a flow rate of 1.0 mL
min"t and a run time is 10 min at 280 nm.

3.3 Method validation

3.3.1. System suitability

Standard solution (100 ng mL™) was injected six times to
the chromatographic system at the same conditions.
Symmetry factor, the number of theoretical plates, peak
areas and retention times were given in Table 1.
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Table 1. System suitability data
System suitability parameters

Standart Solution
Concentiration

(100 pg mL1)
Symmetry factor 0.903
The number of theoretical plates 6203
Peak areas (% RSD) 0.124
Retention times (% RSD) 0.123

3.3.2. Linearity

The calibration curve for DOPHCI was then plotted for
peak-area versus concentration. The least squares linear
regression analysis of the peak area versus concentration
data was used to evaluate the linearity of this method. The
calibration curve has been demonstrated in figure 3 and it’s
linearity parameters were given in Table 2. The linearity
graphs and overlain chromatograme for DOPHCI were
shown in figure 3A and 3B.

Table 2. Linearity data (n=5)

Parameter Value
Retention time (min) 6.106
Linear range (ug mL™?) 20 - 100

Regression equation y =16.188 x - 18.018

Correlation coefficient(R?) 0.9999
Slope 16.188
Intercept -18.018
LOD/ LOQ (ug mLY) 2.00/6.10
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3.3.3. Precision

Precision study was performed by injecting six times of
standard solution at the concentration of 100 ug mL™. The
precision data were given in Table 3. In any case, the %
RSD values < %2 indicate that the method is precise and
can be used for our intend.

Table 3. Precision data (n=6)

Compound Intra-day Inter-day
Precision (n=6) Precision (n=6)
Mean £ RSD, Mean + RSD,
SD % SD %

DOPHCI 100.05+ 0.420 100.20+ 0.858
0.42 0.86

3.3.4. Accuracy

A known quantity of standard solution has been added to
the sample solutions previously analyzed at three different
levels: 80%, 100% and 120%. The amount recovered for
DOPHCI has been calculated for three concentration. The
accuracy data were given in Table 4. % RSD values for all
analyses were < 2%, indicating that the analytical method is
accurate and suitable for our purpose.
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y = 16 188x - 18,018
R* = 0,9999

40
Concentration (pg mL-1)

&0 80 100 120
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Figure 3. A) Calibration curve for DOPHCI: B) Overlay
chromatogram of five standard solutions

Table 4. Recovery data (Accuracy)

Spike  Amount  Amount Reco Avera RSD

d added recovered very ge S.D.

Level (ugmL") (ugmL™) (%) (%) (%)
80 31.97 99,37

80% 80 31.95 99,42 99,39 0,026 0,027
80 31.96 99,38
100 39.99 99,64

100% 100 39.98 99,60 99,62 0,020 0,020
100 39.96 99,62
120 117.21 99,88

120% 120 116.94 99,86 99,86 0,127 0,131
120 116.96 99,85

3.3.5. Selectivity / Specificity

The chromatograms were shown in Figure 4. In the
chromatogram of the mobile phase blank, no internally
occurring peaks were observed at the retention time of
DOPHCI (figure 4A). The retention time of DPHCI in
chromatograms of injectable sample solution (figure 4B)
and standard solution (figure 4C) are the same. DOPHCI
peak did not interfere with the excipients of injectable
solutions and mobile phase components, this indicates the
selectivity of the proposed method. Parameters of the
retention time and the tailing factor were calculated to
demonstrate that the method proposed was selective and
specific. Retention time and tailing factor parameters have
been calculated and shown in Table 1.

3.3.6. LOD and LOQ
The calculated values have been given in Table 2.

3.3.7. Robustness

After each change, the sample solution has been injected
into the chromatographic system and the system suitability
parameters have been checked. The % RSD values were
given in Table 5.
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Figure 4. A) Chromatogram for blank solution, B)
Chromatogram for injectable solution (40 pug mL?), C)
Chromatogram for standard solution (60 pug mL?):

Table 5. Robustness data

Condition Variation  Assay SD RSD
% %

Mobile phase 0.90 mL 99.86 0.60 0.60

flow rate (1.00 min?

mL min) 110 mL 99.94 0.62 0.62
min-t

Column 28°0C 99.96 0.65 0.65

temperature (30 32°C 100.05 0.66 0.66

oC)

Buffer 0.040 M 100.06 0.60 0.60

concentration 0.060 M 99.94 0.69 0.69

(0.050 M)

Mobile phase pH 2.20 100.12 0.67 0.67

value (2.3) 2.40 99.96 0.71 0.71
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3.3.8. Analysis of marketed formulations (injectable
solution)

The amount of DOPHCI in each injected solution was
calculated by comparing the test areas with the standard area
and found to be 100.05 £ 0.38 for DOPHCI. The results
were given in Table 6.

Table 6. Analysis of the marketed formulation (n=3).

Solution Label Claim  Amount of % Assay +SD
(mg.mL? drug
solution) (mg.mL?
solution)
Dopasel 40 mg mL? 40.02 100.05 + 0.38

4. Discussion & Conclusion

A simple and rapid HPLC method analyzing dopamine
hydrochloride was successfully developed. Run time was
short (6.1 minutes) and analytical method have outstanding
peak shape and acceptable parameters for system suitability.
The analytical method was validated in accordance with the
ICH Guidelines and was found to be linear, accurate,
accurate and specific. The method developed for
quantifying dopamine hydrochloride has been successfully
applied in an injectable solution. With its excellent
performance in terms of specificity and recovery for
dopamine hydrochloride in the injectable solution, this
method's adaptability to the injectable solution has been
proven. Therefore, the method can be used in injectable
solution forms for the daily quality control analysis of
dopamine hydrochloride. The big advantage of the proposed
method is that less time is required and the phosphate buffer
used in the mobile phase is compatible with
chromatographic system.
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Ozet: Biyobozunur ambalaj endiistrisi, petrol esash plastiklerin yol agtig1 atik bertaraf sorunlarinin 6nlenmesi ihtiyact nedeniyle
siirekli biiyiimektedir. Son yillarda, biyobozunur ve aktif ambalajlarin gelistirilmesine yonelik c¢aligmalar artmaktadir. Bu
caligmada, polifenollerce zengin biberiye (Rosmarinus officinalis L.) ekstresi ve kaolinin polivinil alkol/misir nigastasi esash
filmlerin &zelliklerine olan etkisi incelendi. Filmlerin yapisal ozellikleri FT-IR analizi, mekanik o6zellikleri ¢ekme testi,
morfolojik 6zellikleri optik mikroskop ile belirlendi. Filmlerin sisme davranislari incelendi. Ayrica, ABTS ve DPPH radikali
giderme aktivitesi ile antioksidan aktivitesi belirlendi. Ekstre ve kilin birlikte ilavesi filmin mekanik 6zelliklerini iyilestirirken su
absorpsiyonunu da arttirdi. Ekstre ilavesi ile filmler antioksidan aktivite sergiledi. Sonuglar bu filmlerin aktif ambalajlama
uygulamalarinda potansiyel adaylar olarak degerlendirilebilecegini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: aktif ambalajlama, antioksidan aktivite, nisasta, polivinil alkol, kompozit film

Polyvinyl Alcohol / Starch Active Composite Films Containing Rosemary Extract and Kaolin :
Structural, Mechanical and Antioxidant Activity Properties

Abstract: The biodegradable packaging industry is constantly growing due to the need to prevent waste disposal problems
caused by petroleum-based plastics. In recent years, efforts to improve biodegradable and active packaging have been increasing.
In this study, the effects of polyphenols rich rosemary (Rosmarinus officinalis L.) extract and kaolin on the properties of
polyvinyl alcohol / corn starch based films were investigated. Structural properties of films were determined by FT-IR analysis,
mechanical properties tensile test, morphological properties by optical microscope. Swelling behavior of films was examined. In
addition, antioxidant activity was determined with ABTS and DPPH radical removal activity. The addition of extract and clay
improved the mechanical properties of the film while increasing the water absorption. The films exhibited antioxidant activity
with the addition of extract. The results showed that these films could be considered as potential candidates in active packaging
applications.

Keywords: active packaging, antioxidant activity, starch, polyvinyl alcohol, composite film

1. Giris

Giin gectikce artan ¢evre kirligi ve saglik sorunlar1 plastik
ambalaj endiistrisininin pazardaki yerini onemli Olgiide
etkilemektedir. Bu  ylizden ambalaj  sektoriinde
biyobozunur ve dogal polimerlerin petrol esash
polimerlerin yerine kullanilmasina yonelik ¢alismalar her
gecen giin artmaktadir (Mustafa ve ark. 2019). Petrol

© EJBCS. All rights reserved.

esaslt polimerler nispeten diisiik maliyete, kolay
islenebilirlige, iyi termal ve mekanik ozelliklere sahiptir
(Abdullah ve Dong 2019). Fakat, plastiklerin durumu
stirdiiriilebilirlik noktasinda tartisilmaktadir. Avrupa’da
her yil 25 milyon ton atik iiretilmektedir ve bu miktarin
sadece %30’u geri doniistiiriilebilmektedir. Bu nedenle,
2030 yilina kadar plastik ambalajlarin tamaminin geri
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doniistiirilmesi amaclanmaktadir (Sade 2019). Ayrica,
petrol esasli polimerlerin yerine biyopolimerlerin
kullanilmas1 ¢evresel problemlerin iistesinden gelmek igin
gereken ¢6ziim yollarindan biridir (Abdullah ve Dong
2019). Biyobozunur polimerler yani cevreci plastikler
bakteri, mantar ve alg gibi mikroorganizmalarin enzimatik
aktivitelerinin sonucunda biyoaktif ¢evrede bozunarak
CO,, CHa, biokiitle, su, humus ve diger dogal maddelere
doniisiirler. Boylelikle, ¢evre sorunlarina neden olmazlar
(Kiling ve ark. 2017).

Biyobozunur polimerlerden olan polivinil alkol (PVA)
polivinil asetatin hidrolizi sonucu elde edilmektedir
(Kiling ve ark. 2017). Nispeten yiiksek maliyet, iyi
mekanik ve termal ozelliklerin yani sira iyi seffaflik ve
oksijen gegirgenligine karst direnci olan suda ¢oziinebilen
sentetik bir polimerdir (Abdullah ve Dong 2019). Ayrica
yapisinda bulunan hidroksil gruplari sayesinde, disiik
bozunma oranina sahip, ¢apraz baglanabilen, biyouyumlu,
ve milkemmel film olusturma gibi &zellikleri olan bir
polimerdir (Abdullah ve Dong 2019, Kiling ve ark. 2017).
Son zamanlarda, genellikle maliyetinin distiriilmesi ve
biyobozunurlugunun arttirilmasi amactyla farkli polimerler
ve katkilar ile kompozit iriinler elde edilmesinde
kullanilmaktadir.

PVA’nin  maliyetinin  disiiriilmesi,
stabilitesinin arttirilmasi ve  biyolojik  olarak
pargalanabilirligin  gelistirilmesi amaciyla kullanilan
polimelerden biri nisastadir. Nisasta giinimiizde pek ¢ok
uygulamada yaygm olarak kullanilan biyobozunur bir
polimerdir. Amiloz ve amilopektin gibi iki farkli mikro
yapidan olusan heterojen bir maddedir. Nigasta dogadaki
bazi mikroorganizmalar tarafindan besin maddesi olarak
kullanilir. PVA gibi polimerlerle harmanlandiginda,
mikroorganizmalar nisastaya ulasabilmek icin g¢esitli
enzimler salgilayarak plastigi pargalar ve bu sayede
iiretilen {irlinlin ¢evreye zarar vermeden bozunmasina yol
acarlar (Kiling ve ark. 2017, Giimiisderelioglu 2012).
Ambalaj sektoriinde kullanilan biyobozunur PV A-Nisasta
filmlerinin 6zelliklerinin gelistirilmesi amaciyla baz1 katki
(antioksidanlar ve antimikrobiyel ajanlar) ve dolgu
malzemeleri ile desteklenir (Lopez-Cordoba ve ark.
2017b).

Polifenollerce zengin olan ¢esitli bitki ekstreleri, polimer
esaslt filmler icin potansiyel dogal antioksidan ve
antimikrobiyal katkilardir. Labietae ailesine ait olan
biberiye (Rosmarinus officinalis L.), gida amblajlarinda
katki maddesi olarak kullanilabilecek zengin antioksidan
bilesik kaynaklarindan biridir (Lopez-Cordoba ve ark.
2017a). Biberiyenin yapisinda bulunan 6nemli biyoaktif
antioksidan bilesikler flavonlar (apigenin, hesperetin,
genkwanin ve cirsimaritin), fenolik diterpenler (karnosik
asit, karnosol, rosmanol, rosmadial, epirrosmanol, karnosik
asit o-kinon) ve fenolik asitler (kafeik asit ve rosmarinik
asit)dir (Doudin ve ark. 2016, Bentayeb ve ark. 2007).
Biyobozunur  filmlere  biberiye  ekstresi ilavesi
antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteye sahip aktif
paketleme {iriinlerinin elde edilmesini saglamistir (Lopez-
Cordoba ve ark. 2017a, Darie-Nita ve ark. 2018).

diisiik  boyutsal
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Kaolin polimer kompozitlerde yaygin olarak kullanilan
ucuz, kolay bulunabilen ve toksik olmayan bir takviye
malzemesidir (Ismail ve ark. 2013, Kwasnhiewska ve ark.
2020). Biyopolimer matrisine kaolin ilavesi ile filmlerin su
buhari gecirgenliginin  azaltilmast ve gaz Dbariyer
ozelliklerinin gelistirilmesini saglamaktadir (Arora 2010).
Ayrica kaolin ilavesi polimerlerin termal stabilitesini ve
mekanik 6zelliklerini iyilestirmektedir (Lu ve ark. 2012).

Bu ¢alismanin amaci, kaolin ve biberiye ekstresi ilavesinin
polivinil alkol/misir nisastasi esasli dokiim yontemiyle
iiretilen kompozit filmlerinin 6zellikleri tizerindeki etkisini
incelemektir. Dort farkli kompozisyona sahip filmlerin
hazirlanmasinda plastiklestirici olarak sitrik asit ve capraz
baglayic1 olarak gluteraldehit kullanildi. Elde edilen
filmlerin su tutma, suda sisme Kkapasitesi, yapisal,
morfolojik ve mekanik 6zelliklerinin yanisira antioksidan
aktiviteleri belirlendi.

2. Materyal ve Metot
2.1 Malzemeler

Filmlerin hazirlanmasinda, gluteraldehit ¢ozeltisi (%50°’lik,
Alfasol), kaolin (yogunluk 2,6 g/cm® molekiiler agirlik
258,16 g/mol, 5,5 um, ZAG Kimya), metanol (Emsure,
Merck), misir nisastas1 (Giines Nisastas1), PVA (yogunluk
0,4-0,6 g/cm®, saflik % 87,8, ZAG Kimya), sitrik asit (gida
safliginda, Aksu) ve Tween 80 (Sigma-Aldrich) kullanild1.

2.2 Biberiye Ekstresi

Rosmarinus officinalis L., Mentese, Mugla, Tirkiye’de
toplandiktan sonra bitki yapraklart metanol ile oda
sicakliginda 24 saat boyunca ekstrakte edildi. Ekstraksiyon
islemi ¢oziicii yenilenerek 4 kez tekrarlandi. Rotary
evaporator ile ¢Oziiclisii uzaklastirilan ekstre kullanilana
kadar +4°C’de muhafaza edildi.

2.3 Filmlerin Hazirlanmasi

Bu calismada PVA/Nisasta, PVA/Nisasta/Biberiye
Ekstresi, PVA/Nisasta/Biberiye Ekstresi/Kaolin esaslt dort
farkli kompozit film dokme metodu ile tiretildi (Sekil 1).
Filmlerin kompozisyonu Tablo 1’de gosterilmektedir.
PVA/Nisasta/Ekstre/Kaolin filmini (PS3-PS4) iiretmek
icin PVA (4 g) distile su (20 mL) igerisinde 70°C’de ve 60
rpm hizda karigtirilarak PVA ¢ozeltisi elde edildi. Uygun
miktarda nisasta jellestirildi. PVA sulu c¢ozeltisi ve
jellestirilmis nisasta birlestirilerek 70°C’de 30 dk
karistirildi. Kaolin saf suda (5 mL) vortex Kkaristirict
yardimiyla dagitild1 ve ¢ozeltinin igerisine eklenerek 30 dk
karigtirildi. Ardindan biberiye ekstresi (0.05 g) metanolde
(5 mL) cozilerek karigima eklendi ve yarim saat
karigtirildi.  Elde edilen homojen ¢6zeltinin igerisine
Tween 80 (50 pL) ilave edildi ve 30 dk boyunca ortam
sicakliginda karistirtldi. Ayr1 bir beherde sitrik asit saf
suda ¢Ozdiriilerek karismakta olan ¢ozeltinin igerisine
ilave edildi. Yarim saat sonra, gluteraldehit (25 pL)
¢ozeltiye eklenerek 10 dk karigtirildi. Elde edilen ¢ozelti
stk gozenekli siizgecten siiziilerek 40 mL ¢ozelti cam petri
kabina (12 cm) dokiildi. Kurutma islemi 40°C etiivde 2
saat boyunca gerceklestirildi. Filmler etiivden alindiktan
sonra 1 gece boyunca ¢eker ocak altinda muhafaza
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edildikten sonra agzi kilitli plastik torbalarda muhafaza
edildi. PVA/Nisasta/Ekstre (PS2) ve PVA/Nisasta (PS1,
kontrol filmi) kompozit filmleri de ayn1 asamalar takip
edilerek sirasiyla kaolin ve ekstre-kaolin icermeyecek
sekilde hazirlandu.

VA Tellegmiy

Cazeltisi Migasta

Eaplin

PVA + Nigasta Karigim

s

Elztre
cdzeltisi

PVA + Nizasta + Kaolin
Coseltisi

JFI-

Sirik dsit

Caeltist —
| PVA + Nigasta+ Kaolin g
+ Eksire Cozelrist
Glureraidehit
PVANizasta Kaslin/Biberive

Elstresi Kongposit Film

Sekil 1.Kompozit film tiretimi akis semasi

Tablo 1. PVA / musir nigastast esasli kompozit filmlerin
kompozisyonu

Numune PVA Nisasta Biberiye Kaolin Sitrik
Kodu % (% Ekstresi @ wiw Asit
wiv)  wiv) (% w/v polimer (% wiw

polimer ¢ozeltisi)  polimer
¢ozeltisi) agirhigl)

PS1 80 20 - - 10

pPs2 80 20 0.1 - 10

PS3 80 20 0.1 1 10

Ps4 80 20 0.1 3 10

(a) (b)

PS3 PS3

Sekil 2. PVA/Nisasta/Biberiye Ekstresi/Kaolin a) film ¢ozeltisi
b) filmi dijital kamera goriintiisi
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2.4 Filmlerin Karakterizasyonu

FT-IR analizi: Filmlerin FT-IR spektrumu, 4000-500
cm™? tarama araliginda ve 4 cm ¢oziiniirliikte Thermo
Scientific Nicolet i550 spektrometresi kullanilarak elde
edildi.

i¢c yapi tayini: Film cozeltisini olusturan polimer ve katk1
maddelerinin i¢ yapilari stereo mikroskop (Leica M125,
Leica Mi- crosystems; Heerbrugg, isvigre) ile belirlendi.
Filmlerin i¢ yapilart optik mikroskop (Nikon Eclipse
LV150N, Japonya) ile belirlendi.

Mekanik ozellikler: Filmlerin mekanik 06zellikleri,
Shimadzu AGS-X universal test cihazi ile ASTM D882
standardina gore gerceklestirildi.

Kalinhik: Filmlerin kalinlig1 5 ayr1 noktadan Asimeto ABS
tip dijital kumpas ile belirlendi.Bu amagla her bir filmin 5
farkli noktasindan 6l¢iim yapildi ve ortalamasi alindi.

Su absorpsiyon kapasitesi: Film ornekleri 2 cm x 2 ¢cm
boyutunda kesildi ve kuru agirhklart (Win) tartildi.
Ardindan, numunelerin kare oOrnekleri, 24 saat boyunca
oda sicakligi sartlarinda bulunan 20 mL su icine
daldirildi.Siire sonunda suyun i¢inden alinan numunelerin
islakligt kagit pecete yardimiyla hafifce alindiktan sonra
islak agirhigimi (Wye) Olgmek igin tartildi. Filmlerin su
emme kapasitesi asagidaki formiil ile hesaplandi (Abdullah
ve Dong 2019, Mathew ve ark. 2018a).

Wyas—Wkuru
Wkuru

Wabs(%) ] x 100 )
Suda ¢oziiniirliik: Su absorpsiyon testlerinden elde edilen
tim sismis numuneler,60°C’ye ayarlanmig etiivde
(ECOCELL 55 L) 24 saat bekletildi. Etiivden alindiktan
sonra oda sicakligima kadar soguyan numunelerin kuru
agirlik  (Wson) tartimt yapildi. Numunelerin suda
¢Ozliniirliighi asagidaki formiil kullanilarak hesapland

(Taghizadeh ve ark. 2013).

Wkuru—-Wson
Wkuru

Ws(%) = ] x 100 @)
Antioksidan aktivite: Filmlerin antioksidan aktivitesi
Darie-Nita ve ark. (2018) metoduna goére belirlendi.
Sonuglar ii¢ deneyin ortalamasitstandart sapma seklinde

gosterildi.

3. Bulgular ve Tartiyma

3.1 Kalinlik, Su Absorpsiyon Kapasitesi ve Suda
Coziiniirliik

Kompozit filmlerin kalinlik, su absorpsiyon kapasitesi ve
suda ¢oziiniirliik degerleri Tablo 2’de gdosterilmektedir.
Filmlerin kalinlig1 0,33-0,36 mm araliginda degismektedir.
Kaolin ve biberiye ekstresi ilavesinin filmlerin kalinhiginda
artisa neden oldugu ve bu artisin ilave edilen kaolin
miktarmin %1’den %3’e artmast ile siirdiigii belirlendi. Bu
sonug film ¢ozeltisindeki katt madde miktarindaki artistan
dolayidir. Benzer bulgular Jafarzadeh ve ark. (2016)
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tarafindan gergeklestirilen nano-kaolin katkisinin irmik
unu esasl filmlerin 6zelliklerine olan etkisinin belirlendigi
calismada elde edilmistir. Kitosan/kaolin esasli filmlerin
kalinliginin da artan miktarda kaolin ilavesi ile arttig1 ve
kalimhigin filmin seffafligi hakkinda bilgi verebilecegi
belirtilmistir (Neji ve ark. 2020).

Su absorpsiyonu, kompozitlerin uygulanmasini
degerlendirmede Onemli bir parametredir (Lu ve ark.
2012). Deney sonuglari PS1 filminin su absorpsiyon
kapasitesinin %239,74 oldugunu gosterdi. Sadece biberiye
ekstresi ile zenginlestirilen film (PS2) kontrol numunesi
(PS1) ile karsilagtirildiginda filmin su absorpsiyon
kapasitesinin diisiik oranda distiigii saptandi. Kaolin
ilavesinin  PS3 ve PS4 fimlerinin su absorpsiyon
kapasitesinin PS1 filmine oranla sirasiyla yaklasik 1,70-
1,90 kat arttig1 gozlemlendi. Bu artig killerin hidrofilik
yapida olmasindan ve su molekiillerinin, kil kristallerinin

yanal genislemesine neden olmasindan kaynaklanmaktadir
( Taghizadeh ve ark. 2013).

Filmlerin suda ¢6zlniirligiiniin ekstre ve ekstre-%1 Kil
ilavesi ile azaldigi belirlendi. Benzer sonuglar metil
seliiloz/montmorillonit (Tung¢ ve Duman, 2010) ve
kitosan/kaolin esasli (Neji ve ark. 2020) filmlerde
gozlemlenmistir. Bu durum biyopolimer matris ile ekstre
ve kaolinin hidroksil gruplari arasindaki hidrojen
baglariningiiglii etkilesimi ile filmin bariyer 6zelliklerinin
artmasindan  ve  dekompozisyonunun azalmasindan
kaynaklanmaktadir (Neji ve ark. 2020, Chen ve ark. 2019,
Jafarzadeh ve ark. 2016). Kil miktarindaki artig filmin
¢ozlinmesini arttirmistir ¢linkli aglomere olan kaolin suyun
filme daha kolay girmesine sebep olmustur (Johansson ve
Clegg 2015).

Tablo 2. Kompozit filmlerin kalinlik, su absorpsiyon kapasitesi
ve suda ¢oziiniirliik degerleri

Numune Kodu  Kalinlik (mm) Wabs (%) Ws(%)
PS1 0,33 239,74 15,14
PS2 0,34 229,67 14,17
PS3 0,34 402,68 12,72
PS4 0,36 454,30 18,58

3.2 FT-IR analizi

Kompozit filmi olusturan polimerler ve katki maddelerine
ait FT-IR spektrumu Sekil 3’de verilmektedir. PVA,
nisasta, ve biberiye ekstresinde 3500-3100 cm araliginda
bulunan genis bant hidroksil grubunu temsil etmektedir
(Terzioglu ve Parin 2020). PVA’a ait spektrum
incelendiginde 2935 ve 1732 cm™de sirasiyla CH;
asimetrik gerilme ve C-O gerilme pikleri tespit edildi
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(Parin ve ark. 2020). CH gruplariminn deformasyon
titresim piki 1404 cm™’de goriilmektedir (Bal-Oztiirk ve
Akgiiner 2020). Nisastaya ait spektrumda ise 1160 ve 1100
cml’deki pikler glikosidik bag titresiminin bir kaniti
olarak C-O-C gerilmesine aittir (Dolaz ve ark. 2017).
Ayrica, 933 cmt’deki pik C-O gerilmesini temsil ederken,
873 cm¥’deki pik ~CH deformasyonunu gostermektedir
(Karahan-Toprakei1 ve ark. 2019).

Kaolin i¢in -OH’a ait pikler 3688 ve 3618 cm™’’de
gozlemlendi. 1005 ve 1032 cm'’de Si-O gerilme, 912
cm?’de Al-Al-OH gerilme ve 796 cm¥’de Si-O-Al gerilme
pikleri tespit edildi. Ayrica, 682 ve 534 cm®’deki pikler Si-
O ve Si-O-Al gerilmelerini temsil etmektedir (Kumar ve
Lingfa 2020).

Biberiye ekstresi, aromatik ve fenolik gruplar iceren ¢ok
cesitli organik molekiillere sahiptir. FT-IR spektrumu
incelendiginde biberiye metanol ektresininde bulunan
polifenoller ~1600 cm™’de tespit edildi. Ayrica, fenolik
gruplara ait C-H gerilmesi (2931 cm™), C=0 gruplari
(1740 cm™), C=C halka gerilmesi (1597 cm™ ve 1517
cm?l) ve C-OH gerilmesi (1264cm™ve 1029 cm™)
belirlendi (Estevez-Areco ve ark. 2018, Eskandarabadi ve
ark. 2019).

va o R N ——
@ ‘ ]
&
E Kaolin
7]
=
= [Biberive ) S S
Ekstresi
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Dalga Boyu (cm™)

Sekil 3. PVA, nisasta, kaolin ve biberiye ekstresinin FT-IR
spektrumu

Kompozit filmlerin FT-IR spektrumu Sekil 4’de
gosterilmektedir. PVA/Nisasta kompozit filminin (PS1)
FT-IR spektrumu incelendiginde OH gruplarinin gerilmesi
(3400- 3200 cm™®), C=0 gerilmesi (1712 cm™), CH;
biikiilme (1420 cm™), CO gruplarmin deformasyon
titresimi (1330 cm™), CH grubu sallanma titresimleri
(1240 cm™y’ne ait karakteristik pikler belirlendi (Popescu
ve ark., 2018). PVA/nisasta filmine biberiye ekstresinin
ilavesi (PS2) ile 2920 cm™’de bulunan CH, metil grubuna
ve C=0O gerilmesine ait piklerin yogunlugunda artis
meydana gelmistir. PS2 filminde 1024 cm™’deki artis
biberiye ekstresindeki aromatik bilesiklerden dolayidir
(lonita ve ark., 2015). Kil-ekstre iceren filmlere (PS3-PS4)
ait spektrumlar incelendiginde 2929 ve 2904 cm™’de iki
adet yeni pik olustugu belirlendi. Ozellikle %3 kil igeren
filme (PS4) ait spektrum PS1 filmi ile karsilagtirildiginda
1712, 1372, 1240, 1020 ve 838 cm™’deki piklerde artis
meydana geldigi goriilmektedir. Bu degisimler kil-ekstre-



E. Kavas ve ark.

polimer matris bilesenleri arasindaki etkilesimlerden
kaynaklanmaktadir.
s
-~ NNl v ol |
e \ T P /\ A~
é A /’/I A :’/N : \-\ Ps1
w ‘ | T
(-3 ~ . ! Ulpa f
= | - \) {
b ] |
E
£
&
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Sekil 4. Kompozit filmlerin FT-IR spektrumu
3.3 Mekanik Ozellikler

Ambealajlardan igerisindeki malzemelerin depolanmasi ve
tasinmast swrasindaki slirecte uygun mukavemet ve
esneklige olmasi beklenmektedir. Kompozit filmlerinin
mekanik davranisi, polimer zincirindeki molekiiller arasi
ve molekiiller i¢i etkilesimlerin dagilimi ve yogunlugu ile
yakindan iligkilidir (Kasai ve ark. 2018). Kompozit
filmlerin mekanik 6zellikleri Tablo 3 ve Sekil 5 ’de
gosterilmektedir.

PVA/nisasta kompozit filminin (PS1) kopma gerilmesi
48,26 + 3,46 MPa ve kopma uzamasi% 1,71 £ 0,025
olarak belirlendi. Literatiir ¢alismalar1 incelendiginde
gliserol ile plastiklestirilen PVA:Nisasta oran1 70:30 olan
filmlerin kopma gerilmesinin ve kopma uzamasinin
sirastyla 24 MPa ve % 27,5 (Jose ve ark. 2017) iken
PVA:Nisasta oran1 50:10 olan filmlerin bu 6zelliklerinin
18.4 MPa ve %184 (Wu ve ark. 2019) oldugu rapor
edilmistir. Bu ¢alismada, PVA:Nisasta oraninin 80:20
olmast ve plastiklestirici olarak sitrik asitin ve ozellikle

capraz  baglayict  olarak  gluteraldehitin  birlikte
kullanimmin  filmlerin kopma gerilmesini arttirdigi
belirlendi. Singha ve Kapoor (2014) tarafindan

gergeklestirilen c¢alismada da PVA/Nisasta blendlerine
sitirik asit ile birlikte gluteraldehit kullaniminin filmlerin
kopma gerilmesini arttirdig1 belirtilmistir.

Filmlere ekstre ve kaolin-ekstre ilavesinin filmlerin
mekanik oOzelliklerini iyilestirdigi tespit edildi. Mekanik
ozelliklerdeki artis film kompozisyonunu olusturan
malzemelerin iyi etkilesim gosterdigini ve uyumlu
oldugunu ortaya koymaktadir. Biberiye ekstresinin ilavesi
ile kontrol filminin (PS1) kopma uzamasi %1,71 =+
0,02°den %2,54 + 0,44’e ¢ikt1. Farkli bitki ekstreleri igeren
biyofilmlerde benzer bulgular raporlanmistir (Nouri ve
Nafchi 2014, Ju ve ark. 2019). Kopma uzamasindaki artig
biberiye ekstresinde bulunan fenolik bilesikler ile PVA ve
nisasta molekiilleri arasindaki molekiiller arasi etkilesimler
ile iligkilidir (Homayouni ve ark. 2017, Ju ve ark. 2019).
En yiiksek kopma uzamasinin PS3 filmine ait oldugu tespit
edildi. Kaolin miktarmin %1’den %3’e ¢ikarilmasi
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durumunda kopma uzamasinin azaldigi belirlendi. Bu
durumun %3 oraninda kaolinin aglomere olmasindan ve
film matrisinde yeterince homojen bicimde
dagilmamasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir
(Guo ve ark. 2019). Sonuglar, ekstre ve kaolin-ekstre
ilavesinin filmlerin esnekligini arttirdigini gosterdi.

Filmlerin kopma gerilmeleri incelendiginde ekstre ve
kaolin-ekstre ilavesinin filmin kopma gerilmesini ve
elastik modiiliinii arttirdig1 belirlendi. Java erigi ekstresi
iceren PVA esashi filmlerin kopma gerilmesinin az
miktarda ekstre ilavesi ile arttigi artan miktarda ekstre
ilavesinin ise kopma gerilmesinde diisiise neden oldugu
belirtilmistir (Kasai ve ark. 2018).
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Sekil 5. Kompozit filmlerin mekanik 6zellikleri a) elastik modiil
b) kopma gerilimi ¢) kopma yiizdesi
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Tablo 3. Kompozit filmlerin mekanik 6zellikleri

Numune Elastik Kopma Kopma

Kodu Modiilii Gerilmesi Uzamasi (%)
(MPa) (MPa)

PS1 3851,76 + 48,26 +£3,46 1,71 £0,02
306,55

PS2 4444,62 + 66,68 + 5.47 2,54 +0,44
632,05

PS3 4033,58 + 49,34 +£2.24 3,87 +0,22
100,26

PS4 4081,95 = 69,95+ 12,17 2,29 +£0,45
227,81

3.4 Morfoloji

PVA, nisasta, biberiye ekstresi ve kaolinin optik

mikroskop gorintiileri Sekil 6’da verilmektedir. PVA
taneciklerinin  diizensiz sekillere ve farkli pargacik

boyutlarina sahip oldugu goriilmektedir. Biberiye ekstresi
ve kaoline ait taneciklerin ise aglomera oldugu belirlendi.

Sekil 6. PVA, nisasta, biberiye ekstresi ve kaolinin optik
mikroskop goriintiileri (2.5 kX)

Kompozit filmlerin optik mikroskop goriintiileri Sekil 7°de
verilmektedir. Film yiizeylerinin heterojen olmakla beraber
birbirinden farkli oldugu tespit edildi. PS3 filminin daha
homojen bir yiizey gorintiisiine sahip oldugu
belirlendi.PS4filmine ait gorintii incelendiginde yiiksek
konsantrasyonda  (%3) kaolin  ilavesinin  kaolin
partikiillerinin bir araya gelerek aglomere olmasina neden
oldugu ve film matrisinde heterojen dagilim gosterdigi
goriildi. Ayrica, kaolin partikiillerinin dairsel sekle sahip
oldugu gozlendi.
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3.5 Antioksidan Aktivite Calismalar:

Oksidatif reaksiyonlar, gida maddelerinin goriiniimiinii,
besin degerini ve kalitesini olumsuz yonde etkileyerek
renk degisikligini, eksimeyi ve kot tatlarin gelisimini
tesvik eder (Liu ve ark. 2019). Antioksidanlar, oksitleyici
zincir reaksiyonlarini sonlandirarak serbest radikalleri

temizleyebilen mikrobilesenlerdir (Eskandarabadi ve ark.
2019). Bu yiizden antioksidan aktivite aktif paketleme igin
onemli bir ozelliktir. ABTS* katyonu radikal giderim ve
DPPH serbest radikal giderim metodu paketleme
filmlerinin antioksidan kapasitesini degerlendirmek i¢in
yaygin olarak kullanilmakatadir.

Filmlerin antioksidan aktivitesi ABTS* katyonu radikal
giderim ve DPPH serbest radikal giderim metodu ile
belirlendi. Elde edilen sonuglar Tablo 4 ve Tablo 5’de
gosterilmektedir. PV A/nisasta esasli kontrol filmi olduk¢a
diistik antioksidan aktivite gosterdi. Her iki yontemde de
en yiiksek antioksidan aktivitenin PS2 filmine ait oldugu
ve PS4 filminin aktivitesinin bu filme yakin oldugu
belirlendi. Sonu¢ olarak, biberiye ekstresinin polimer
matrise ilave edilmesi ile filmlerin  antioksidan
aktivitelerinin arttigi g6zlemlendi. Bu durum, biberiye
ekstresinin antioksidan 06zellige sahip karnozik asit,
karnosol, rosmarinik asit gibi fenolik bilesiklerce zengin
bilesimi ile iligkilidir (Song ve ark. 2020). Biberiye
ekstresi ile birlikte kaolin ilavesinin filmlerin aktivitesini
az bir miktar diisiirdiigii belirlendi. Benzer sonuglar,
Eskandarabadi ve ark. (2019) tarafindan gergeklestirilen
calismada antosiyanin, biberiye ekstresi ve ZnO/ demirle
sabitlenmis montmorillonit takviyeli etilen vinil asetat
esaslt aktif akilli filmler i¢in raporlanmistir. Biberiye
ekstresi ve antosiyanin ilavesi ile filmlerin antioksidan
aktivitesi artarken, diger katkilarla birlikte filmlerin
aktivitelerinde diisiiy meydana gelmistir. Bu durumun
katki maddelerinin eszamanl varliginin sinerjik etkisinden
kaynaklanabilecegi  belirtilmistir. ~ Ayrica,  Pifieros-
Hernandez ve ark. (2017) da kasava nisastasina biberiye
ekstresi ilavesi ile filmlerin polifenol igeriginin arttigini ve
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boylece filmlerin DPPH yontemine gore antioksidan
aktivitelerinde artig oldugunu bildirmistir.

Tablo 4. Kompozit filmlerin ABTS* katyonu radikal giderim
aktiviteleri

ABTS* katyonu radikal giderim aktivitesi

(% Inhibisyon)
Numune Kodu 100 pg/ml 200 pg/ml 400 pg/ml 800 pg/ml
PS1 5,18£0,5 17,67+0,9 23,76+0,5 37,85+0,4
PS2 46,79+1,1 52,56+0,8 64,4303 72,99+1,1
PS3 29,0941,2 37,6704 41,01+12 54,18+0,8
PS4 33,02+0,2 42,44+0,7 54,12+1,0 68,07+1,0
BHA 82,6340,2 86,7£0,2 90,75+0,2 95,8949, 1
a-Tokoferol 81,81+£0,1 85,83+0,2 88,79+0,1 94,96+0,2

Tablo 5. Kompozit filmlerin DPPH serbest radikal giderim
aktivitesi

DPPH serbest radikal giderim aktivitesi

(% Inhibisyon)
100 200 400 800

Numune Kodu pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
PS1 17,05+1,2 27,45+1,3 38,87+1,0 41,55+1,0
PS2 38,21+0,7 49,16£0,5 54,64+0.8 63,64+0,8
PS3 33,1120,3 40,56£0,3 45,15+0,1 51,07+0,2
PS4 2925+1,0 36,98+0,7 48,15+0,7 59,09+0,8
BHA 86,5840,2 88,36+0,3 97,79+0,1 96,05+0,1
a-Tokoferol 87,7£0,2  90,07+0,2 94,74+0,1 96,12+0,1
4. Sonug¢

Cozelti dokiim yontemi ile antioksidan ozellige sahip
biberiye ekstresi ve kil igeren PVA-nisasta esasli filmler
basarili bir sekilde elde edildi. Filmlerin su absorpsiyon
kapasitesinin = % 239,74-454,30 araliginda degistigi
belirlendi. En yiiksek su absorpsiyon kaapsitesine sahip
olan filmin %0,1 biberiye ve %3 kaolin igeren ornek
oldugu tespit edildi. Mekanik o6zellikler incelendiginde
PV A/nigasta esasli filmin mekanik 6zelliklerinin ekstre ve
kil ilavesi ile iyilestigi gozlemlendi. Yine %0,1 biberiye ve
%3 kaolin igeren filmin en yiiksek kopma gerilmesi
degerini (69,95 + 12,17 MPa) sergiledigi belirlendi.
Beklenen bir sonug¢ olarak PVA/nisasta esasli filmlere
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biberiye eksteresini ilavesi ile filmlerin in vitro
biyoaktivitelerinin 6nemli 6l¢iide arttigi belirlendi. Sadece
biberiye ekstresi i¢eren film ise en iyi ABTS+ katyonu
radikal giderim (% 72,99+1,1) ve DPPH serbest radikal
giderim kapasitesi (% 63,64+0,8) sergiledi. Genel olarak
sonuglar, bu filmlerin aktif gida ambalaj filmi
uygulamalari i¢in potansiyel adaylar olarak
degerlendirilebilecegini ortaya koydu.

Yazar katkilari:

Eslem KAVAS: Deneysel ¢alismalarin gergeklestirilmesi
ve makalenin yaziminda katki saglamistir.

Pmar TERZIOGLU:Deneysel galismalarin planlanmasi,
yiriitiilmesi, sonuglarin degerlerndirilmesi ve makalenin
yaziminda katki saglamistir.

Meltam TAS: Antioksidan aktivite calismalarinda gorev
almastir.

Fatma Nur PARIN: Filmlerin karekterizasyonunda (FT-IR
optik mikroskop ve mekanik test) gérev almistir.

Cigdem KUS: Biberiyeden ekstre eldesini
gergeklestirmistir.
Selguk KUCUKAYDIN: Antioksidan aktivite

calismalarinda gorev almustir.

Mehmet Emin DURU: Antioksidan aktivite ¢aligmalarinda
gorev almistir.

Cikar catismasi aciklamasi:

Calismamizi etkileyecek bir ¢ikar ¢atigmasi yoktur.
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Ozet: Kirikkale Kapulukaya barajindan izole edilen ve TAP (Tris-Acetate-Phosphate) besiyeri, Nitrat eklemeli TAP besiyeri (N-
TAP), Kirikkale Universitesi kampiis golii (GOL), Makina ve Kimya Endiistrisi Kurumu (MKEK) atik suyu olmak iizere 4 farkl
besi ortaminda yetistirilen mikroalg Chlorella vulgaris’in biiyiime parametreleri (hiicre sayimi, optik yogunluk ve Klorofil-a) takip
edilmigtir.

Hizl1 biiylime evresinde, besin tuzlarindan azotun besi yeri konsantrasyonlari tedrici olarak azalmasina ragmen, fosforun azalmayip
yatay sekilde degerler gosterdigi saptanmustir. Alglerin kimyasal strateji olarak ortamda baskin bulundugu diisiiniilen H2PO4
formunun kullanilmasia éncelik verdigi bu formun tiikenmesini takiben HPO42 formunu (besi yerlerine gére MKEK ve GOL
i¢in 8. glin, TAP ve N-TAP i¢in 12. giin) kullanmaya basladiklar1 tahmin edilmektedir. Bu durum, mikroalglerin hiicre kiiltiirii
stiresince en iyi hayatta kalma yontemlerini segerken, makroelementler arasindaki doniigiimlere bagvurdugu ve hasat sonunda nihai
bir sonug olarak ortaya ciktig1 seklinde degerlendirilmistir. Makromolekiiller arasindaki degisimler (FTIR analizi), besin tuzu (N
veya P veya her ikisi ayni anda) agligina dayali stres kosullarinin biiyiimeyi yavaslattigina, buna karsin metabolik karbon ihtiyacinin
karbohidratlardan saglandigina isaret etmistir.

Hasat1 gergeklestirilen alglerin toplam protein miktar sirasiyla; N-TAP (2.17 mg/BSA), TAP (1.96 mg/BSA), MKEK atik suyu
(0.87 mg/BSA) ve GOL besi ortami (0.69 mg/BSA) olarak tespit edilmistir. Tiim besi ortamlarinda (HPLC analizi), Arjinin amino
asidi en yiiksektir. N-TAP ve TAP besi ortamlarinda yetigen alglerin esansiyel ve esansiyel olmayan amino asit i¢erikleri yaklagik
5 kat daha yiiksektir. Calismada kullanilan atik su ve dogal su ortamlari, N-TAP ve TAP besi yeri kontrol ortamlariyla rekabet eder
seviyede bulunmamigtir. Bunun sebebi, yeterli azot konsantrasyonlarina karsin fosforun sinirlayici roliiniin daha belirgin olmasidir.
Anahtar Kelimeler: Mikroalg, Chlorella vulgaris, Amino asit, Protein, HPLC analizi

Comparison of total protein and amino acid compositions of microalgae Chlorella vulgaris grown in different growth media

Abstract: The microalgae species, Chlorella vulgaris, isolated from Kapulukaya Reservoir (Kirikkale), were subjected to four
different growth media, being (i) Tris-Acetat-Phosphate (TAP), (ii) Tris-Acetat-Phosphate enriched with N (N-TAP), (iii) Kirtkkale
University Campus Lake Water (LW) and (iv) Waste Water from Mechanical and Chemical Industry Company (MKEK) in order
to compare its growth by monitoring the parameters, cell count (CC), Optical density (OD) and Chlorophyll-a (Chl-a).

During the log phase, gradual decreases detected at nitrogen concentrations in all media except for N-riched medium (N-TAP)
were not synchronously pronounced at phosphorus concentrations. This was speculated that H2PO4", being one of the two species
of phosphorus acquired for growth, was used preferably until exhaustion, and then the other species HPO 42 was resorted to utilize
on day 8 for MKEK and LW, and day 12 for TAP and N-TAP medium. When the differences on the respective amounts of
macromolecules occurring as a results of different media and the algal growth on them were analysed , stress conditions due to
either P or N starvation or both caused declines at growth but evoked the use of carbohydrates as a carbon source for metabolic
demand.

Amounts of total protein measured on the harvested biomass were found to be 2,17 mg/BSA (N-TAP), 1,96 mg/BSA (TAP), 0,87
mg/BSA (MKEK) and 0,69 mg/BSA (LW), respectively. The amount of Arginine was profoundly higher amongst amino acids in
all growth media. Both essential and non-essential amino acids were five-fold higher in N-TAP and TAP media compared to waste
water (MKEK) and LW. This suggested a general conclusion that the used natural waters (MKEK and LW) were not compatible
enough with the controlled media (TAP and TAP-N media) due mainly to that in natural waters phosphorus limited the growth
despite efficient N levels.

Keywords: Microalgae, Chlorella vulgaris, Amino acid, Protein, HPLC analy
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1. Giris

Kiiresel niifusun 2050 yilina kadar iigte bir oraninda artmasi
beklenmektedir. Bu hizli niifus yiikselisi gida {iretimine
olan ihtiyacin %70 artacagi anlamima gelmektedir. Bu
yliksek artig ile birlikte gida iiretiminde yetersiz kaynak ve
hammadde gibi bir takim sorunlarin olugmasina neden
olabilecegi Ongoriilmiistiir. Alternatif kaynaklara olan
ihtiyacin, 6zellikle protein ihtiyacinin kisa siirede tedarik
edilmesi beklenen ana besinlerden oldugu bilinmektedir
(Becker, 2007).

Tarimsal {iriinlerden elde edilmekte olan proteinin,
gelecekte, ekilebilir arazi daralmasi, sentetik giibrelerin
neticesinde tatli su ve denizel kirlilik (6trofikasyon) vb.
nedenlerden dolayr ihtiyact karsilayamayacagi tahmin
edilmektedir. Glinliimiizde, alg biyokiitlesi, hayvan yemi ve
biyoyakit iiretimi i¢in potansiyel bir kaynak haline gelmis
ve mikroalgler en dnemli alternatif protein kaynaklarindan
biri olarak degerlendirilmeye baslanmistir (Angel ve ark.,
2016). Baz1 deniz yosunu ve mikroalg tiirlerinin geleneksel
protein kaynaklari olan et, siit, yumurta, balik gibi gidalarla
benzer protein seviyeleri igermektedir (Angell, 2016). Su
yosunlarinin (algler), ek gida iiretimi veya diger endiistriyel
gida, hayvan yemi ve katki maddeleri {iretimi icin
kullanilabilecek 3. nesil hammadde kaynagi olarak
kullanilmasi politikalar1 da giindeme alinmistir (Otten ve
ark., 2006). Deniz alglerinin protein igerigi tiirlere gore
degisebildigi ve kuru agirligin %9-26's1 proteinden olustugu
tespit edilmistir (Bleakly ve Hayes, 2017). Mikroalglerin
ise, kuru agirhgmmn %6-71’1 proteinden olustugu
gosterilmigtir (Richmond, 2004; Becker, 1994). Ayrica;
vitamin, mineral agisindan da zengin oldugu bilinen bazi alg
tiirlerinin bu 6zellikleri sayesinde insan saglig1 i¢in 6nemli
faydalarinin oldugu bildirilmistir (Bleakly ve Hayes, 2017).
Mikroalglerin  saghikla iligkili katkilart ¢ok sayida
arastirmaya konu edilmis durumdadir (Md. Asraful ve ark.,
2020; Clemens ve Steven, 2016).

Biyokiitlenin iiretim maliyetini azaltmak icin, mikroalg
iretiminde atik su aritma ve/veya atik su kullanilmasi,
siklikla bagvurulan yontemlerden birisi olmustur. Alglerin
attk su antimmda kullanilmalarinda basarilt sonuglar
sagladigi, yapilan pek c¢ok calismayla kanitlanmistir.
(Richmond, 2004; Becker, 1994). Organik maddece zengin
sularda algler, fotosentez yaparak serbest oksijen iiretir ve
bu sekilde organik maddenin aerobik bakteriyel
oksidasyonunu desteklerken ayni zamanda oksidasyonla
acgiga c¢ikan karbondioksit ve nutrientler, algler tarafindan
yeni biyomas iiretiminde kullanilmaktadir (Monfet ve Unc,
2017; Lu ve ark., 2016).

Bu caligmada, Kirikkale Kapulukaya barajindan izole
edilen Chlorella vulgaris, TAP (Tris-Acetate-Phosphate)
besiyeri, Nitrat eklemeli TAP medium (N-TAP), Kirikkale
Universitesi kampiis golii (GOL), Makina ve Kimya
Endiistrisi Kurumu (MKEK) atik suyu olmak iizere 4 farkli
besi ortaminda yetistirilerek aminoasit miktarlar
Ol¢iilmiistiir. Dogal atik sular ve hazirlanmig besi
ortamlarinda alg biiylimesi ve aminoasit miktarlari
karsilagtirmak suretiyle degerlendirilmistir.
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2. Materyal ve Metot

Kirikkale Kapulukaya barajindan izole edilen, 4 farkli besi
ortaminda yetistirilen Chlorella vulgaris tiiriiniin Klorofil-a
Ol¢iimii, optik yogunluk Ol¢iimii, hiicre sayim islemi,
besiyeri nitrat 6lglimii, alglerde toplam protein miktari,
aminoasitlerin HPLC analizi, FTIR cihaz1 ile organik
bilesik 6l¢iimii yapilmistir.

2.1. Klorofil-a Olgiimii

Iki mL alg 6rnegi 15000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilip
besiyerinden uzaklastirilmistir. iki mL aseton ile muamele
edildikten sonra vortekslenen numune, 15 dakika 80 “C’de
sonikatdre konmustur. Bes dakika 15000 rpm’de santrijiif
edilmis ve siipernatant kismi alinarak pellet kismi1 atilmistir.
Siipernatant kismu ELISA’da olciimler icin -86 C%de
saklanmistir (Jeffrey ve Humphrey 1975).

Optik Yogunluk (OD) Olgiimii: AquaPen-C AP-C 100
marka cihaz kullanilarak Optik Yogunluk (OD) dlctimii
yapilmistir. Ayrica, OD680 nm, OD720 nm, QY ve OJIP
parametreleri bir giin ara ile kaydedilmistir (AquaPen
Operation Manual).

2.2. Hiicre Sayim Islemi

Orneklerden saymim icin  sedimentasyon tiiplerine
(Uthermol) alinan 30 pl alg soliisyonu 2970 pL distile su ile
seyreltilmis ve 30 pL Lugol ¢ozeltisi eklendikten sonar
sedimentasyonun tamamlanmasi i¢in 3 saat bekletilmistir.
Sedimente olan bireylerin inverted mikroskop altinda
sayimlar1 gerceklestirilmistir.

2.3. Besiyerinde Nitrat Olciim

Inkiibasyona birakilan besi ortamlarindan giin asir1 2 mL
besiyeri Ornekleri alinarak iyon kromatografisi (IC)
cihazinda nitrat ve fosfat analizleri yapilmustir.

2.4. Alglerde Toplam Protein Miktar: Tayini

On muamele igin 10 mg alg 6rnegi, 10 mL lizis tamponu
icinde c¢ozdiirilmiistir. Cozdiirilen alg ornegi 1 dk.
boyunca homojenize edilmistir. Ardindan sivi azot iginde
dondurularak oda sicakliginda erimeye birakilmistir. Tekrar
stvi azot i¢inde dondurulmus ve on dakika sonike edilmistir.
Sonikasyonun ardindan yirmi dakika 15000 rpm’de +4°C
sicaklikta santrifiij edilmistir. On muamele edilmis
biyokiitlenin toplam protein miktarini dlgmek i¢in Lowry
(Lowry ve ark., 1951) yontemi uygulanmustir. Standartlarin
hazirlanmasinda 0.2-10 mg aras1 BSA tartilmis ve 10 mL
lizis tamponu iginde ¢dzdiiriilmiistiir. Siipernatantlardan ve
protein standartlarindan 100’er pL olarak hazirlanan
karigima, 100 pL %10’luk SDS solisyonu eklenmis,
ardindan 100 pL reaktif A eklenerek vortekslenmistir.
Karigimin 50 pL’si alinmis ve 200 pL reaktif C eklenmistir.
10 dk. karanlikta oda sicakliginda bekletilmistir. 20 pL
reaktif C solisyonu eklendikten sonra 45 dakika boyunca
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. 750 nm’de ELISA’da
6l¢lim yapilmistir. Kimyasallar Reaktif A (40 mg NaOH 10
mL distile su i¢inde ¢ozdiriildii ve 0.2 g Na,COs eklendi),
Reaktif B (0.1 g NaKTartarat 10 mL distile su iginde
¢ozdiirildi ve 50 mg CuSO4 eklendi), Reaktif C ( 20 uL
reaktif B 1980 uL reaktif A ), Folin reaktifi (1 N), %10 SDS
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(5 mg SDS 100 mL distle su i¢inde ¢ozdiiriildii), Lizis
tamponu (5 mL lizis tamponu 50 mL distile su igerisinde
seyreltildi) (Lopez ve ark., 2010).

2.5. Aminoasitlerin Analizi (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC)

50 mg alg 6rnekleri 24 sa. 110°Cde 10 mL 6 mol HCI ile
hidrolize edilmistir. Hidrolizat 55°Cde vakum pompasi ile
kurutulmus ve 5 mL distile su ile tekrar ¢ozdiiriilmiistiir. On
islem sonucu Ozdiriilen numuneden ve aminoasit
standartlarindan 1 mL ependorflara alinmigtir. 500 pL
asetonitril ilave edilmistir. 24 pL  fenilizotiyosiyanat
eklenmis ve vortekslenmistir. 278uL trimetilamin eklenmis
ve vortekslenmistir. Yarim saat boyunca 70°C’de degas
yapilmis ve oda sicakligina gelene kadar beklenmistir. 198
pL HCI eklenmis ve vortekslenmistir. 5 dakika 15000
rpm’de santrifiij edilerek. 0.22 pm filtreden gegirilmistir.
HPLC ayrimlari, Alltech HPLC C18 kolonu (250 4,6 mm,
5 lm, Grace, IL, ABD) ile gerceklestirilmistir. Analiz, 1.0
ml.min-1 akis hizinda bir eliisyon sistemi kullanilarak
yapilmistir. Mobil faz A, 0.1 mol NaAcasetonitril (97:3,
v/v; pH 6.5) ve mobil faz B, acetonitril- chromatographic
grade suydu (4:1, v/v). Gradyan kosullar1 agagidaki gibidir:
0-13 dakika,% 100-93 A; 13-23 dk,% 93-77 A; 23-29 dak,
77-65% A, 29-35 dk,% 65-60 A; 35-40 dak; % 60-0 A; 40-
45 dakika,% 100 B. Amino asitler, bir UV dalga boyu
detektorii kullanilarak tespit edilmis ve tutma siirelerinin
gercek standartlarla  karsilagtirilmasiyla tanimlanmstir.
Niceleme, harici standart yonteme dayandirilmistir (Xie ve
ark., 2017).

2.6. Organik bilesik olciimii (Fourier Doniisiimlii Kizil
Otesi Spektrometresi, FTIR)

FTIR spekturumlari, ortam sicakliginda, Bruker Vertex 70
V marka model cihaz ile 400-4000 cm-! dalga sayisi
araliginda (MIR bolge) ATR atasmani kullanilarak elde
edilmistir.

3. Sonuclar
Chlorella  vulgaris populasyonunun, 1. gin ilk
orneklemesinde  gecikme (lag) evresinde oldugu

goriilmektedir. Bu evre muhtemelen ikinci glinde de devam
etmis ancak Orneklemelerin giin asirt gergeklestirilmesi
nedeniyle tespit edilememistir. Uciincii giinden itibaren
hizli bir biiylime evresine giren Chlorella kiimelerinin s6z
konusu biiylime davranisi genel olarak 8. giine (veya 10.
giine) kadar devam etmistir. Bu evrede biiylime hizi en
yliksektir. Bu evreyi, mikroalg biyokiitlesinin maksimum
seviyelere ulagtig1 ve nispeten yatay bir bilylime davranisina
geetigi, 8. ve 14. giinler arasinda tespit edilen “duragan ya
da yavaglama” (Stationary Phase) evresi takip etmistir.
Ondordiincii glinden itibaren ise, diisiis veya 6lim fazi
olarak adlandirilan evreye gecildigi gorilmiistiir. Log faz1
stiresince, hizli bir bilylimenin isareti olarak OD, Birey
Sayist ve Chl-a degerlerinde saptanan artiglar, besin
ortamlarma gore ¢cok az farklilik gdstermistir. Bu donemde,
MKEK ve GOL SUYU’na ait biiyiime degerleri TAP-
Kontrol ve N-TAP besi ortamlarina gore ihmal edilebilir
derecede olmasina ragmen daha fazladir. Oysa, 8. giinden
sonra ortaya ¢ikan duragan faz siiresince, MKEK ve GOL
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SUYU besi ortamlarina ait biyokiitlenin digerlerine oranla
farkedilir derecede daha yiiksek miktarlara ulasmis oldugu
gbzlemlenmistir (Sekil 1-a, b, ¢).

Chlorella vulgaris’in fotosentez (biiylime) esnasinda
kullandig1 nitrat (NOs!) ve fosfat (PO4*) bilesiklerini
ortamdan uzaklagtirma kabiliyetini belirlemek amaciyla
biliyiime parametreleriyle eszamanli gergeklestirilen analiz
sonuglar1 (Sekil 1-d, e), TAP (Kontrol) besi ortamindaki
azot derisimlerinin, biliylimenin bagindan sonuna kadar
tedrici olarak azaldigin1 gostermistir. Ozellikle 8. giine (log
fazinin sonuna) kadar olan bu azalma oldukga belirgindir ve
duragan evrede yatay bir seyir izleyerek devam etmistir. Bu
besi yerinde, fosforun baslangigtaki yiiksek derisimleri log
fazinin sonuna (8.giin) kadar bir azalma gostermemistir. Bu
tarihten sonraki duragan evrede once yavas ve sonrasinda
keskin bir diislis gostermistir. Azot zengini (N-TAP) besi
ortami, kontrol grubu ile benzer sekilde degisimler ortaya
koymus, ancak farkli olarak lag fazinda fosforun nispeten
kullanildigina isaret eden azalmalar sergilemistir (Sekil 5).
MKEK ve GOL SUYU besi yerlerinde ise, tahmin edildigi
iizere, besin tuzu derigimlerindeki degisimler ozellikle
fosfor agisindan nispeten farkli bir senaryo sergilemistir. flk
olarak, MKEK ve GOL SUYU besi ortamlarinin fosfor
baslangi¢ konsantrasyonlari, TAP ve N-TAP besi yerlerine
gore oldukea diisiiktiir. GOL SUYU besi ortamindaki fosfor
degerleri log faz1 sonuna kadar yatay bir seyir gosterdikten
sonra, 8. giinden itibaren (durgunluk fazinda) keskin bir
diisiis gostermis ve 10. gilinden itibaren tamamen
titketilmistir. En diisiik baglangi¢ konsantrasyonlarina sahip
MKEK atik suyunda ise, aymi sekilde duragan faza
gelindiginde ve devaminda neredeyse tamamen tiiketilmis
oldugu tespit edilmistir (Sekil 1-¢).

Biiytimenin diisiis evresine gegmesiyle birlikte hasat edilen
ve bu son iirtinlerde tespit edilen toplam protein miktarlar
Sekil 2°de gosterilmektedir. Buna gore, TAP-KONTROL
besi yeri ve N-TAP (nitrat eklemeli) besi yerine ait
biyokiitlede, diger besi yerlerine gore daha yiiksek toplam
protein miktarlari tespit edilmistir. Nitratin toplam protein
miktarin1 etkileyen en Onemli faktor olabilecegi not
edilmistir.

TOPLAM PROTEIN

I,

N-TAP

Absorbans

TAP
MKEK

GOL

Besi ortami

Sekil 2. Farkli besi ortamlarinda C. vulgaris’in toplam protein
miktar garfigi.
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Sekil 1. Farkl biiyiime ortamlarinda a) OD degerleri, b) Hiicre
sayilari, ¢) Chl-a degerleri, d) Nitrat (NO3) degerleri ve €) Fosfat
(P) degerleri zamana bagh grafikleri.

Farkli Dbesi yerlerinde biiylimesini tamamlayan C.
vulgaris’in  hasat  edilen biyomaslar1  igerisindeki
makromolekiillerin (Karbohidrat, lipit ve proteinler)
teshisleri ve miktarlar1 FTIR analizi ile belirlenerek
kargilastirtlmistir (tablo 1). Titresim batlarina bakildiginda
amid | (C — O germe titregimleri), amid 1l (N — H biikiilme
titresimleri)titresim bandlar1 esas alindiginda, 1740-1542
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cm? civarinda protein bandi, 3015-2854 cm™* civarinda lipit
(C=0) bands, 1080 cm™* civarinda karbonhidrat bandina (C-
O germe titresimleri) isaret etmektedir. GOL ve MKEK atik
sularinda protein miktarmin TAP ve N-TAP besi
ortamlarma goére daha az oldugu goriilmektedir. Bu
sonucun, toplam protein miktarlarinin farkli besi yerlerinde
bulunan sonuglar ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Buna
karsilik, farkli besiyerlerindeki karbonhidrat miktarlarinin
MKEK>GOL SUYU>TAP>N-TAP olarak bir siralama
gosterdigi tespit edilmistir. Lipidler igin ortaya ¢ikan
siralama ise GOL SUYU<MKEK<TAP<N-TAP olarak
ortaya ¢ikmigtir (Sekil 3).
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Sekil 3. Farkli besi ortamlarinda yetigen C. vulgaris’in protein,
karbohidrat ve lipit igerigindeki farkliliklarin FTIR analizi.

Hasadi yapilan alg biyomaslarinda, HPLC kullanilarak
aminoasit komposizyonu ve miktarlar1 belirlenmis ve besi
yerleri arasinda karsilastirmalar1 yapilmigtir. C. vulgaris’in
azot bilegiklerinin daha fazla oldugu TAP ve N-TAP besi
yerlerinde digerlerine gore daha yiiksek olarak bulunan
amino asit miktarlar, toplam protein miktarlart ile
uyumluluk gostermektedir. Chlorella vulgaris’te arjinin
aminoasidinin Dbiitiin besiyerlerinde en fazla oldugu
goriilmektedir. Arjinin’in analizi yapilan toplam biyokiitle
igerisindeki oranlari, TAP, N-TAP, GOL SUYU ve MKEK
besi yerlerinde sirasiyla %17.8, %23.8, %5.8 ve %4.0
olarak belirlenmistir. Glutamik asit, en bol miktarda
bulunan ikinci amino asittir ve TAP N-TAP GOL SUYU ve
MKEK besi ortamlarindaki yiizdeleri azalan bir sekilde
strasiyla %10.4, %9.4, besi ortaminda %2.1 ve %1.9 olarak
bulunmustur.
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Tablo 1. Biiyiime sonunda farkli besi yerlerinde tespit edilen
makromolekiillerin % miktarlari

Makromolekiil Besi ortami
MKEK GOLSUYU TAP N-TAP
Karbonhidrat 67 74 80 85
Lipid 95 97 93 94
Protein 85 75 92 94
AMINOASIT MiKTARI

25
20
=
815
o
10
<
§ 5
: | [
é 0 | | . H_Hum

TAP N-TAP GOL MKEK
Besi ortami
| arjinin m glutamik asit m histidin
m aspartik asit m izin m fenil alanin
sitozin prolin glisin

Sekil 4. Farkli besi ortamlarinda yetisen C. vulgaris’in aminoasit
igerigi (HPLC analizi).

4, Tartisma

Calismada elde edilen sonuglardan ilki, Chlorella’nin farkli
besi yerlerinde aymi sartlar altinda yetistirilen
populasyonlarinin ortaya koydugu nispeten farkli biiyiime
egrileri ve son iriin biyokiitlesinin makromolekiiller
acisindan kayda deger farkliliklarin ortaya ¢ikmis
olmasidir. Kontrol grubu olarak adlandirilan TAP besi yeri,
mikroalg kiiltiirlinde en ¢ok bagvurulan ortamlardan
birisidir. TAP besi yerinin bu anlamda mikroalg biiytimesini
destekleyen en ideal besin tuzu karigimina sahip olacagi ve
optimum biiylimeyi ortaya cikaracagi beklenir. Ancak, bu
calismadaki sonuglar degerlendirildiginde, MKEK ve GOL
SUYU olarak adlandirilan, sirasiyla, atik su ve dogal su
niteligindeki besi yeri ortamlari, TAP besi ortamlarina gore
daha yiiksek biyokiitle degerlerine ulagilmasini saglamistir.
Bu sonug, iki farkli agidan tartisilmasi gerekmektedir.
Birincisi, her mikroalg iiretimi ¢aligmasinda oldugu gibi bu
calismada da son iiriin (biyokiitle) verimliligi ¢ok 6nemli
olmakla birlikte, biiylimenin en basindan son iirline
gelinceye kadar biitiin asamalardaki (retimi istenen
makromolekiil (Karbohidrat, Protein, Lipit, Karotenoid vs.)
degisimleri ve bunlarin optimum noktadaki miktarlarinin
hedeflenen iiriin eldesindeki verimlilige ulagma agisindan
da ayn1 6neme sahiptir. Nitekim, bu ¢alismanin sonuglarina
gdre, MKEK ve GOL SUYU besin ortamlar1 TAP ve azot
ile zenginlestirilmis N-TAP besi yerlerine gore daha yiiksek
biyokiitle {iretmig olmalarina ragmen, daha diigiik
miktarlarda protein icerigine sahiptir. Her besi yerindeki alg
kiiltiirleri, son agamaya gelinceye degin, molekiiller
arasinda  yogun  degisimler yasamis  olabilecegi
diistiniildiiglinde, son iiriindeki makromolekiil dagilimi,
hedef molekiil liretimindeki verimliligi agiklayabilmek i¢in
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yeterli olmayabilir. Bagka deyisle, biiyiimenin herhangi bir
asamasinda protein miktart MKEK, GOL SUYU besi yeri
ortamlarinda digerlerine gore daha yiiksek olmus olabilirdi.
Bu nedenle, teknik yetersizlikler nedeniyle olciilemeyen,
biliyiimenin her evresindeki makromolekiillerin miktar ve
degisiklikleri bu ¢alismadaki eksikliklerden biri olarak not
edilmelidir. Literatiirdeki ¢ok sayida arastirma, mikroalg
kiiltiir ortaminda bulunan besin tuzlarinin (6zellikle N ve P)
miktar ve degisimlerini alg biyokiitlesinin biiylime
esnasindaki biyokimyasal doniismelerle birlikte
degerlendirmektedir (Lai ve ark., 2011; Kamalanathan ve
ark., 2015; Arora ve ark.,2016; Santhakumaran, 2020).

Bu calismada, alg Dbiylimesine iligkin sonuclar
incelendiginde, her bir besiyerinde tipik mikroorganizma
biliylime egrisinin olustugu goriilmektedir. OD, Chl-a ve
hiicre birey sayilar1 ile takip edilen biiylimede, gecikme
(Lag faz1), hizli biiyiime (Log faz1) ve duragan evreleri ayirt
edilir bir sekilde ortaya ¢ikmistir. Ancak, her bir evredeki
alg biyomasi veya spesifik biliylimesi segilen besi yerine
gore farklilik gostermistir. Bu farkliliklarmn, her bir ortamin
besin tuzu baslangi¢ miktarlarina ve kompozisyonuna bagl
olarak ortaya ¢iktig1 genel bir kural olarak kabul edilmelidir
(Saito ve ark., 2008). Nitekim, biiylimenin ortam
kompozisyonuna ve miktarina bagli oldugu, mikroalg
kiiltivasyonu kullanarak yapilan diger calismalarda da
dogrudan veya dolayli olarak ifade edilmistir (Ajala ve
Alexander, 2020). Ancak, bu ¢aligmada, lag evresi boyunca
olan hizli biiyiime esnasinda besin tuzlarindan azotun besi
yeri konsantrasyonlar1 tedrici olarak azalmasina ragmen,
biiytimede kullanilan diger temel element olan fosforun
azalmayip yatay sekilde degerler géstermesi enteresandir.
Lag  evresinde  ortofosfat  miktarlarinda  azalma
goriilmemesi, fotosentetik biiylime esnasinda fosfor
kullanilmadigi seklinde yorumlanmamistir. Bu durumun,
sekonder ortofosfat halindeki fosforun ortamdan alinmig
olunabilecegi, c¢alismada Ol¢iimii  yapilan  primer
ortofosfatlarin ise bu nedenle sekonder ortofosfat bitinceye
kadar azalmadigi seklinde bir davranis ortaya g¢ikardigi
ihtimali tizerinde daha fazla durulmaktadir (Solovchenko ve
ark., 2016). Besi yerinde bulunan fosfatin alg bireyleri
tarafindan alinmasi karmagsik bir dinamige sahiptir. Bu
konudaki en 6énemli faktorlerden birisi, fosfatin ortamdaki
tiiriidiir. Ortofosfatin HPO4%> veya H,POy seklindeki serbest
bilesikleri fotosentezde kullanilan formlaridir. Her ikisi
arasindaki dinamik ve siirekli kimyasal doniisiimleri kiiltiir
ortamlarinda da gerceklesir ve bu degisimde en Onemli
kontrol edici faktor pH olarak ifade edilmistir. Diisiik
pH’larda H,PO, formu dominanttir (Ullrich-Eberius,
1973).  Calismamizda, Chlorella’nin  biitiin ~ besi
ortamlarinda tespit edilen lag fazindaki biiyiime esnasinda,
ortamdaki dominant fosfor tiiriiniin H,PO4 olma ihtimali
yiiksektir. Ortamm pH Olglimleri gerceklestirilmemis
olmasina ragmen, biiyiimenin bagindaki pH genellikle daha
distiktiir ve biyomas artisiyla birlikte ortamdaki karbon
miktarinin artmasiyla artar. Durgunluk fazina gelindiginde
ise HoPOy tiiketildiginden alg hiicrelerinin HPO4? tiiriinii
tilketmeye basladig1 diisliniilebilir. Fosforun alg hiicreleri
tarafindan alinmasin etkileyen diger bir faktor de, besi yeri
ortaminda bulunan fosfor baslangi¢ konsantrasyonunun ¢ok
yiiksek olmasidir. Ozellikle, alg bireylerinin fosforca zengin
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kiiltiire alinmadan 6nce fosfor aglig1 seviyesine gore fosfor
alimmi  fizyolojik olarak yavaglattigi  sOylenmistir
(Cembella ve ark., 1982). Hangi faktoriin fosfor alinma
dinamiklerinde baskin oldugunun anlagilabilmesinin daha
detayli bir ¢alisma ile miimkiin olabilecegi ortaya ¢ikmistir.
Bu calismaya temel teskil eden konulardan birisi de alg
bliyiimesinde attk su  kullaniminin  verimliliginin
incelenmesidir. Bu amagla kiiltiir ortamlarindaki mikroalgin
biiylimesi ve besin tuzlar1 arasindaki iliskiye ait elde edilen
bulgular, diger bir konu hakkinda da yorum yapilabilmesine
olanak sunmustur. Mikroalg biiylimesine ait denemelerde
kullanilan atik sulardaki fosfor ve azot, bilylimenin
durgunluk evresinde tamamen ortamdan uzaklastirilmis
olup, atik su aritiminda alglerin kullanilabilecegi sonucuna
iliskin Onemli isaretler ortaya cikarmistir. Atik sular,
genellikle azot ve fosfor elementlerince zengindir ve
dogaya birakildiginda Gtrofikasyon gibi ¢ok Onemli bir
probleme yol agmaktadir. Bu nedenle aritilmasi gereklidir
ki, aritimin da 6nemli bir maliyeti beraberinde getirdigi
bilinmektedir. O halde, ¢alismamizda kullanilan Chlorella
vulgaris’in gida amagh kulanimi hedeflenerek yapilmasi
muhtemel bir iretim faaliyeti sirasinda aritim amacl da
kullanilabilme potansiyeline sahip olabilecegi soylenebilir.
Nitekim, diinya {izerinde hem arastirma hem de uygulamali
Olcekte basarili sonuglarin alindigi bu tiir ¢alismalarin sayisi
oldukga fazladir ve artan bir ilgiye de sahiptir (Delgadillo-
Mirqueza ve ark. 2016; Monfet ve Unc, 2017; Brar ve ark.,
2019; Abdul Hamid ve Lim, 2019; Shelknanlomilan ve ark.,
2012). Mikroalg biiyiimesi esnasinda ortamdan azot ve
fosforun uzaklastirilmasinda etkin olan ¢ok sayida faktor
arasinda N/P orani Ozellikle degerlendirilmesi gereken
faktor olarak one ¢ikmaktadir. ik basta okyanuslardaki
fitoplankton biiyiimesi i¢in 16/1 olarak (Redfield orani)
gelistirilen bu oranm, sentetik ve dogal atik sularin
kullanildig1 laboratuvar ortaminda (veya pilot Olgekli)
yetistirilen mikroalglerde farkli bir stokiyometriye sahip
oldugu ortaya konulmustur (Aslan ve Kapdan, 2006;
Delgadillo-Mirquez ve ark., 2016; Monfet ve Unc, 2017).
Monfet ve Unc (2017) yaymladiklar1 derlemede, alg
biiyiimesi esnasindaki N ve P giderimi veya birikiminin
dogru yorumlamak icin, hiicre birimlerinin asimilasyon
orani, besi ortamindan (substrat) alim miktar1 ve organik
veya inorganik formdaki niitrientlerin hiicre igerisindeki
birikimini ayirt edecek Olglimlerin  gerektigini  One
siirmiislerdir. Ozellikle, azotun (nitrat, nitrit, amonyum ve
ire), fosforun (ortofosfat) farkli formlar1 kiiltivasyon
esnasinda siirekli degisebilen dinamik bir yapiya sahiptir ve
bu durum o6zellikle kullanilan dogal atik su ¢esidi ve
kullanilan alg tiirtine gore farklilik gdsterebilmektedir. Bu
nedenle, biiyiimede N/P oranina ait yorumlarda daha detayli
bir inceleme gerktirmeltedir. Bu g¢alismada, azot bilesigi
olarak sadece nitrat Olglimii yapilabildigi ig¢in N/P
oranlarina ait yorumlarin yetersiz olacagi diisiiniilmektedir.
Buna ragmen, calismamizda elde edilen, Gol atik suyu ve
MKEK atik suyunda 8-14 giinler arasinda, TAP kontrol besi
yerinde (12-15 giinleri arasinda) tespit edilen N/P
oranlarmin (6-10 arasi) en fazla biiylimeye karsilik geldigi
ve en fazla fosfor gideriminin gergeklestigi optimal oran
araligr oldugu soOylenebilir. Bu degerler, Wang ve
ark.,(2010) tarafindan Chlorella sp. i¢in 6:1, Sue ve ark.,
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(2011)’min yaptig1 caligmada 3:1 ve Aslan ve Kapdan
(2006)’1n yaptig1 ¢alismada ise 2:1 olarak bulunmustur.

Bu ¢alismada elde edilen bulgulardan bir digeri ise, biiyiime
sonunda ortaya ¢ikan protein ve amino asit miktarlarmnin
besi yerleri arasinda farklilk gostermesidir. Ozet olarak,
daha yiiksek biyokiitle oranlarinin elde edildigi MKEK atik
suyu ve GOL SUYU ortamlarinda daha diisiik miktarlarda
protein ve amino asit olustugu belirlenmistir. Ortamdaki N
ve P besin element degisimlerine gore ¢ temel
makromolekiiliin birbirlerine déniisiimleri ve dolayisiyla
biiylimenin evreleri boyunca salimimlarinin da degistigi
bilinmektedir (Cheng ve ark., 2016). Mikroalglerin
biyodizel amacli azot acligina maruz birakildiklarinda lipid
miktarlarini artirdiklari birgok ¢aligmada elde edilen yaygin
sonuclardan birisidir (Vassilev ve Vassileva, 2016). Bizim
caligmamizda, lipit miktarlar kiiltiir evrelerinin tamaminda
degil sadece deney sonlandirildiginda FTIR analiziyle
Olclilmils ve sadece Dbesi ortamlar1  arasindaki
makromolekiillerin  farkliliklar1 ortaya konulabilmistir.
Buna gore, biitiin besi yeri ortamlarinda son durgunluk
evresinde, azot, ortamda tiiketilerek azaltilmis ve hiicreler
azot acligina maruz kalmis olmasina ragmen, MKEK ve
GOL SUYU besi ortaminin daha fazla lipit molekiillerine
sahip olduklar1 gériilmiistir. Bu durumun, diger ortam
sartlart ayn1 olmasina ragmen, besi yerlerinin azot (ve de
fosfor) elementi baslangi¢ konsantrasyonlarina bagli oldugu
diistiniilmektedir. Cheng ve ark. (2016) yaptiklar
arastirmada, baglangic konsantrasyonlar1 daha fazla olan alg
kiimelerinin lipit miktarlarindaki artisin ¢ok daha diisiik
oldugunu ortaya koymuslardir. Arastirmacilara gore, azot
acligina maruz kaldiktan sonra mikroalglerin metabolik
enerji acgig1 diger karbon igeren bilesiklerin lipitlere
doniistiiriilmesiyle  sonuglanirken,  baglangic  azot
konsantrasyonu yiiksek oldugunda bu doniisiime daha az
ihtiyag duyulmakta ve bu da nispeten daha diisiik lipit
miktarlariyla sonuglanmaktadir. Benzer sonuglar diger bazi
arastiricilar tarafindan da tespit edilmistir (Klok ve ark.,
2013; Li ve ark., 2011). Diger karbon kaynagi olarak
ortamdaki  karbohidratlarin,  doniisiimde daha az
kullanilmasina bagh olarak da, MKEK ve GOL SUYU besi
yerindeki miktarlar1 daha fazla bulunmustur.

C. vulgaris’deki toplam protein miktar1
degerlendirildiginde ise; kontrol (TAP) ve nitrat eklemeli
(N-TAP) gruplarinin toplam protein miktarlari, beklenildigi
gibi, diger besiyerlerine gore daha fazladir. Bu durum NO3
bakimindan zengin besi yeri ortamlarinin daha ytiksek
protein olusumundan sorumlu oldugunu gostermektedir.
GOL SUYU ve MKEK ortamlarinda NOs ve P’nin alg
hiicreleri tarafindan daha yogun kullanilip tiiketilmesine ve
biyokiitle olarak daha fazla artiglar ortaya ¢ikarmis
olmasina ragmen, makromolekiiller arasindaki miktarsal
dagilimda (ortamdaki baska elementlerin bulunusu da dahil)
diger bazi faktorlerin etkili olacagini gostermistir. Bu
caligmada kullanilan Chlorella vulgaris’e ait toplam amino
asit miktarlarinin yapilan diger calismalarla
kargilagtirildiginda kantitatif olarak daha fazla oldugu
goriilmiistiir (Richmond, 2004; Becker, 1994).

Hasadi yapilan alglerden, HPLC cihazinda aminoasit
komposizyonu olgtimii yapilmistir (Sekil 4). Sonuglara
degerlendirildiginde Chlorella vulgaris’te arjinin amino
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asidinin biitiin besiyerlerinde en fazla oldugu goriilmiistiir
(Xie ve ark., 2017). Heterotrofik mikroalg 6rneklerinde en
bol bulunan amino asit olan arjinin nitrik oksidin 6nciisii ve
antiaterojenik ozelliklere sahip onemli bir vazodilator
olarak oOnemlidir (Taboada ve ark., 2010). Tim besi
ortamlarinda en fazla miktar arjinine aittir. TAP besi
ortaminda %17.8, N-TAP besi ortaminda %23.8. GOL besi
ortaminda %5.8, MKEK besi ortaminda %4.0’dir. Lezzet
hissinin ana bileseni olan glutamik asit, en bol miktarda
bulunan ikinci amino asittir (Bocanegra ve ark., 2009). TAP
besi ortaminda %10.4, N-TAP besi ortaminda %9.4, GOL
besi ortaminda %2.1°dir. Yiiksek glutamik ve aspartik asit
seviyeleri deniz yosunu iiriinlerinin karakteristik 6zel aroma
ozelliklerinden sorumludur (Bocanegra ve ark., 2009),
MKEK besi ortaminda da glutamik asit (%1.6) ve aspartik
asit (%1.9) %1.5-2.0 arasindadir. N-TAP ve MKEK besi
ortamlarinda histidin miktarinda GOL ve TAP besi
ortamalarina bakildiginda ¢ok az miktarda oldugu
gbzlenmistir. N-TAP ve GOL besi ortaminda %0-3.5
arasinda iken GOL ve TAP besi ortaminda %2-8.5 arasinda
seyrettigi gdzlemlenmistir. Tiim besi ortamlarinda glisin en
az ylizde de gozlemlenmistir. Glisin degeri %0.1-2.5
arasinda seyretmektedir.

5. Sonug

1- Yerel olarak izole edilen Chlorella vulgaris tiiriine
ait protein ve amino asit degerleri literatiirde ayn1
tiirlin farkli suglar1 i¢in elde edilen sonuglarla
rekabet edebilecek diizeydedir ve {iretim
verimliligi potansiyeline sahiptir.

Denemesi yapilan atik su ve dogal gol sularnin
biyokiitle acisindan daha yiiksek verimlilige sahip
oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Ancak, hedef makromolekiil olan protein ve amino
asitler agisindan diisiik degerler sergilemislerdir.
Bu durum, denemesi yapilan bu iki besi ortaminin
N ve P igerikleriyle yakindan iligkili oldugu
disiiniilmiistiir.

Gerek P ve N ve gerekse diger elementlerin
optimizasyonu neticesinde hedef molekiillerin
artisint  saglayacak aragtirmalarin  planlanmast
ihtiyaci ortaya ¢ikmustir.
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Abstract: Transboundary rivers flow between two or more countries. Turkey is located between two continents, Asia, and Europe.
Five of Turkey's 25 river basins are transboundary named Maritsa, Orontes, Euphrates-Tigris, Kura-Araks and Coruh and spanning
two continents and eight countries. All information on fish species distributed in the transboundary river basins in Turkey were
gathered and presented in this study using published sources. 184 fish species in 25 families identified in transboundary river basins
and 30 of them (16%) are endemic. The highest and lowest rate of endemism were found in Euphrates-Tigris and Maritsa basin,
respectively. Most fish species in the area are threatened by human induced changes especially dams and habitat loss.

Keywords: Endemic fish species, transboundary river, Turkey

Tiirkiye’de simirasan nehir havzalarindaki endemik baliklar

Ozet: Sinrasan nehirler iki veya daha fazla iilke arasinda akan nehirlerdir. Tiirkiye Asya ve Avrupa kitalari arasinda
bulunmaktadir. Tiirkiye’nin 25 akarsu havzasimin besi; Merig, Asi, Firat-Dicle, Kura-Aras ve Coruh iki kita ve sekiz iilkeyi
kapsamaktadir. Tiirkiye’de sinirasan nehirlerde dagilim gosteren balik tiirleri ile ilgili bilgiler yayinlanmis kaynaklar kullanilarak
saglanmis ve bu ¢aligmada sunulmustur. Siniragan nehir havzalarinda tespit edilen 25 familyaya ait 184 balik tiirinden 30’u (%16)
endemiktir. En yiiksek ve en diisiik endemizm oram sirastyla Firat-Dicle ve Meri¢ havzalarinda tespit edilmistir. Bolgedeki
baliklarin ¢ogu 6zellikle baraj ve habitat kaybi gibi insan kaynakli degisikliklerden dolay1 tehdit altindadir.

Anahtar kelimeler: Endemik balik tiirii, siniragan nehir, Tiirkiye
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1. Introduction

Turkey is located between Europe and Asia and divided
into two main regions, Thrace, and Anatolia. Turkey has
25 river basins (DSI 2016) and each river basins shows
different characteristic and have different flow regimes.
Transboundary rivers are defined as waters that rise within
the borders of a country and pass to another country's
territory and flow between two or more countries. Five
basins out of 25 river basins in Turkey are transboundary
river basins as Maritsa (riparian states; Turkey, Bulgaria,
Greece), Orontes (Turkey, Syria, Lebanon), Euphrates-
Tigris (Turkey, Syria, lraq), Kura-Araks (Turkey,
Georgia, Iran, Azerbaijan, Armenia) and Coruh (Turkey,

Georgia) (Fig. 1). Transboundary rivers constitute 36% of
Turkey's current water potential (DSI 2016).

The freshwater fish of Turkey has been studied for more
than a century. The first taxonomic study on freshwater
fish in Turkey was carried out by Abbot (1835). There are
several researches on Turkish freshwater fishes’ checklist
(Kuru 2004; Geldiay and Balik 2007; Fricke et al. 2007;
Kuru et al. 2014; Cicek et al. 2015). However, a nation-
wide inventory of endemic fish occurrences by all
transboundary river basins has never been published. The
purpose of this study is to identify endemic fish species
living in transboundary river basins in Turkey and provide
information about their current biological status.
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Fig. 1. River basins in Turkey
2. Materials and Method

All available published sources were collected under the
scope of this work in order to assess the current
composition and characteristics of the endemic fish fauna
of transboundary rivers in Turkey (Fricke et al. 2007;
Geldiay and Balik 2007; Kuru et al. 2014; Cicek et al.
2015 and 2018). The further published studies related to
transboundary basins and new fish records were also
added to the scope of this study (Breil and Bohlen 2001;
Bogutskaya et al. 2006; Turan et al. 2006 a-b; Erk'akan et
al. 2007; Innal and Erk'akan 2006; Erk'akan et al. 2008;
Van Neer et al. 2008; Turan et al. 2009; Birecikligil and
Cicek 2010; Turan et al. 2011; Freyhof and Ozulug 2014;
Kucuk et al. 2014; Turan et al. 2014a-b; Elp et al. 2015;
Baycelebi et al. 2015; Cicek and Birecikligil 2016). Since
there was limited information on Turkish part of Maritsa
river, the study conducted by Economou et al. (2007) in
Maritsa river, Greece as neighboring country was
evaluated and used in this study. Valid names and
authorities used by the authors were checked with the
Fishbase (Froese and Pauly 2016). Fish species are
grouped under their family names which are presented in
taxonomical order follows Nelson (2006), species
alphabetically within each family.

2.1. Study area
2.1.1. Maritsa (Meri¢) Basin

The Maritsa River, whose catchment is shared by
Bulgaria, Turkey, and Greece, is the longest river in the
Balkan Peninsula forming a natural frontier of 240 km
between Greece and Turkey. It rises in Bulgaria and flows
along the Turkish-Greek border into the Aegean Sea.
Having major tributaries named Arda and Tundja that
mainly flow in Bulgaria, the river Erithropotamos flows in
Bulgaria and Greece and the river Ergene that flows
entirely in Turkish territory (UNECE 2007; Nikolaou et
al. 2008).

2.1.2. Orontes (Asi) Basin

The Orontes River rises in the eastern part of the Begaa
Valley in Lebanon and flows into the Mediterranean Sea
just south of Samandag, Turkey. The Orontes River is 556
km long, with 366 km in Syria, 98 km in Turkey and 40
km in Lebanon (Yildirim 2017). It is a northward-flowing
river in the region and has two major tributaries, Afrin and
Karasu join in former Amik Lake drained out for
agriculture in the 1980s.

2.1.3. Euphrates-Tigris (Firat-Dicle) Basin
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The Euphrates River originates in the eastern highlands of
Turkey, between Lake Van and the Black Sea, and is
formed by two major tributaries, the Murat and the
Karasu. There are numerous small tributaries of the
Euphrates river basin in the mountains of Turkey,
especially the Peri Suyu, Goksu and Tohma River. The
Euphrates River is 3,000 km long (1,263 km in Turkey),
divided between Turkey, Syria, and Irag.

The Tigris River, also originating in eastern Turkey, flows
through the east part of Turkey up to the border city of
Cizre. It forms the border between Turkey and Syria, and
Iraq and Syria. Its two major tributaries are the Great Zab
and Lesser Zab and the following the Karasu, Kurucay,
Batman, Botan, Garzan, Hezil, and Yenice Stream etc.
The Tigris River is 1,850 km long, with 523 km in Turkey,
32 km on the border between Turkey and Syria and 1,418
km in Iraqg.

2.1.4. Kura-Araks (Kura-Aras) Basin

The Kura River originates in the Kizilgedik Mountains in
Ardahan province in northeast of Turkey and the Araks
River originates in Erzurum province in eastern Turkey
and has three major tributaries named as Arpacay, Karasu
and Sarisu. The Kura-Araks basin is located in the South
Caucasus with five separate countries named as Turkey,
Iran, Armenia, Georgia, and Azerbaijan contributing area
to the watershed. Kura and Araks both merge in
Azerbaijan before entering the Caspian Sea.

2.1.5. Coruh (Coruh) Basin

The Coruh River is located in north-east Turkey and
shared by Turkey and Georgia. 91% basin area is located
in Turkey while Georgia shares its 9%. The river
originates in the western part of the Mescit mountains at
Erzurum-Kars Plateau and flows to the Black Sea. The
main tributaries of the Coruh River are the Tortum and
Oltu rivers in Turkey. Coruh River is the fastest flowing
river and is one of basins being exposed to the most
erosion in Turkey (Akpinar et al. 2011; Sume et al. 2017).

3. Results and Discussion

184 fish species in 25 families occurred in five
transboundary river basins in Turkey. A total of 30 species
(16% of total fish species) was endemic in transboundary
river basins in Turkey. Endemism rate and endemic fish
species of each basin were shown in Fig. 2 and Table 1.
The greatest number of endemic species was belonging to
Cyprinidae family (13 species), followed by the
Nemacheilidae (eight species), Salmonidae (six species)
and Cobitidae (two species). Euphrates-Tigris basin had
the highest endemism rate (18 species) following Orontes
(four species), Coruh (four species) and Kura-Araks (three
species) basins. Maritsa does not have any endemic fish
species. Crossocheilus caudomaculatus is extinct in
Orontes basin. Moreover, Biiyiikk Menderes has the
highest rate of endemism with 29 species among 25 river
basins in Turkey following by Konya endorheic with 25
species. (Cicek et al. 2018).
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Recent studies show that transhoundary river basins in
Turkey are under risk due to dam construction, habitat
degradation and introduction of nonnative fish species
(Fricke etal. 2007, Freyhof et al. 2014). Dam construction
might cause habitat loss for some fishes because of
disrupting habitat structure of rivers and force fishes
living in lotic water to adapt to slower moving water.
Dams especially multi-dam projects seriously block the
movements of migratory fishes. Local economies might
also negatively affect by dams due to river alterations and
the presence of non-native fish species since, fishing is a
livelihood for many residents along the transboundary
river basin areas in Turkey. 15 fish species were
determined as non-native in the transboundary river basins
in Turkey and their risk to river basins increases due to
direct and indirect negative effects on aquatic ecosystems
(Fricke et al. 2007, Tarkan et al. 2015, Ablak-Gurbuz and
Bonner 2020). Endemic fish species are very important
part of a country's biodiversity. Endemic species are
naturally found only in a certain region on the earth, so
they are unique, and their distribution is limited.
Therefore, threats to endemic fish species carry more risk
of extinction than common species.

Endemism
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—
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Coruh

Orontes I

Maritsa .
Euphrates-
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Fig. 2. Endemism of fish species in transboundary river basins

5. Conclusion

The species diversity in Turkey are quite high based on
some factors for instance its geological and climatic
characteristics and topographic structure. Transboundary
river basins provide habitats for almost 50% of Turkey
fishes. Fishes living in transboundary rivers can move
forth and back between riverine countries, and any events
that occurs in upstream country may affect downstream
users. Most fishes such as lotic/non-guarders species and
especially migrant fishes living in Turkey are threatened
(Fricke et al. 2007; Freyhof et al. 2014) by several effects
such as construction of dams and Hydroelectric Power
Plants (HEPP), dewatering, habitat loss, pollution,
destruction of fish spawning ground, introduction of
foreign species, poaching while similar effects are
happening in neighboring countries as well (Bobori and
Economidis 2006; Economou et al. 2007; Coad 2010;
Kibaroglu et al. 2011). To manage these valuable
biodiversity, especially endemic, migrant, and lotic fishes
should be monitored for, they are more prone to human-
induced changes. It is essential to provide adequate flow
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to support aquatic life downstream of the dams and to

design

science-based management
providing fish

communities’

strategies
continued

for

survival.

Endemism rate of fish species is a significant factor for

river health.

Table 1. Endemic fish species in each transboundary river basin
(*Sources are given in parentheses as numbers)

Orontes Euphrates-Tigris  Kura-Araks Coruh
Acanthobrama Alburnoides Squalius turcicus  Capoeta
orontis diclensis banarescui
(1,2,3) (28) (1,18) (4,6,19,20)
Barbus lorteti Alburnoides Oxynoemacheilus  Capoeta

emineae cyri ekmekciae
(4,6,7) 9 (4,6,7,18) (4,6,7,20,21)
*Crossocheilus Alburnoides Oxynoemacheilus  Salmo
caudomaculatus velioglui veyseli coruhensis
(4.6) © ) (20,22)
Oxynoemacheilus  Alburnus heckeli Salmo
namiri rizeensis
(4,5) (1,4,6,7,10) (20,22)
Pseudophoxinus Alburnus kurui
turani
(1, 24) (1,4,6,7,10,23)

Pseudophoxinus

firati

(12)

Cobitis elazigensis

(11,1)

Cobitis kellei

(1,4,6,7,10)

Oxynoemacheilus

erdali

(13)

Oxynoemacheilus

hazarensis

(26)

Oxynoemacheilus

kaynaki

(14)

Paraschistura
chrysicristinae

(6, 29)
Turcinoemacheilus
kosswigi
(4,6,7,15)

Salmo
euphrataeus

(16)

Salmo munzuricus
(27)

Salmo okumusi
(16)

Salmo tigridis

17)
Squalius semae
(25)

*Sources: 1. Cicek et al. 2018; 2. Freyhof and Ozulug 2014; 3. Kucuk et al. 2014; 4. Cicek
et al. 2015; 5. Birecikligil and Cicek 2010; 6. Fricke et al. 2007; 7. Kuru et al. 2014; 8.
Van Neer et al. 2008; 9. Turan et al. 2014a; 10. Geldiay and Balik 2007; 11. Coad and
Sarieyyiipoglu 1988; 12. Bogutskaya et al. 2006; 13. Erk'akan et al. 2007; 14. Erk'akan et
al. 2008; 15. Breil and Bohlen 2001; 16. Turan et al. 2014b; 17. Turan et al. 2011; 18.
Cicek and Birecikligil 2016; 19. Turan et al. 2006 b; 20. Baycelebi et al. 2015; 21. Turan
et al 2006a; 22. Turan et al. 2009; 23. Freyhof et al. 2018; 24. Kucuk and Guclu 2014;
25. Turan et al. 2017a; 26. Freyhof and Ozulug 2017; 27. Turan et al. 2017b; 28. Turan
etal. 2016; 29. Kottelat 2012)

§: Extinct species
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Abstract: Encapsulation of plant oils to increase their antimicrobial properties without losing their bioactive properties is a good
strategy. Electrospraying technique is known to be one of the most efficient methods for the encapsulation process for this
purpose. In this study, the conditions to fabricate nanoparticles were optimized by considering several characteristics of the
nanoparticles such as the particle size using the electrospraying method. A mixture of Origanum vulgare L. essential oil and
olive oil was encapsulated into a mixed polymer (poly vinyl alcohol/Chitosan; PVA-Chitosan) matrix, and the fabricated
nanostructures were characterized. The plant oil loaded nanoparticles (PONPs) were also investigated in terms of their
antimicrobial activity against different foodborne bacterial pathogens; namely, Escherichia coli ATCC 25150, Bacillus cereus
ATCC 11778, Listeria monocytogenes ATCC 13932 and Salmonella typhimurium ATCC 14028. Their antibacterial activities
were revealed by the agar disc diffusion method. As a result, PONPs had strong antimicrobial activity against all the tested
pathogens. The PONPs showed the highest antibacterial activities against L. monocytogenes and E. coli, which was revealed by
the higher inhibition zone values (15.83 and 11.60 mm, respectively). The results of this study suggest the use of electrospraying
technique applied under the optimized conditions in this study as natural carriers to increase antibacterial activity of the plant

oils.

Keywords: Increased antimicrobial activity, Nanoparticles, Electrospraying technique, Origanum vulgare, Olive oil

1. Introduction

Pathogens are disease causing microorganisms that include
bacteria, fungi, parasites, and viruses. Pathogens can
cause illness by their transmission to human through
spoiled or contaminated food and water. Common
symptoms of foodborne illnesses are gastrointestinal
problems and vomiting; moreover, some of the more
severe cases can result in premature death. Each year,
foodborne pathogens such as; Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Salmonella, Staphylococcus aureus, and
Toxoplasma gondii cause an average number changing
from 3.3 million to 12.3 million cases of foodborne illness
and up to 3.900 cases of deaths (Buzby and Roberts 1996).

Nowadays, the intensive use of antibiotics has led a wide
range of foodborne pathogens develop a resistance against
the drugs; for that reason, there is a need to research more
effective antimicrobial agents (Rodriguez-Tobias et al.
2019). Some compounds from natural sources such as
plants have been alternatively proposed as potential
antimicrobial agents. Essential oil phenolic substances are

© EJBCS. All rights reserved.

mainly responsible for antibiotic properties (Scandorieiro
et al. 2016). Oregano is a class of medicinal and aromatic
plants and the whole plant is used as an essential oil.
Oregano essential oil is of great importance to the
pharmaceutical, cosmetic and food industries. Essential
oils consist of  phytochemicals,  monoterpenes,
sesquiterpenes and their oxygen derivatives. These
phytochemicals (thymol, anethol, menthol, carvacrol,
phenolic acids, and flavones, etc.) show antimicrobial
activity against bacteria (Yilmaz et al. 2016). Studies on
the antibacterial mechanisms of oregano essential oil
suggest that hydrophobic bioactive compounds cause
damage to cell membrane, affect ATP production and
protein synthesis, increase cell permeability, induce
cytoplasmic changes and finally cause cell-death
(Hyldgaard et al. 2012; Scandorieiro et al. 2016). In this
respect, as compared to many other vegetable oils, olive
oil has higher content of phenolic compounds and stronger
antioxidant properties, which makes it more valuable than
other vegetable oils (Sevim et al. 2016). Olive oil is always
of special importance because it is a rich source of high
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monounsaturated fatty acids (oleic acid) and antioxidants
(E-vitamin and phenolic compounds). It is also an
important oil in terms of its calcium, magnesium, iron and
copper content. In addition, it includes provitamin A,
vitamin C and thiamine in sufficient amounts (Yilmaz et
al. 2016; Sevim et al. 2016). The content of bioactive
components such as chlorophyll, carotenoid, tocopherols
and phenolic compounds in olive oil varies according to its
type and cultivation conditions, which affects the quality
and antioxidant content of olive oil (Sevim et al. 2016).

Recently, nanostructures possessing the well known
antimicrobial properties have been used as promising
compounds in order to develop nanoparticles showing
better antimicrobial performance than traditional
antibiotics. For this reason, there is a trend to develop
encapsulated essential oils with stronger antimicrobial
properties (Rodriguez-Tobias et al. 2019). The influence of
nanotechnology particularly on the healthcare industry is
also substantial. Nanoparticles are used as natural or
synthetic carriers for the delivery of drugs, growth factors,
health supplements, and vitamins (Sridhar et al. 2015).
There are several techniques that are presently used to
develop such carriers, and electrospraying is one of these
techniques that have been increasingly used in the recent
years (Karakas et al. 2019). This method can be used for
making polymer particles with nanometer scale diameters
(Reneker and Chun 1996).

In order to increase the reliability, durability and
nutritional value of food products, nanotechnology can be
applied to improve the functionality of the bioactive
materials by increasing their efficiency in terms of
effective distribution of their functional components within
the body (Chen et al. 2006a). For this purpose, nano sized
food additives have been produced because nano additives
are absorbed more easily and increase the shelf life of the
product. Nanotechnology has also been used to develop
formulation of functional food products. In this regard,
food companies are working on the nano delivery system
to increase the effectiveness of active ingredients such as
vitamins and antioxidants. By wusing nano delivery
systems, it is aimed at increasing control and efficacy of
active ingredients (Gomez-Hens and Fernandez-Romero
2006). The food or food components which possess health
benefits due to their preventive and therapeutic effects are
defined as nutraceuticals or functional foods (Andlauer
and Fiirst 2002). The efficacy of nutraceuticals in the
prevention of diseases depends on the preservation of the
bioavailability of the active ingredient. Under normal
conditions, the health benefits of the nutraceuticals may be
impaired during food processing (light, temperature, and
pH) or gastrointestinal system (pH and other nutrients),
which leads to the decreased stability of the nutritional
elements in food items, their reduced ability to remain in
the stomach juice, and the poor permeability or solubility
in the intestine. In order for the active ingredient to remain
active until it reaches the physiological target in the
organism, the ingredient should be in a protected structure
in the system (Chen et al. 2006b). In this respect, their
encapsulation within nanostructures such as nanoparticles
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provides the protected structure. Encapsulation within
nanoparticles is an efficient technique that offers superior
properties than conventional encapsulation methods since
the nanoparticles are small in size, which enables the
active ingredient to be directly transferred to the
circulatory system (Moraru et al. 2003).

Chitosan is a biodegradable and biocompatible biopolymer
possessing various promising biological activities such as
antibacterial, antifungal and antitumor effects. Hence,
there has been a great number of studies to explore its
potential applications in various industries. Chitosan has a
potential application in several areas such as
pharmaceutics, food, biotechnology, and environment
(Chung et al. 2004). Chitosan having antimicrobial activity
can also be used to extend the storage life of foods by
protecting them from attacks of foodborne pathogens.
There have been recent extensive efforts to test the
antimicrobial capacity of chitosan to protect food (Chung
et al. 2003).

This study aims at increasing antibacterial activity of plant
oils against foodborne pathogens through their
encapsulation into chitosan based nanoparticles. For this
purpose, the electrospraying method was used to fabricate
nanoparticles to encapsulate a mixture of plant oils
(MoPO), namely Origanum vulgare L. essential oil and
olive oil. In brief, we first prepared this plant oil mixture
loaded nanoparticles (PONPs), and then evaluate
antibacterial activity of oil loaded nanoparticles against
selected bacterial strain.

2. Materials and Method
2.1. Materials

Poly-vinyl alcohol and chitosan were procured from
Merck (Merck, Darmstadt, Germany) and Sigma (Sigma-
Aldrich, UK), respectively. Tween 20 was used as an
emulsifier that was purchased from Sigma (Sigma-Aldrich,
UK).Ethanol, methanol, Dimethyl sulfoxide (DMSQ) and
Nutrient agar (NA) were purchased from Merck (Merck,
Darmstadt, Germany). O. vulgare was harvested from
fields of Cumra Vocational School department of Plantal
and Animal Production program of Medical and Aromatic
Plants Research Center of Selcuk University, Konya,
Turkey. The hydrodistillation method was used to
extracted essential oil from O. vulgare. Olive oil as the
core material was obtained from Taris, Turkey. In all
experiments, deionization water was used.

2.2. Electrospraying Method

PVA-chitosan solution was prepared as follows, 0.4 gr
PVA was dissolved in 24.5 mL distilled water and 0.1 gr
chitosan was dissolved in 0.5 mL acetic acid at 70°C for 4
hours by stirring on a magnetic stirrer. After that, 1% (w/v)
of the MoPO (mixture of 200 pL olive oil and 10 uL O.
vulgare) and 1% (w/v) of Tween 20 were added and mixed
to obtain a homogeneous solution (Fig.1). Holmarc Opto
Mechatronics Pvt. Ltd. Nano Fiber Electrospinning Unit
model no: HO-NFES-0434 electrospinning apparatus was
used to fabricate mixture of plant oil nanoparticles
(PONPs) by spraying method. The nanoparticles were
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collected on a 10 cm collector plate at a rate of 0.3 mL/h.
The electrical current was adjusted to 3 mA and the
voltage to 19.8-20 kV (Karakas et al. 2019).
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Fig. 1 The electrospraying system and experimental layout
2.3. Characterization of Nanoparticles

Particle diameters and polydispersity of PONPs were
measured using a Zetasizer (Malvern Nano ZSP
instrument, England). Quartz cuvettes were used during
measurement. The surface morphology was revealed by
images of scanning electron microscopy (SEM, Zeiss EVO
Is-1, Germany) at a magnification of 25.00 K x. The
molecular  structure  was identified by FTIR
(Thermoscientific Bruker Alpha model, Germany) to
prove encapsulation.

2.4. Antibacterial Properties of Nanoparticles

Agar disk diffusion method was used to perform in vitro
susceptibility tests for Escherichia coli ATCC 25150,
Bacillus cereus ATCC 11778, Listeria monocytogenes
ATCC 13932 and Salmonella typhimurium ATCC 14028
strains. A blank disc impregnated with the 30ul volume of
PONPs at different concentrations was placed on the agar
plates to enable the antimicrobial substances to diffuse
from the disc into the agar. The PONPs were prepared in
DMSO at 10 mg mL* concentration (Vehapi et al. 2018a).
After that, the plate was inoculated with a standardized
suspension of a microorganism and incubated at 37 °C for
24 h. After the incubation period, the growth inhibition
zones around the discs were measured (Sasidharan et al.
2010; Vehapi et al. 2018b). The diameter of the zone
indicated the antimicrobial susceptibility of the test
microorganism (Figure 2). The concentration of culture
suspensions was adjusted to 106 CFU/mL by PG
Instruments T-60 Uv Visible Spectrophotometer device at
600 nm.

Disc Diffusion Assay

Before Growth

After Growth

Agar media, spread
on Petxi dish

Incubation

——
37°c 24h

Bacterial growth

No zone around disc

Antimicroblal disc
(negative control)  impregnated with
antimicrobiel agent

Elank clec

No bacterial growth
(Zone of inhibition)

Fig. 2 A schematic design of agar disk diffusion assay
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2.5. Statistical Methods

Analysis of variance was performed using the JMP
(release 6.0.0, SAS) package program. The significance
ratings between the averages were determined by Student's
t test using the same package program. Data were
presented as means with + standard deviations (Correa et
al. 2011; Natalie et al. 2017).

3. Results and Discussion

3.1. Characterization of Electrosprayed Nanoparticles
(PONPs)

The diameters of the particles fabricated by the
electrospray technique was investigated at different
parameters. Particle diameters were measured using a
Zetasizer instrument (Table 1). The particles were
fabricated according to optimized parameters; namely,
certain flow rate of the polymer solution, levels of voltage
and current, and distance between the injection needle and
the collector plate.

Table 1 Particle size and zeta potentials of PONPs.

Sample Z- PDI PK2 PK2 PK1 PK2
Ave Mean Mean Area Area
Int. Int. Int. Int.
d:nm  d:nm percent percent
1 1196 0.94 4287 7252 86.6 13.4
2 1131 0.76 400.0 45.91 91.0 9.0
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Morphology of blank NPO and PONPs (Figure 3) were
observed by SEM analysis. The PONPs were fabricated
using the PVA-chitosan polymer solution. The average
particle size of PONPs was determined to be 594.2 nm and
the average particle size of blank nanoparticles was about
360 nm (Figure 3). It was observed that PONPs had higher
particle size than did blank nanoparticles. Plant oil loaded
nanoparticles PONPs were resulted in spherical shapes,
and smooth surface structure.

Fig. 3 SEM images of PONPs (A) and blank NP0 (B)
nanoparticles at magnification of 25.00 Kx

The functional groups of PONPs were revealed by the
FTIR analysis. The absorbance values of the functional
groups present in the samples were determined in the
wavelengths from 4000 to 600 cm* (Figure 4). The FTIR
spectra revealed characteristic peaks for C-H tension at
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2800-2900 cm*, alkene tension at 1600-1700 cm®, C = O
ester bond tension at 1700 cm™ and ester C-O tension and
C-N stretching at 1000-1200 cm™. These characteristic
peaks were compared with those of PVA-Chitosan
polymer solution and plant oil mixture.

i?{(nd;n ; :5:’-": :‘:, :

Polymer solution
% {—Oll mixture
Nanoparticles

Absorbance

3000 2500

Wavenumber cm'*

2000 1500 1000

Fig. 4 FT-IR spectra of PONPs, plant oil mixture and polymer
solution

The spectrum of PONPs was different from the spectra of
plant oil mixture and polymer solution in terms of
additional peaks belonging to plant oils, which indicated
the oil mixture could be successfully encapsulated within
the nanoparticles by electrospray technique.

3.1. Antibacterial Activity Against Foodborne Pathogens

Table 2 shows the size of inhibition zones (mm) formed
against E.coli, B. cereus, L. monocytogenes, and S.
typhimurium strains.

Table 2 Size of inhibition zone (mm) of PONPs, polymer
solution, free plant oil and DMSO against foodborne pathogens

Eurasian J Bio Chem Sci, 3(2):143-147, 2020

effectiveness of the plant oils could be increased by their
encapsulation within the polymeric nanoparticles using the
electrospraying technique.

4. Conclusion

Chitosan, essential oil and nanotechnology interactions
may be potential strategies for controlling resistance
evolution of foodborne pathogens. Our results highlight
the powerful action of the plant oils encapsulated within
PVA-chitosan polymer mix by electrospraying technique
against Gram-negative and Gram-positive bacterial strains.
In conclusion, the encapsulated plant oils resulted in
synergistic and additive antimicrobial activities against
foodborne pathogens such as E. coli, B. cereus, L.
monocytogenes and S. typhimurium. Therefore, the results
of this study suggest that PONPs (plant oil loaded
nanoparticles) would have a potential applications in
cosmetics, food and pharmaceutical industry as well as
clinical and hospital settings; i.e., for treating foodborne
infections.
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Yash sicanlarda skopolamin kullaniminin karaciger dokular iizerine morfolojik
ve ultrayapisal etkilerinin degerlendirilmesi
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Ozet: Skopolamin giiglii antikolinerjik etkileri olan dogal bir bitki alkaloididir. Muskarinik reseptorleri rekabetgi bir sekilde inhibe
eder ve hem periferik antimuskarinik etkiler, hem de merkezi sedatif, antiemetik ve amnezik etkiler iiretir. Uzun yillardir bulanti,
hareket hastaligi, alerjik rinit, duodenal iilser hastaligi, gastrointestinal rahatsizlik ve spazm, fonksiyonel bagirsak sendromu ve
hiperaktif mesane tedavisinde antiemetik, antisekretuar ve antispazmotik ajan olarak kullanilmaktadir. Skopolamin, karaciger
tarafindan metabolize edilir, ancak genellikle sadece kisa siireler icin diisiik dozlarda (<1 mg) verilir. Karaciger veya bobrek
hastaligi olan hastalar skopolamini metabolize edemez veya idrarla atamazlar. Bdyle durumlarda skopolamin kullanimi
diisliniiliirken yan etkilerin artacagi kabul edilmelidir. Uzun yillar boyunca yaygin olarak kullanilmasina ragmen, skopolamin
karaciger enzimi ylikselmesi veya klinik olarak goriinen karaciger hasar ile iliskilendirilmemistir. Bununla beraber kullanimi
durumunda karaciger dokularindaki etkilerine dair kisith ¢aligma bulunmaktadir. Karaciger patolojisi ¢aligmalarinda 6zellikle
gecirimli elektron mikroskopisinin (TEM) 6nemli bir bilesen oldugu diistiniilmektedir.

Bu ¢aligmadaki amacimiz skopolamin kullamiminm karacigerde herhangi bir degisime neden olup olmadigini 151k ve elektron
mikroskopisi yardimi ile degerlendirebilmektir. Bu amagla, 20 Wistar Albino erkek yasl sican kullanilmistir. Siganlar randomize
olarak iki gruba ayrilmis ve Skopolamin HBr (Sigma), %0,9 salinde ¢dziilerek hazirlanmistir. Kontrol gruplarna 3 hafta siireyle
0.1 ml/kg oral gavajla serum fizyolojik, deneylerden 30 dk 6nce intraperitoneal olarak 0.1 ml/kg serum fizyolojik verilmistir. Deney
gruplarina ise 3 hafta siireyle oral gavajla 0.1 ml/kg serum fizyolojik, deneylerden 30 dk 6nce intraperitoneal olarak 1mg/kg
skopolamin uygulanmistir. Siire bitiminde hayvanlardan anestezi alinda 1mm?® boyutlarinda karaciger dmekleri almmis ve
dekapitasyon uygulanmistir. Fiksasyon prosediiriiniin ardindan 6rneklere 151k ve elektron mikroskobik takip islemleri yapilmistir.
Elde edilen bloklardan ultramikrotomla alinan yari ince kesitler 131tk mikroskopisi ile, tam ince kesitler ise boyandiktan sonra TEM
(Hitachi HT 7800) ile incelenmistir. Bulgularimiz skopolamin kullaniminin karacigerde 151k ve elektron mikroskobik diizeyde
o6nemli bir farkliliga neden olmadigini, ancak skopolamin kullanilan grubun bazi érneklerinde koful artiginin tespit edildigini
gostermektedir. Ancak hepatosit biitlinliigii, sekli ve genel doku morfolojisinin iyi korundugu goézlenmistir. Bununla beraber
verilerimizin ayrintili ¢aligmalarla desteklenmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Karaciger, Skopolamin, Gegirimli Elektron Mikroskopi

Evaluation of the morphological and ultrastructural effects of on liver tissues of scopolamine
use in old rats

Abstract: Scopolamine is a natural plant alkaloid with strong anticholinergic effects. It competitively inhibits muscarinic receptors
and produces both peripheral antimuscarinic effects and central sedative, antiemetic and amnesic effects. It has been used as an
antiemetic, antisecretory and antispasmodic agent in the treatment of nausea, motion sickness, allergic rhinitis, duodenal ulcer
disease, gastrointestinal discomfort and spasm, functional bowel syndrome and hyperactive bladder for many years. Scopolamine
is metabolized by the liver, but is usually given in low doses (<1 mg) only for short periods of time. Patients with liver or kidney
disease cannot metabolize scopolamine or excrete it in the urine. In such cases, it should be accepted that side effects will increase
when considering the use of scopolamine. Although widely used for many years, scopolamine has not been associated with elevated
liver enzyme or clinically apparent liver damage. However, there is limited study on its effects on liver tissues if used. Transmission
electron microscopy (TEM) is considered to be an important component in liver pathology studies.
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Our aim in this study is to evaluate whether scopolamine use causes any changes in the liver with the help of light and electron
microscopy. For this purpose, 20 Wistar Albino male old rats were used. Rats were randomly divided into two groups and
Scopolamine HBr (Sigma) was prepared by dissolving in 0.9% saline. The control groups were given saline with 0.1 ml / kg oral
gavage for 3 weeks, and 0.1 ml / kg saline intraperitoneally 30 minutes before the experiments. In the experimental groups, 0.1 ml
/ kg saline was administered with oral gavage for 3 weeks and 1 mg / kg scopolamine intraperitoneally was administered 30 minutes
before the experiments. At the end of the period, 1mm3 sized liver samples were taken from animals under anesthesia and
decapitation was performed. After the fixation procedure light and electronmicroscopic preparartion procedures were performed.
Semi-thin sections taken by ultramicrotome from the obtained blocks were examined by light microscopy, and after the thin
sections were stained with TEM (Hitachi HT 7800). Our findings show that the use of scopolamine does not cause a significant
difference in light and electron microscopic levels in the liver, but the vacuol formation increase was detected in some samples of
the scopolamine group. However, hepatocyte integrity, shape and general tissue morphology were well preserved. However, our

data should be supported by detailed studies.

Keywords: Liver, Scopolamine, Transmission Electron Microscopy

1. Giris

Skopolamin, deneysel hayvan ¢alismalarinda amnezik
etkiler {reten muskarinik kolinerjik bir reseptor
antagonistidir. Solanaceous tiirii ¢esitli bitkilerden ekstrakte
edilebilmekte ya da sentetik olarak iretilebilmektedir
(Khosravi-Farsani ve ark., 2016; Luetje ve Wooten, 1996).
Ampirik formiilii C17H21NO4'tlir ve yapisal formiilii bir
tigtinciil amin L- (2) —skopolamin’dir (skopinli tropik asit
ester; MW = 303.4) (Antor ve ark., 2014). Yaslanmayla
birlikte artan oranda goézlenen Alzheimer hastaligi ve
demans, beyinde biligsel fonksiyonlarda dnemli rolii olan
kolinerjik sistemdeki kayiplarla karakterizedir (Auld DS ve
ark., 2002). Skopolamin, kolinerjik néronlarin nonspesifik
antagonistidir. Kolinerjik ndronlardaki iletiyi engelleyerek
deney hayvanlarinda 6grenmeyi ve hafizay1r bozar. Bu
nedenle, hafiza deneylerinde Alzheimer benzeri model
olusturmak i¢in ¢ok yaygin kullanilmaktadir (Klinkenberg I
ve Blokland A, 2010).

Skopolamin, klinikte opioid bagimliligi gibi merkezi
sistemi ile ilgili rahatsizliklar i¢in tedavi edici olarak ya da
ara¢ tutmasi durumlarinda kullanilmaktadir. Anestezi
Oncesi On tedavi ve antiemetik etkiler i¢in de ¢ok uygun bir
ilactir (Palle ve Neerati, 2017; Zaki ve ark., 2014).

Skopolaminin farmakokinetik parametreleri dozaj formuna
bagli olarak degisiklik  gostermekte olup, oral
uygulamalardaki biyoyararlanimi smirlidir. Plazmadaki
yar1 Omriiniin kisa olmasinin yani sira haliisinasyon gérme,
vertigo, ag1z kurulugu ya da uyuklama gibi doz bagimli yan
etkileri bulunmasindan dolayi, klinikte skopolaminin oral
ya da parenteral kullanimi smirlidir. Gelistirilmis olan
transdermal dozaj formu yliksek insidansli yan etkileri
azaltmay1 hedeflemektedir (Renner ve ark., 2005). Ancak
transdermal skopolaminin uzun siire kullanimi da ilagla
ilgili bir bagimlilik yapabilmektedir. Bu sebeple ilag
genellikle sadece kisa siire i¢in ve diisiik dozlarda (<1 mg)
uygulanmaktadir (LiverTox, 2017). Bulanti, kusma ya da
bas agris1 en yaygin gozlenen semptomlardir ve siddetli
vakalarda hastanede kalmayi1 gerektirebilir. Bu sebeple
hekimlerin ilagla ilgili farmasotik talimatlar1 dikkatlice ele
almalar1 gerekmektedir (Luetje ve Wooten, 1996).

Skopolamin, absorbsiyon sonrasi hepatik metabolizmaya
ugramakta ve daha sonra idrarla disar1 atilmaktadir.
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Karaciger, viicuttaki metabolizma ile ilgili ana organdir ve
essiz bir kan dolasiminin yani sira benzersiz bir mikro
damar sistemine sahiptir. Cesitli gastrointestinal bilesenler,
toksinler ya da enfeksiy6z ajanlar1 tasiyabilen kan,
karacigere siniizoidler yoluyla ge¢mektedir. Siniizoidal
hiicreler baz1 savunma mekanizmalari ile bu bilesenlerle
reaksiyona girerek tahris edici etkilerin en aza
indirgenmesine calisirlar (Wisse ve ark; 1996; Nafady ve
ark., 2017).

Karacigerin elektron mikroskobik incelemesi komplike,
zaman alic1 ve uzmanlik gerektiren bir ¢aligmadir. Hem
karacigerin ince yapisinin iyi analiz edilmesi ve hem de
analiz silireci boyunca tespit, gdomme, kesit alma,
kontrastlama igin boyama ve mikroskobik incelemede
kargilagilabilecek cesitli artefaktlar konusunda iyi bir
deneyimin olmasi gerekmektedir (Wisse ve ark., 2010).
Biyomedikal arastirmalarda gegirimli elektron mikroskobik
veriler (TEM) c¢ok degerlidir ve dogru preparasyon
yonteminin se¢imi sonucu dogrudan etkilemektedir.

Yaygin kullanimma ragmen, skopolaminin karaciger
enzimi yiikselmesine yol ac¢tig1 ya da klinik karaciger hasari
ile iligkilendirilmesi durumu nadirdir. ~ Yapilan bir
calismada skopolaminin sigan karaciger dokularinda doz
bagimli antioksidan ve antiglikasyon aktiviteleri rapor
edilmis ve bu durum reaktif oksijen tiirlerinin artis1 ile
aciklanmistir (Khosravi-Farsani ve ark., 2016). Bununla
beraber kullanimi durumunda karaciger dokularindaki
morfolojik ve ultrayapisal etkilerine dair smirli galisma
bulunmaktadir. Skopolamin deney hayvani caligmalarinda
da hafizanin degerlendirilmesinde siklikla kullanilmakta,
fakat bu galismalar daha ¢ok beyine odaklandigindan
karacigerdeki etkileri arastirilmamaktadir.Caligmamizda
skopolamin kullaniminin karaciger dokusunda herhangi bir
morfolojik ve ultrayapisal degisime neden olup olmadiginin
151tk ve gegirimli elektron mikroskopi yardimi ile
arastirilmasi amaglanmustir.

2. Materyal ve Metod

Calisma ile ilgili 2020/3-7 nolu  etik onay Balikesir
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan verilmis olup ¢alismanin deney hayvanlari ile
ilgili asamalar1 Balikesir Universitesi Deney Hayvanlari
Uretim, Bakim, Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
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(BAUN-DEHAM), 1 gergeklestirilmistir.  Calismanin
inceleme ve gorintileme basamaklari ise Eskisehir
Universitesi  Arastirma Laboratuvart Uygulama ve

Arastirma Merkezi’nde (ARUM) ¢alisilmistir.
2.1. Deney Protokolii

Bu caligmada 20 Wistar Albino erkek yash sican (21-22
aylik)  kullanilmistir. Calismanin  kurgulanmasinda
skopolamine bagli hafiza bozuklugu modeli temel
alimmustir. Hayvanlar, kontrol grubu ve ilag uygulama grubu
olarak raslantisal iki gruba ayrilmistir. Bu ¢aligmada
kullanilan ilag grubuna verilecek etken madde olan
Skopolamin HBr (Sigma), %0,9 salinde ¢oziilerek
hazirlanmistir. 3 haftalik bir zaman dilimi igin kontrol
gruplarina 0.1 ml/kg oral gavajla serum fizyolojik verilmis
ve son hafta davranis deneyinden yarim saat Once
intraperitoneal olarak 0.1 ml/kg serum fizyolojik
uygulamasi gergeklestirilmistir. ilag uygulanan deney
gruplarina ise 3 hafta siireyle oral gavajla 0.1 ml/kg serum
fizyolojik, deneylerden 30 dk Once intraperitoneal olarak
1mg/kg  skopolamin  uygulanmistir.  Hayvanlardan
ketamin/ksilazin anestezisi altinda 1mm?® boyutlarinda
karaciger ornekleri alinmis ve dekapitasyon uygulanmistir.
. Dokular vakit kaybetmeden 0.1 M fosfat tamponunda
hazirlanan %2.5’luk glutaraldehit solusyonuna alinarak
birincil fiksasyonlar1 24 saat 4°C’de gergeklestirilmistir. 15
dakikalik PBS tamponla 3 kez yikanarak fiksatif ortamdan
uzaklastirilmis ve 2 saat boyunca %1’lik osmiyum tetroksit
ile ikincil fiksasyon uygulanmistir. Dokular ayni sekilde
PBS yikama serisi ile fiksatiften arindirilmigtir. Dokulara 15
dk 2 kez alkol serileri uygulanarak dehidrasyonu (%30,
%350, %70, %90, %96, %100) gergeklestirilmistir. 30 dk.
stire ile 2 kez Propilen oksit ile seffaflagtirilan dokular
propilen oksit- araldit karigiminda 2 saat bekletilmistir
ardindan 1 gece boyunca saf araldit igerisinde inkube
edilmistir. Daha sonra resin bloklar i¢inde polimerize olan
dokular 151k ve elektron mikroskobik incelemeler igin
ultramikrotom (Leica Ultracut R) cihazi ile yar1 ince (700
nm) ve tam ince Kkesitleri (60 nm) alinmustir. Isik
mikroskobu incelemeleri igin kesitler toluidin mavisiyle
boyanmigstir. Elektron mikroskobik incelemeler(Hitachi HT
7800) icin kesitler bakir gridler iizerinde uranil asetat-
kursun sitrat ile boyanmistir.

3. Bulgular

Calismamizda incelenen karaciger biyopsi Ornekleri,
kontrol ve skopolamin uygulanan gruplardan elde edilen
151k ve elektron mikroskobik verilere gore morfolojik ve
ultrayapisal agidan degerlendirilmistir. Sekil la, kontrol
grubundan elde edilen karaciger orneklerinde normal
histolojik yapiyr gostermektedir. Hepatositler diizenli
yuvarlak ve oval goriiniimde olup, gekirdek¢ik yapilart
gozlenmektedir. Stoplazmik dagilim homojendir ve
hiicreler arasi baglantilar diizenlidir, Kupfer hiicreleri
sagliklidir (Sekil 1 a).
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Daha sonra 151k mikroskop verilerinde gozlenen hepatosit
cekirdeklerinin ¢ap  Olglimleri  yapilmistir  (ZEISS
AXIOIMAGER M1). Bu amagla her kesitten rastgele en az
bes farkli bolge secilmis ve toplam 50 ¢ekirdek cap1
Ol¢iilerek, elde edilen degerlerin ortalamast hesaplanmustir.
Kontrol grubu hepatosit ¢ekirdegi caplart ortalama olarak
7.85 pm olarak belirlenmistir (Sekil 1b).

Sekil 1a. Toluidin mavisi ile boyanmis yar1 ince kesitlerden elde
edilen kontrol grubu sigcan karacigerinin 1sik mikroskobik
goriintiisi b. Ortalama hepatosit ¢ap Ol¢iim iglemlerinde
degerlendirilen bir alana ait temsilci resim. Skala bar, 10 pm.

Skopolamin uygulanan 6rneklerden elde edilen yar1 ince
kesitlerde ise hepatosit goriinimleri genel olarak kontrol
grubundakilere benzerlik gostermektedir. Cekirdek yapilari
yuvarlak ve oval goriiniimde olup, ¢ekirdek¢ik ¢cogunda net
olarak  gozlenmektedir. Siniizoidal alanlar normal

goriinlimdedir. Az sayida hepatosit yapisinda stoplazma
homojenitesinin azaldig1 gozlenmektedir (Sekil 2a). Bu
gruptan elde edilen ortalama hepatosit ¢ekirdek c¢ap
Olciimleri ise 6.70 pm’dir (Sekil 2b).

Sekil 2a. Toluidin mavisi ile boyanmus yar1 ince kesitlerden elde
edilen ve skopolamin uygulanmig sigan karacigerinin 151K
mikroskobik  goriintiisii;  yuvarlak-oval  yapili  hepatosit
¢ekirdekleri, normal goriiniimlii kupfer hiicreleri ve siniizoidal
alanlar, baz1 bolgelerde stoplazmik erimeler b. Ortalama hepatosit
cap Olciim iglemlerinde degerlendirilen bir alana ait temsilci resim.
Skala bar, 20 um.

Kontrol karaciger orneklerinden elde edilen tam ince
kesitlerde normal hepatosit yapisi gézlenmistir. Cekirdek
belirgin bir ¢ift zara sahiptir ve saglikli ultrayapisal
goriinimdedir. Niikleoplazma o6kromatik goriiniimdedir.
Mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi stoplazmik
organeller biitiinliik gostermektedir; mitokondri kiiresel ya
da ovoid sekillerde olup bol ve diizenli bir yapidadir. Kupfer
hiicre goriiniimii normaldir (Sekil 3a).
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Sekil 3a. Kontrol grubu si¢an karaciger dokularindan TEM ile elde
edilen ultrayapisal bulgulara ait temsilci goriintii; diizenli hepatosit
yapist, ¢ekirdek zar1 saglikli, stoplazma 6kromatik goriiniimde, bol
miktarda ve diizenli mitokondri ve ER yapilari. Skala bar 2 um.

Skopolamin uygulanan o6rneklerden elde edilen TEM
mikrograflarinda ise c¢ekirdek kontrole benzer saglikli
morfolojide olup yuvarlak ya da ovoid sekilli ve 6kromatik
goriiniimdedir. Az sayida yag damlaciklart gbzlenmistir.
Mitokondriler bol ve normal gériiniimliidiir. Hiicreler arasi
baglantilar diizenlidir ve mitokondri yakinlarinda ER’lar
gozlenmistir. Ancak stoplazmada yer yer erimeler oldugu
goriilmiistiir. Az sayida Kupfer hiicresi ya da hepatosit
¢ekirdegi yaninda koful benzeri vezikiiller gozlenmistir.
Disse araligi normal goriiniimdedir. Ancak bazi hepatosit
¢ekirdeklerinin kontrole gore daha kiigiik bir goriiniimde
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4 a-b-c-d).
T -

+

Sekil 4a-b-c-d. Skopolamin sican  karaciger

uygulanan
dokularmdan TEM ile elde edilen ultrayapisal bulgulara ait
temsilci goriintii; ¢ekirdek (¢) kontrole benzer saglikli morfoloji ve
okromatik goriiniimde, mitokondriler (m) bol ve diizenli yapida ve
hiicreler aras1 baglantilar normal goriiniimdedir. Yer yer yag
damlaciklari, yer yer tek tek ya da kiimeler halinde gézlenen koful

benzeri stoplazmik vezikiillerin (v) yani sira stoplazmik

erimelerde (se) dikkat cekmektedir. Skala bar 2 um.
4. Tartisma

Skopolamin dogal bir antimuskarinik ajan olup ¢ok uzun
yillardir ara¢ tutmasi ile iligkili bulanti ve kusmay1
onlemede kullanilmaktadir (Wei ve ark., 2016). Merkezi
sinir siteminin kusma merkezindeki kolinerjik gegisi
bloklayarak etkisini gosterir (Sandlin, 2002). Ayrica
gastrointestinal sekresyonlart ve motiliteyi azaltarak tiikriik
ve teri inhibe etmektedir (Sanchez ve Lusk, 2015).
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Bu caligmada skopolamin kullanimmin sican karaciger
dokularindaki  morfolojik ve ultrayapisal etkileri
arastirllmistir. Literatiirde bilgimize gore skopolaminin
direk karaciger dokular1 iizerine histolojik etkilerinin
arastirilmasindan ziyade skopolamin ile indiiklenmis gesitli
bozukluklar  durumunda  gozlenen  etkiler  rapor
edilmektedir. Ornegin skopolamin uygulanmasi Alzheimer
hastaliginin fizyofarmakolojik bir modeli olarak da kabul
edilmektedir (Bajo ve ark., 2015). Bu sebeple de farkli
kognitif fonksiyonlar {izerine etkisi olduk¢a yogun olarak
aragtirilmistir  (Jeong ve ark., 2008). El-Marashy ve
arkadaslar1 ratlarda skopolamin ile indiiklenmis demans
durumunda, silymarinin iyilestirici etkilerini obje tanima
testi kullanarak gostermiglerdir. Yazarlar bu etkinin
kolinerjik etkinin artirilmasi, antioksidan ve antiinflamatuar
aktiviteler ile oldugu kadar, beyin ndrotransmitterlerinin
yavaglamasi (azalmasi) ya da histopatolojik degisimlerle de
saglanmig olabilecegini belirtmislerdir (El-Marashy ve ark.,
2018). Chen ve arkadaglar1 skopolaminin amyloid beta
birikimi, oksidatif stres, sinaptik bozulmalar, hafiza ve
o6grenme kusurlar1 gibi olaylar: indiikleyebildigini rapor
etmiglerdir. Aragtiricilar  skopolamin ile indiiklenmis
ratlarda 7,8-dihydroxyflavone (7,8-DHF)’un koruyucu
etkilerini arastirmiglar ve sonug¢ olarak 7,8-DHF’un
skopolamin indiikli Alzheimer hastalig1 gibi patolojik
bozukluklarin  azaltilmasinda {imit verici bir ajan
olabilecegini belirtmislerdir (Chen ve ark., 2014).

Bir c¢alismada, skopolamin, siproheptadin ve kediotu
kombinasyonundan olusan, regetesiz satilan bir uyku ilacini
agir1 dozda alan 23 hastada, uyusukluk ve kafa karigikligi
gibi semptomlar goézlenmis; fakat higbir hastada karaciger
hasar1 veya alanin amino transferaz (ALT) yiiksekligi
gelismemis ve hepsi 1-6 giin icinde iyilesmistir (Chan ve
ark., 1995). Burada gozlenen karaciger hasarinin kullanilan
kombinasyonun igindeki baska ilaglara bagli olmasi
muhtemeldir. Yapilan iki ayr1 sistematik derlemede
postoperatif bulant1 ve kusmanin dnlenmesi i¢in kullanilan
transdermal skopolaminin giivenligi degerlendirilmis, fakat
hepatotoksisiteden ~ya da enzim yiksekliginden
bahsedilmemistir (Kranke ve ar., 2005; Apfel ve ark.,
2010). Bu caligmalarin sonuglar1 bizim c¢aligmamizla da
uyumlu niteliktedir.Karacigerde toksisite bulunusunu
dogrulayabilmek i¢in histolojik tayinlerin yapilmasi bitylik
Onem tagimaktadir. Sabullah ve arkadaslari TEM kullanarak
Puntius javanicus karacigeri tizerine CuSO4’in kimyasal
etkileri ile olusabilecek in vivo stresi arastirmiglardir.
Yazarlar bakirin 6zellikle hepatosit ultrayapisi ilizerine
onemli etkileri oldugunu belirterek, c¢ekirdek seklindeki
anormallikler, ¢ekirdek membaninda hasarlar, sismis
hiicreler ve yag damlalar1 birikimini rapor etmislerdir.
CuSOs maruziyeti artirildiginda ise piknotik ¢ekirdek
olusumu ile mitokondri gibi organellerde hasarlar oldugu
tespit edilmistir. Golgi aygitt ve endoplazmik retikulum
yapisinda ¢6ziilmeler gdzlenmistir (Sabullah ve ark., 2014).
Bizim  caligmamizda da  karaciger  patolojisinin
incelenmesinde hepatosit yapisi, ¢ekirdek, mitokondri ve
endoplazmik retikulum yapisi, hiicreler arasi biitiinliik ve
stoplazmik homojenite gibi faktorler ele alinmistir.
Verilerimiz skopolamin uygulanan o6rneklerde kontrol
orneklerine gore hepatosit, ¢ekirdek ve ¢ekirdekeik yapilar
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morfolojik acidan genel olarak iyi korunmugtur. Ancak bazi
hiicrelerde stoplazmada yer yer erimeler gorilmiisve
hepatosit ¢ekirdek c¢aplarinda bir miktar kii¢iilme
izlenmistir. TEM verilerimiz ise hem kontrol grubu ve hem
de skopolamin uygulanan gruplarda hepatosit ¢ekirdeginin
normal oval-yuvarlak ve diizenli ¢ift zar yapisimi
korudugunu, ancak bazi c¢ekirdeklerde boyut kiigiilmesi
oldugunu desteklemistir. Diger yandan mitokondri ve ER
goriiniimleri normal olmakla beraber yer yer koful benzeri
vezikiil olusumlar1 ve stoplazmik erimelere de rastlanmistir.

Cekirdek yapisimin ultrayapisal diizeyde incelenmesi
apoptoz caligmalarinda temel faktorlerden biridir. Yeh ve
arkadaslari, okiiler ylizey apoptozu iizerine deneysel kuru
g06zilin etkilerini arastirmiglardir. Bu ¢aligmada skopolamin
gbzyast TUretiminin inhibisyonu ig¢in sistemik olarak
kullamilmigtir.  Yazarlar TEM bulgularint arastirirken
ozellikle ¢ekirdekteki morfolojik degisimleri
degerlendirmigler ve konjunktivital epitelyal hiicrelerde
apoptozla tutarli ultrayapisal morfolojik degisimleri rapor
etmislerdir (Yeh ve ark., 2003).

Cesitli ilaglar ya da endotoksin gibi bilesenler sistematik
olarak ya da barsak emilimi sonrast karacigere
ulasabilmektedir. Bu yiizden siniizoidal duvari kaplayan
hiicreler, kan bilesenleri parankimal hiicrelerle temas
etmeden oOnceki son engeldir. Nafady ve arkadaslar
Escherichia coli endotoksini ve asetaminofen tedavisi
sonrasi siniizoidal duvari olusturan  hiicreleri
incelemislerdir. Yazarlar her iki ila¢ uygulama grubunda da
fenestra daralmasi ile siniizoidal epitelyal hiicrelerde
sismeler oldugunu, kupfer hiicreleri ile kronik satellat
hiicrelerde aktivasyon oldugunu belirtmislerdir. Ayrica
hepatik stellat hiicreleri ¢evreleyen ve disse boslugunda
biiyiik miktarlarda kollajen lifleri goriilmiistiir (Nafady ve
ark., 2017). Bizim ¢alismamizda temel alinan inceleme
kriterleri hepatosit yapisi, organeller ve genel doku
biitiinliigli olmakla beraber, siniizoidal hiicreler ve Kupfer
hiicrelerinde 6nemli bir hasar bulunusu gézlenmemistir.

5. Sonug

Caligmamizda sigan karaciger dokularinda skopolamin
kullanimma bagli ileri derecede bir histolojik hasar
gozlenmemekle beraber, ilag verilen gruplarda yer yer koful
benzeri vezikiillerin olusumu, stoplazmik erimeler bulunusu
ve ¢ekirdek caplarinda az da olsa kantitatif bir azalma
oldugu tespit edilmistir. Ancak verilerimizin ayrintili
¢aligmalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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Ozet: Bitkilerden elde edilen aktif bilegenlerin dnemli bir boliimii, uzun yan zincirlere ve yiiksek polariteye sahiptir. Bu da
gastrointestinal mukozadan veya deriden pasif difiizyonla emilime engel teskil etmektedir. Bu noktada, ‘fito-fosfolipid” veya ‘fitozom’
olarak adlandirilan yeni komplekslestirme teknigi, absorbsiyonu kolaylagtirmak ve biyoyararlanimi artirmakta 6nemli bir rol
oynamaktadir. Fitozomlar, bitkisel kaynakli etkin maddelerin soya lesitini gibi dogal fosfolipidlerle uygun bir solvan/solvan sisteminde
kompleks olusturmasi sonucu olusan yapilardir. Fitozom formiilasyonlarinin karakterizasyonlariin yapilmasi amaciyla partikiil boyutu
Olciimii, etken madde salim hiz1 tayini, erime noktas1 tayini gibi in vitro testler yapilir. Enkapsiilasyon etkinligi de 6l¢limii yapilarak
degerlendirilen bir diger parametredir. Enkapsiilasyon etkinligi formiilasyon iginde tutulan etken maddenin %’de olarak ifadesidir.
Formiilasyonun enkapsiilasyon etkinliginin tayin edilebilmesi i¢in etken maddenin miktar tayini yonteminin gelistirilmesi ve analitik
validasyonunun yapilmasi gerekir. Calismada fitozom formiilasyonlarindaki berberin miktarini tayin etmek amaciyla HPLC metodunun
gelistirilmesi ve analitik validasyonunun yapilmasi amaglanmistir. HPLC analizleri Agilent 1260 Infinity II cihazinda Zorbax Eclipse
Plus C18 (100 mm x 4.6 mm x 3.5 pum) kolonda, 1 mL/dk akis hizinda yapilmustir. Berberin fitozom formiilasyonundan berberinin
miktar tayininin yapilmasi amacryla HPLC miktar tayini yontemi gelistirilmis ve ilgili ICH kilavuzuna gore valide edilmistir. Berberinin
fitozom formiilasyonlarinda bulunan yardimci maddelerden ayrilarak miktar tayinin yapilabilmesi 6nemlidir. Bu noktada analitik
validasyon parametrelerinden 6zgiinliik detayli olarak degerlendirilmistir. Gelistirilen yontem 6zgiinliik, dogrusallik ve aralig1, dogruluk,
kesinlik, geri elde edilebilirlik parametreleri yoniinden degerlendirilmis ve berberinin miktar tayini i¢in giivenilir oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Berberin, Fitozom, Fosfolipid kompleks, HPLC, Analitik validasyon

Development and Validation of HPLC Method for the Quantification of Berberine in Phytosome

Formulations

Abstract: An important part of the active ingredients derived from plants has long side chains and high polarity. This prevents
absorption through passive diffusion from the gastrointestinal mucosa or skin. At this point, the new complexing technique called
"phyto-phospholipid" or "phytosome" plays an important role in facilitating absorption and increasing bioavailability. Phytosomes are
structures formed as a result of the fact that active ingredients of plant origin form complexes with natural phospholipids such as soy
lecithin in a suitable solvent / solvent system. In order to make the characterization of phytosome formulations, in vitro tests such as
particle size measurement, active substance release rate determination, melting point determination are performed. Encapsulation
efficiency is another parameter that is evaluated by measuring. Encapsulation efficiency is the expression of the active substance in the
formulation in %. In order to determine the encapsulation efficiency of the formulation, the quantification method of the active ingredient
should be developed and analytical validation should be done. In this study, it was aimed to develop HPLC method and analytical
validation to determine the amount of berberine in phytosome formulations. HPLC analyzes were carried out in the Zorbax Eclipse Plus
C18 (100 mm x 4.6 mm x 3.5 pm) column on Agilent 1260 Infinity II device at a flow rate of 1 mL / min. In order to determine the
berberine from the phytosome formulation, the HPLC quantification method was developed and validated according to the relevant ICH
guidelines. It is important to be able to determine the amount of berberine by separating the excipients in the phytosome formulations.
Therefore, specificity from analytical validation parameters has been evaluated in detail. The developed method was evaluated in terms
of specificity, linearity and range, accuracy and precision parameters. It has been determined that the developed method is reliable for
quantification of berberine in phytosome formulations.

Keywords: Berberine, Phytosome, Phospholipid complex, HPLC, Analytical validation

© EJBCS. All rights reserved.


https://orcid.org/0000-0001-5157-5187
https://orcid.org/0000-0002-7002-5209
https://orcid.org/0000-0001-5157-5187

A. Giingor-Ak ve A. Karatag

1. Giris

Bitkilerden elde edilen aktif bilesenler eski zamanlardan
beri hastaliklarin tedavisinde kullanilagelmistir (Kidd
2009). Bitkisel kaynakli etken maddelerin modern
tedaviye aktarilmasi giderek yayginlasmaktadir. Fakat bu
etken maddelerin 6nemli bir bolimii, uzun yan zincirlere
ve yiiksek polariteye sahiptir. Bu da gastrointestinal
mukozadan veya deriden pasif difiizyonla emilime engel
teskil etmektedir (Karatag ve Turhan 2015). Bu noktada,
“fito-fosfolipid’ veya “fitozom” olarak adlandirilan yeni
komplekslestirme teknigi, absorbsiyonu kolaylastirmak ve
biyoyararlanimi artirmakta dnemli bir rol oynamaktadir.
Fitozomlar, bitkisel kaynakli etken maddelerin soya
lesitini gibi dogal fosfolipidlerle uygun bir solvan/solvan
sisteminde komplekslestirilmesiyle olusan yapilardir.
Herbozom olarak da adlandirilabilirler. Temel olarak
bitkisel aktif bilesen ve fosfolipid arasindaki etkilesim
sonucu, su ve yagda ¢ozlinebilir bir kompleks meydana
gelmektedir. Fitozomlar bitkisel etkin maddelerin akut ve
kronik tedavide etkinligi belirleyen farmakokinetik ve
farmakolojik parametrelerini iyilestirmek i¢in uygun
tastyict sistemler olarak Onerilmektedir. Berberin (BER);
Berberin  vulgaris, Berberis aquifolium, Hydrastis
canadensis ve Coptis chinensis gibi bir¢ok farkli bitkiden
elde edilebilen kuaterner benzilizokinolin alkaloittir. Cin
tibbinda ozellikle oral olarak diyare tedavisinde ve uzun
zaman boyunca da antimikrobiyal olarak kullanilmistir.
Son yillarda antihipertansif (Sut ve ark. 2017),
hipoglisemik (Liang ve ark. 2019), antikanser (Wang ve
ark. 2020), antidepresan (Kulkami ve Dhir 2010),
antiinflamatuvar (Cicero ve ark. 2016) ve hepatoprotektif
(Zhao ve ark. 2018) etkileri de c¢esitli aragtirmacilar
tarafindan  c¢alistlmistir.  Ancak  berberinin  oral
biyoyararlanimi  diigliktir.  Berberinin = zayif  oral
biyoyararlanim gdstermesinin sebepleri; karacigerde ve
bagirsakta ilk gecis etkisine ugramasi, kendi kendine
birlesme gostermesi sonucu gastrointestinal alanda
¢Oziinlrliigiiniin azalmasi, barsak membranindan gegisinin
kisitli olmasi ve barsaktan gecigini sinirlandiran p-
glikoprotenin  substrati  olmasidir. Bundan dolay1
berberinin tedaviye aktarilabilmesi icin ila¢ tastyici
sisteminin gelistirilmesi gerekliligi dogmustur (Yu ve ark.
2017). Bitkisel aktif maddeler i¢in ilagc tasiyict sistem
olarak tercih edilen fitozom formiilasyonunun berberin i¢in
kullanilmasi uygun gorillmistir. Fitozom
formiilasyonlarinin ~ karakterizasyonlarinin ~ yapilmast
amactyla partikiil boyutu 6l¢iimii, etken madde salim hizi
tayini, erime noktasi tayini gibi in vitro testler yapilir.
Enkapsiilasyon  etkinligi de  Olgimii  yapilarak
degerlendirilen bir diger parametredir. Enkapsiilasyon
etkinligi formiilasyon iginde tutulan etken maddenin %’de
olarak ifadesidir. Fito-aktif bilesen ve fosfolipidin yapisal
biitiinliigiini degerlendirmek amaciyla kullanilir. Fitozom
yapisinda tutulamayan serbest aktif bilesenin uygun bir
yontemle dl¢lilmesi sonucu da elde edilebilir. Santrifiij ile
stipernatant ayrilarak formiilasyon igine yiiklenmeyen
etken  maddenin  Olglimii  yapilir. Bu  6l¢iim
spektrofotometrik (UV-Vis) olarak ya da kromatografik
(HPLC gibi) olarak tayin edilebilir (Ghanbarzadeh ve ark.
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2016). Bu calismada fitozom formiilasyonu igindeki
berberin miktarim1 HPLC cihaziyla tayin etmek amaciyla

analitik yontemin gelistirilmesi ve validasyonunun
yapilmasi amaglanmustir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Materyal

Berberin  hidrokloriir (BER), Soya Fosfatidilkolin,

Asetonitril, Amonyum asetat, Metanol Sigma-Aldrich’ten
temin edilmistir. Kullanilan diger tiim kimyasallar da
analitik kalitededir.

2.2. Kromatografik Sistem ve Kosullar

HPLC analizleri Agilent 1260 Infinity II cihazinda Zorbax
Eclipse Plus C18 (100 mm x 4.6 mm x 3.5 um) kolonda, 1
mL/dk akis hizinda, mobil faz olarak 67:33 (h/h) oraninda
30 mM amonyum asetat:asetonitril karigimda 30 °C’de
yapilmistir.  Ornekler 10 pL olarak sisteme enjekte
edilmistir. Dalga boyu analizler boyunca 346 nm olarak
ayarlanmuistir.

2.3. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Berberinin stok ¢ozeltisi 100 pg/mL konsantrasyonda
hazirlanarak standart ¢ozeltilerin konsantrasyonlar1 1 — 20
pg/mL olacak sekilde distile su ile seyreltilerek
ayarlanmuistir.

2.4. Analitik Yontemin Validasyonu

Optimize edilen analitik yontem, ICH Q2 (R1) (ICH 2005)
kilavuzuna gore dogrusallik ve araligi, dogruluk ve geri
elde edilebilirlik, kesinlik (tekrarlanabilirlik ve ara
kesinlik), teshis sinir1 (LOD), tayin smir1 (LOQ) ve

Ozglinlik parametreleriyle dogrulanmistir ve valide
edilmistir.

2.4.1. Dogrusallik ve Aralig

Yontemin  belirli  bir  araliktaki  etken  madde

konsantrasyonu ile orantili sonuglar1 verebilme yetenegidir
(Raposo ve Ibelli-Bianco 2020). Dogrusallik verilen bir
araliktaki ornekte bulunan analitin bilinen
konsantrasyonda ve enstriimental cevap arasindaki iliskiyi
belirtmek i¢in lineer regresyon analizi kullanilarak
belirlenir. Korelasyon katsayis1 (r) ve determinasyon
katsay1si(r?) dogrusallif1 veren parametrelerdir. Dogrunun
egimi, analit konsantrasyonu ile test sonuglar1 arasindaki
matematiksel iligkiyi ifade eder. Analitik bir ydntemin
araligl ise kullanilan yonteme gore etken maddenin yer
aldigr alt ve st limitler arasindaki oranin kesinlik,
dogruluk ve dogrusallik acisindan tayin edildigi araliktir.
Yontemin  dogrusalligi, dogrusal regresyon analizi
kullanilarak  degerlendirilmistir. Buradan regresyon
denklemi ve determinasyon katsayis1 (R?) degeri elde
edilmistir. Analitik yontemin dogrusalliginin analizi igin,
etken maddenin farkli stok ¢ozeltileri hazirlanmistir ve bu
stok c¢ozeltilerden hareketle 1-20 pg/mL konsantrasyon
araliginda standart ¢ozeltiler hazirlanmistir.  Bilinen
konsantrasyonlara (x) karst elde edilen alanlar (y) grafige
gegirilerek kalibrasyon dogrusu ¢izilmistir.
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2.4.2. Dogruluk ve Geri Elde Edilebilirlik

Dogruluk ve geri elde edilebilirlik degeri elde edilen
degerin, ger¢ek degere yakinliginin Olgiisiidiir. Aym
zamanda analitik yontemin hatasizliginin bir Sl¢iisiidiir.
Analitik iglemin dogrulugu en az ii¢ farkli konsantrasyon
noktasinda en az iicer kez hazirlanan numunedeki
miktarlarin belirlenen konsantrasyonlardaki % geri elde
degerlerinin ortalamasi, bu dagilimin standart sapmasi ve
% bagil standart sapmasi hesaplanarak tayin edilmektedir.
Yontemin dogrulugunun tayini igin bu sekilde belirlenen
% bagil standart sapma degerinin % 2'den kiigiik olmasi
gerekir. Dogrulugu tayin etmek amaciyla etken maddenin
miktar  tayininde  kullanilmak  iizere  hazirlanan
kalibrasyonlarda diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyon
olarak belirlenen 2 pg/ml, 10 pg/ml ve 16 pg/ml
konsantrasyonlarda BER  ¢dzeltileri  hazirlanmustir.
Hazirlanan her bir ¢ozelti HPLC’de arka arkaya 6 kez
analiz edilmistir. Okunan alan degerleri kalibrasyon dogru
denkleminde yerine konularak konsantrasyon degerleri
hesaplanmis buradan hareketle % geri elde ve % bagil
standart sapma (% BSS) degerleri bulunmustur.

2.4.3. Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi ayni homojen numunenin
belirlenen sartlar altinda ¢ok sayidaki analizlerinden elde
edilen o6l¢iim sonuglarmin yakmligi olarak ifade edilir.
Kesinlik  belirlenen islem kosullarinda  yontemin,
tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve tekrar elde edilebilirlik
olarak 1ii¢ farkli seviyede incelenmektedir. Analitik
yontemin kesinligi dl¢iimlerin standart sapma ve % bagil
standart sapma (%BSS) degerleri bulunarak test edilmistir.
Kesinligi tayin etmek amaciyla etken maddenin miktar
tayininde kullanilan analitik yontemin tekrarlanabilirligi ve
ara kesinligi degerlendirilmistir.

2.4.3.1. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik ayn1 kosullar altinda ve kisa bir zaman
araliginda yontemin kesinligini gostermektedir. BER'in
miktar tayininde kullanilmak iizere yapilan
kalibrasyonlarda tekrarlanabilirlik tayini amaciyla diisiik,
orta ve yiiksek konsantrasyon olarak belirlenen 2 pg/ml,
10 ug/ml ve 16 pg/ml konsantrasyonlarda ¢ozeltileri (n=3)
hazirlanmistir. Hazirlanan her bir ¢ozelti arka arkaya 6 kez
HPLC'de analiz edilmistir. Elde edilen alan degerleri
kalibrasyon dogrusunda yerine konularak konsantrasyon
degerleri hesaplanmis, ortalama ve standart sapma
degerleri elde edilmis ve buradan % BSS degerleri
bulunmustur.

2.4.3.2. Ara kesinlik

Ara kesinlik farkl giinler, farkli analistler ve farkl cihazlar
gibi laboratuvar i¢i varyasyonlarin kesinligini ifade eder.
BER stok ¢ozeltisinden hareketle hazirlanan 2 pg/ml, 10
pg/ml ve 16 pg/ml konsantrasyonda numuneler (n=3)
farkli giinlerde HPLC’de 6 kez okutulmustur. Elde edilen
alan degerleri kalibrasyon dogrusunda yerine konularak
konsantrasyon degerleri hesaplanmis, ortalama ve standart
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sapma degerleri elde edilmis ve buradan % BSS degerleri
bulunmustur.

2.4.4. Teghis ve Tayin Sinirlart

Bir analitik islemin teshis sinir1 (Limit of Detection-LOD)
analizi yapilan Ornegin kromatogramdaki pikinin ve
yerinin belirdigi ama miktar tayini smirlar igerisine
girmeyen en alt konsantrasyondur (ICH 2005). Bir kag
yolla bulunabilir. Yapilan deneylerden elde edilen
sonuglarin kullanildig1 hesaplamalardan bulunabildigi gibi
dogrudan gozlemlenerek de bulunabilir. Tayin sinir1 (Limit
of Quantification-LOQ) ise analizi yapilan maddenin kabul
edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak miktarmin tayin
edilebilecegi, dogrusallik araligi disinda olan veya araligin
en alt simirmi olusturan konsantrasyon diizeyidir (ICH
2005). Teshis smnir1 regresyon denklemlerinin kesim
noktalarmin standart sapmasimin dogrunun egimine
boliinerek 3.3 ile carpilmast ile hesaplanmistir; ayni deger
10 ile carpilarak da tayin sinir hesaplanmistir.

2.4.5. Ozgiinliik

Ozgiinliik analiz esnasinda numunede olmasi beklenen
bilesikler varliginda da analiti
kesin bir sekilde tayin edebilme oOzelligidir (Raposo ve
Ibelli-Bianco 2020). In vitro deneylerde BER miktar tayini
yapilirken fitozom formiilasyonuna katilan yardimci
maddelerin BER’in HPLC analizinde elde edilen piki ile
girisim yapip yapmadigini gozlemek igin etken madde,
yardimc1 madde ve etken madde — yardimci madde
karigimlarinin ayr1 ayri ¢ozeltileri hazirlanarak belirlenen
kosullarda pikleri
elde edilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Sekil 1°de gosterildigi gibi BER’in piki 3.846 dakikada
elde edilmistir.

Y

e

T T T T T T
1 2 3 4 5 6

Sekil 1. BER'in pikini gosteren HPLC kromatogrami

Kalibrasyon egrisinin regresyon denklemi y=34649x—
1,8569 (Sekil 2) olarak bulunmustur. Determinasyon
katsayist 0,9998 olarak elde edilmistir.
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Sekil 2. BER’in miktar tayini yonteminin analitik validasyonundan elde edilen regresyon dogrusu

Dogruluk ve kesinlik sonuglari sirasiyla standart sapma ve edilen dogruluk ve geri elde edilebilirlik sonuglar1 Tablo
bagil standart sapma agisindan degerlendirilmistir. Elde 1’de verilmistir. Teshis ve tayin siirt degerleri sirasiyla
edilen standart sapma (< £%?2) ve % bagil standart sapma 0,3045 pg/ml ve 0,9227 pg/ml olarak bulunmustur.
(<%2) degerleri, gelistirilen miktar tayini metodunun Enjeksiyonun tekrarlanabilirligi sonuclart ise Tablo 2’de
uygun oldugunu ve kesinligini gostermistir. Berberinin verilmistir.

miktar tayini yonteminin analitik validasyonundan elde

Tablo 1. Berberinin distile su ortaminda yapilan miktar tayininin analitik validasyonundan elde edilen dogruluk ve geri elde sonuglar

1. Konsantrasyon 2. Konsantrasyon 3. Konsantrasyon

2 ng/ml 10 pg/ml 16 pg/ml

Alan C (ng/ml) % Gerielde Alan C (ug/ml) % Gerielde Alan C (ng/ml) % Geri elde
69,32 2,054 102,7 3412 9,900 99,00 5529 16,01 100,1
69,15 2,049 102,5 340,2 9,872 98,72 5539 16,04 100,3
69,15 2,049 102,5 3419 9,922 99,22 5522 15,99 99,9
68,87 2,041 102,1 3423 9,934 99,34 5524 15,99 99,9
69,22 2,051 102,5 3422 9,929 99,29 554,7 16,06 100,4
68,39 2,027 101,4 3432 9,959 99,59 553,2 16,02 100,1
Ortalama 102,3 Ortalama 99,19 Ortalama 100,1
SS* 0,494 SS* 0,300 SS* 0,176
%BSS** 0,483 %BSS** 0,303 %BSS** 0,175

*SS Standart sapma, **BSS Bagil standart sapma

Tablo 2. Berberinin distile su ortaminda yapilan miktar tayininin analitik validasyonundan elde edilen tekrarlanabilirlik sonuglart

Teorik C (ug/ml) Bulunan C (pg/ml) (X*£SS**) % BSS***
2 2,02+0,021 1,039
10 9,91+0,047 0,474
16 16,03+0,041 0,256

*X= Ortalama, **SS Standart sapma, ***BSS Bagil standart sapma
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Tablo 3. Berberinin distile su ortaminda yapilan miktar tayininin analitik validasyonundan elde edilen ara kesinlik sonuglari

Konsantrasyon 1. giin (X* £ SS) 2. giin (X £ SS) 3. giin (X £SS) SS** % BSS***
(ug/mL)

2 2,045+ 0,009 2,017 +0,021 2,020 + 0,017 0,015 0,761

10 10,01 £ 0,015 10,00 + 0,013 10,01 £ 0,014 0,005 0,045

16 16,01 + 0,008 16,01 £ 0,011 16,00 + 0,012 0,001 0,002

*X= Ortalama, **SS Standart sapma, ***BSS Bagil standart sapma

Analitik  validasyon parametrelerinden kesinlik igin
degerlendirilen ara kesinlik sonuglari Tablo 3’de
verilmistir.

Ozgiinliik parametresini degerlendirmek adina yapilan
calismalarda fitozom formiilasyonunda yardimci madde
olarak kullanilan fosfolipidin, berberinin temiz ve keskin
bir pik verdigi 346 nm’de berberine yakin yerde bir piki
goriilmiistiir. Piklerin bir girisim yapip yapmadiginin
anlagilmasi i¢in kromatogramlar {ist iiste gakistirilmis ve
ufak bir girisim yaptiklar1 gortilmistiir (Sekil 3).

Sekil 3. BER ve fosfolipide ait kfomotogramlarm listiiste
cakistilmasi ile elde edilen kromatogram

Bu girisimin anlamli olup olmadigimi degerlendirmek
adma R (ayiricilik) degeri hesaplanmistir. Kromatografide
iki pikin nicel anlamda birbirinden ayrildigini kabul etmek
icin R=1 olmasi gerekir. Ve bu ayiricilik degeri iki bandin
birbiri ile %2 oraninda Ortiistigii anlamina gelirken, R=
1.5 olmasi durumunda bu &rtlisme % 1’e diiser ve iki pik
birbirinden tamamen ayrilmis olur (Yilmaz ve ark. 1997).
R (ayiricilik) degeri Denklem 1°de verilen formiil ile
hesaplanmaktadir:

tr,A—tr,B

R=2lr a5 Tw B

] (Denklem 1.)

tr,A=A maddesinin alikonma zamani
tr,B=B maddesinin alikonma zamani
Tw,A=A maddesinin olusan pik araliginin genisligi
Tw,B=B maddesinin olusan pik araliginin genisligi

A maddesi BER i¢in kromatogramindan elde edilen
veriler; t; A 3.846 ve Tw,A 0.1017 ve B maddesi fosfolipid
icin kromatogramindan elde edilen veriler; t.B 3.672 ve
Tw,B 0.1131 dir. Denklem 2’de yer alan formiile gore
hesaplanan R degeri degerlendirilmistir;

3.846 — 3.672

=2 01017 + 01131 (Denklem 2.)
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Maddelerin alikonma zamanlari ve pik araliklarinin
genisliklerinden yararlanilarak hesaplanan R (ayiricilik)
degeri 1.616 cikmistir. Bu deger bize piklerin birbirinden
tamamen ayrilmig oldugunu gostermektedir. Fitozom
formiilasyonunda berberin ve kullanilan fosfolipid
arasinda herhangi bir girisim bulunmamaktadir.

4. Sonuc¢

Berberin fitozom formiilasyonundan berberinin miktar
tayininin yapilmast amactyla HPLC miktar tayini yontemi
gelistirilmis ve 1ilgili ICH kilavuzuna gore valide
edilmistir. Gelistirilen yontem o6zgiinliik, dogrusallik ve
araligi, dogruluk, kesinlik, geri elde edilebilirlik
parametreleri yoniinden degerlendirilmis ve berberinin
miktar tayini i¢in gilivenilir oldugu belirlenmistir.
Caligmamizda berberinin formiilasyon icinden tayin
edilmesinde  analitik  validasyon  parametrelerinden
0zglinliik parametresinin 6n plana ¢iktig1 goriilmiistiir. Saf
berberinin  miktar tayini yontemi ve fitozom
formiilasyonundan berberinin tayini igin gelistirilen
yontem kargilagtirildiginda bu yontem icin
formiilasyondaki diger maddelerin de isin i¢ine girmesiyle
berberinin kesin bir sekilde tayin edilmesi 6nemli hale
gelmistir. Bu noktada c¢aligmamizda gelistirdigimiz
yontemde ayiricilik degeri de hesaplanmis ve giivenilir
olarak maddemizin miktarinin  tayin  edilebildigi
gorillmiistiir.
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Abstract: Providing sustainable crop production regardless of climate conditions can be realized with production in
greenhouse conditions. Greenhouse irrigation and moisture balance are among the systems related to the
environmental conditions required for plant development. All the water resources are decreasing day by day due to
the indiscriminate practices in agricultural irrigation and the pollution caused by the leakage of waste materials directly
into the water resources. For this reason, water saving methods should be used in irrigation and fogging systems to be
made in greenhouse conditions. With the method of harvesting rainwater, which is used in today's conditions, a special
water collection system is planned in the roof system during the greenhouse design phase, and the accumulated water
is transferred to the water collection pool with the help of pipes. The water accumulated in the water collection pool
is transferred to the greenhouse irrigation and fogging systems by using pressurized systems when needed. In this
study, it is aimed to give information in the context of the literature on the collection and accumulation of rainwater,
which is being used recently in modern greenhouses, and the establishment of irrigation - fogging systems. For this
purpose, it has been revealed that the information obtained by literature review is compiled and water saving can be
achieved in greenhouse cultivation. In the compilation study, it is recommended to support the studies on the
technology of harvesting rainwater in greenhouse and to encourage the investments to be made in this field.

Keywords: Greenhouse, Irrigation systems, Fogging systems, Rain waters, Water harvesting, Water storage

Yagmur suyunun degerlendirilmesi ile sera kosullarinda tarimsal iiretimde sulama ve sisleme
sistemlerinin saglanabilirligi

Ozet: iklim kosullarma bagli olmaksizin siirdiiriilebilir bitkisel iiretimin saglanmasi, sera kosullarinda iiretim ile
gerceklestirilebilmektedir. Sera igi sulama igleminin yapilmasi ve nem dengesinin saglanmasi, bitki gelisimi agisindan gerekli cevre
kosullar ile ilgili sistemlerin basinda gelmektedir. Tarimsal sulamada gelisi giizel sekilde hoyrat¢a yapilan uygulamalar ve atik
maddelerin dogrudan su kaynaklarina sizmasi sonucu olusan kirlilik nedeniyle, tiim su kaynaklar her gecen giin daha da
azalmaktadir. Bu nedenle, sera kosullarinda yapilacak olan sulama ve sisleme sistemlerinde, su tasarrufu saglayan yontemlerin
kullanilmasi gerekmektedir. Giiniimiiz kosullarinda kullanilmaya baslanan yagmur sularinin hasadi yontemiyle, sera tasarlama
asamasinda c¢at1 sisteminde 6zel su toplama sistemi planlanmakta olup, biriktirilen su borular yardimiyla su toplama havuzuna
aktarilmaktadir. Su toplama havuzunda biriktirilen su, ihtiya¢ duyuldugunda basingli sistemlerden yararlanilarak sera i¢i sulama
ve sisleme sistemlerine aktarilmaktadir. Bu ¢aligmada, giinlimiizde modern seralarda yeni kullanilmaya baslanan yagmur sularinin
toplanmas1 ve biriktirilmesi ile sulama - sisleme sistemlerinin olusturulmas: ile ilgili literatiir kapsaminda bilgi verilmesi
amaglanmigtir. Bu amagla, literatiir taramasi ile elde edilen bilgiler derlenerek seracilikta su tasarrufunun saglanabilecegi ortaya
konulmustur. Yapilan derleme ¢aligmasinda seracilikta yagmur sularinin hasadi teknolojisi ile ilgili ¢aligmalarin desteklenmesi ve
bu alanda yapilacak yatirimlarin tegvik edilmesinin gerekliligi tavsiye edilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Sera, Sulama sistemleri, Sisleme sistemleri, Yagmur sulari, Su hasadi, Su depolama
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1. Introduction

Greenhouse, cultivation started at the beginning of the 19th
century in Northern European countries, and II. It has
developed in the world after the World War. Starting
greenhouse operations in the province of Antalya Turkey in
the 1940s, is today in the Mediterranean and Aegean regions
heavily (Kervankiran, 2011; Cergioglu ve Sahin, 2016).

Creating a suitable climate for the growth and development
of plants in greenhouses, It is achieved by controlling
variables such as temperature, relative humidity, solar
radiation. In classical type greenhouses, the climate, sun
outside the greenhouse, temperature, humidity, rain. It
changes constantly. This change occurs according to the
energy-mass balance in the greenhouse. Other one 1n a
sense, some of the energy coming on the greenhouse is
stored, some of it is given outside. If the leaf temperature is
high, it is caused by the excess energy stored in the plant.
Excess energy accumulation, by activation of ventilation or
cooling systems. It is tried to be resolved to a certain extent
(Wee 2010).

Irrigation is generally defined as the water required for plant
development but cannot be met naturally, to the soil without
causing environmental problems. In order to maintain the
aesthetic beauty of the landscape areas, most of these areas
apply irrigation similar to natural precipitation to keep them
alive. If this is not done, most of the parks and green areas
around us can be lost. With the effective and continuous use
of our water resources, it is hoped that the maintenance and
irrigation of these systems and the expansion of the
landscape areas (Smith 1997).

Between 1950 and 1990, while the world population
doubled, the amount of water used increased 6 times. It is
estimated that the annual water amount of 7300 m*® per
capita in 1995 will decrease to 4800 m yilinda in 2025. A
rapid decline is observed due to annual renewable fresh
water per capita, rapid population growth in the country,
urbanization and industrialization events and increased
water consumption on a personal basis. According to these
developments, while the amount of water per capita in our
country was 1950 m* in 1990, this figure will decrease to
1500 m? in 2000, and it is estimated that our population will
be around 100 million in 2030, and that water consumption
per capita will be around 1000 m?/ year (Anonymous 1998).
. Thus the left and sufficient water resources for the future
generations to Turkey should be used very well preserved.

In our country, it is aimed to obtain more products in
greenhouse than the unit area. For this reason, the number
of plants grown in the unit area and the biomass weights
obtained are high. Depending on the product variety and
climate characteristics of our agricultural areas, large
amounts of organic waste are generated and generally there
is no systematic evaluation of these wastes. Sonmez et al.
(2002) in a study conducted in Antalya-Kumluca, it is stated
that approximately 57 500 tons of plant waste annually from
tomato greenhouses, and 330 625 tons of plant waste in
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Antalya province are discarded randomly and destroyed by
burning.

Figure 1. Modern greenhoUse with air conditioning control

The aim of this study is to meet the water source needed in
the greenhouses from the climate conditions in irrigation
and fogging systems, which is one of the most important
production ways in order to increase the agricultural
products in the face of the population increase in the the
world. In this way, the nutritional needs of the growing
population will be met on the one hand, and water supply
will be provided to be used in agricultural production
without damaging the decreasing water resources with each
passing day.

2.Material and Method

One of the variables required to provide optimum
conditions for crop production in the greenhouse is the
provision of irrigation and fogging systems. For the
greenhouse, irrigation systems should be provided to
provide fogging for the moisture balance and the water
needed by plant products. The study material was composed
of national and international studies on irrigation and
fogging systems in greenhouses and the availability of
rainwater harvesting of these systems. In the light of the
information collected from these studies, the path to be
followed in the research has been determined.

3.Results

Within the scope of the research, the findings related to the
automated irrigation and fogging systems to be provided in
the greenhouse and rainwater harvesting methods are tried
to be explained under the following sub-titles.

3.1. Fogging Systems

Fogging System is the system used to cool the environment
in a short time and to provide the moisture needed by the
plant in the greenhouse. One of the systems installed in the
greenhouses to provide the moisture that the plant needs and
to reduce the greenhouse indoor temperature is the fogging
method.
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Fogging method is one of the systems established to provide
the moisture required by the plant in the greenhouses and to
decrease the indoor temperature of the greenhouse. In the
fogging system, heat is absorbed from the ambient air by the
evaporation of water sprayed with high pressure, and the
absorbed heat is transported outside the greenhouse by air.
The fogging heads are placed at the top of the greenhouse at
1m intervals and at a height of about 1m from the plant
height. Fogging is applied by running the heads every 5
minutes for 5 or 10 seconds. The fogging system is preferred
in places with low humidity and high temperature because
the system increases the humidity together with cooling
(Sarikog 2007).

Fig.2. Greenhouse fogging systems

3.2.Irrigation Systems

Irrigation of water, which is necessary for plant
development but cannot be provided by precipitation,
through artificial means is called irrigation, and the way this
water is given to the soil in the plant root zone is called
irrigation method. Pressurized irrigation methods that can
be used in greenhouse conditions; sprinkler irrigation
method, drip irrigation method, bubbler irrigation method
and micro sprinkler irrigation methods (Sartkog 2007).

3.2.1. Sprinkler Irrigation Method

In this method, irrigation water is transported in closed
pipes under pressure to mechanical sprayers and applied to
the soil in a manner similar to natural precipitation. Almost
all plants can be watered with this method if the paddy is
kept separate. In sprinkling method, starting capital and
operating costs are higher than surface irrigation methods.
In this method, water application can be as low as 0.25 cm
/ hour. Thus, it can be applied without causing water loss
and erosion in over inclined, uneven areas and soils with
low depth, and it can be applied efficiently in soils with high
permeability or low water holding capacity (Ertugrul and
Apan 1979).
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Fig.3. Greenhouse sprinkler systems

Sprinkler irrigation method; It is one of the most suitable
irrigation methods that can be used for irrigation of plants
with low usable water holding capacity, high water intake
rate, lightly structured soils, especially high economic value
and sensitive to moisture deficiency in the soil (Demirel
2005).

3.2.2.Drip Irrigation Method

With drip irrigation, evaporation from the dry soil surface,
surface runoff and deep leakage are prevented, water saving
is increased and irrigation efficiency increases. Since the
irrigation water requirement is also less for the unit area, a
larger area can be irrigated with the water source at hand.
Thus, it is possible to use the water optimally where the
water supply is limited (Kanber et al. 1994).

Fertilizer saving is also provided since the necessary
fertilizer for plants can be given to the plant root area with
irrigation water in the desired time and amount. Weed
development decreases as water will not reach between the
rows in which drip irrigation is applied in row plantings.
Herbicides to be given by irrigation water are effective
against weeds that can develop in wet areas (Haroglu 2000).
The structure of the drip irrigation system to be used in
greenhouses is shown below (Anonim 2019).

AIR-VACUUM
RELIEF VALVE

‘CHECK VALVE
IN-LINE
FLOW METER

Fig.4. Structure of drip irrigation system
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3.2.3. Micro Sprinkler Irrigation Method

This sprinkler irrigation method using small sprinkler heads
is called “Micro sprinkler irrigation method”. System
elements are the same as drip irrigation system elements.
The only difference is that small sprinkler heads are used
instead of drippers. In other words, this method is a form of
irrigation where drip irrigation system and small sprinkler
heads are used, but irrigation is done by sprinkler irrigation
method. In this method, a lateral pipeline is laid during each
tree and a sprinkler head is placed under each tree along the
lateral (Giingor et al. 1995).

3.2.4. Bubbler Irrigation Method

Bubbler irrigation method is mostly suitable for irrigation
of trees, shrubs and orchards and not for grass and other
field crops. The basis of the system consists of the lateral
pipe that conducts water with low pressure and transparent
polyethylene water distribution pipes with a diameter of 10-
12 mm (Sarikog 2007).

4. Discussion

In cooling with fogging method, in the greenhouse
greenhouse from a sufficient height from the plants placed
on pipes passed along made with spray nozzles. It the
primary purpose of the method; greenhouse air Although it
is moisturizing, the plants for cooling and even irrigation
functions is used (Oztiirk ve Bascetingelik, 2002).

Low and low in the cooling system by fogging. There are
two methods, high pressure. The low pressure of these is
300-400 kPa pressure between 50-100 pm and medium
produces bulky drop diameters. High pressure 1n systems, it
works between 3.5-7.0 MPa pressure and they produce drop
diameters of 2-60 um. High pressure systems low pressure
finer droplets than systems they produce faster evaporation
and cooling rate increases (Li ve Willits, 2008).

Rain water can be collected and treated and reused. Instead
of rainwater, it can be evaluated in different ways depending
on the amount and type of use. Examples include barrels
used for storing rainwater, rain gardens, wet and dry ponds.
It is possible to collect and store water flowing from roofs
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in large facilities, to be used as water for ice skating rinks,
garden irrigation and industry, and to be used as reservoir
water in toilets. In addition, storing rainwater helps to
reduce the risk of floods and floods by reducing the amount
of water mixed into the network during periods of heavy
rainfall (Silkin, 2014).

The idea of rainwater collection actually appears as a
method used since ancient times. The cisterns used to
prevent water shortage in drought periods were used to
collect rainwater. Today, rainwater is obtained by using
cistern systems, especially in arid regions where agriculture
is common (Sahin & Manioglu, 2011).

b

Fi.6. Water storage cistern

Advanced rainwater collection system; collection surface
consists of horizontal and vertical grooves, filters, pump,
rainwater tank and distributor systems. According to the
need of use in buildings, the quality of water is divided into
two as drinking and utility water (water not of drinking
water quality). Although the water collected from the roofs
is used as some utility water, it can be purified and brought
to the level of drinking water (Sahin and Manioglu 2011).

The use of rainwater on a global scale is increasing day by
day. Rain water is stored in many cities of Japan, especially
in Tokyo. Rain waters are collected in the region of the Fiji
Islands and used when needed. From a numerical
perspective, there are rainwater use systems in
approximately 25,000 homes in the USA (Alparslan et al.,
2008).

Rain water is collected from roofs or from the surface using
two different techniques and drinking water, irrigation and
cleaning etc. It can be used for purposes. The collected
water is also leaked underground for purposes such as
preventing ground collapse and feeding groundwater
resources. Today, collecting and using rainwater has
become one of the alternative water sources due to reasons
such as the consumption of fresh water resources and
pollution (Alparslan et al., 2008).
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Fig.7 Rainfall Collection System

5. Conclusion

Globally, natural water resources are decreasing day by day.
Meeting the growing population's water needs with
available resources will be in danger in the near future. In
this regard, measures to save money should be taken in all
areas of water use. In agricultural production, where water
consumption is the most intense, all developments in this
regard should be followed closely.

The main purpose of irrigation is to provide the water lost
through transpiration and evaporation from the soil for
healthy agricultural production. In this regard, the most
important condition that should be provided in agricultural
production under greenhouse conditions is to meet the plant
water consumption.

In greenhouse conditions, the water requirement of the
plants should be met with minimum water consumption.
Likewise, in-greenhouse humidification is of great
importance in terms of agricultural production. Planning the
irrigation and fogging systems that should be provided in
greenhouse conditions in the most economical way is a great
necessity in terms of decreasing water resources every day.

Within the scope of national and international researches,
the study was conducted on storing rainwater in modern
greenhouses and using irrigation and fogging systems for
the greenhouse. As a result of the study, it was concluded
that it is possible to transfer the water collected by the
rainwater harvesting system to be designed in the roof
system of the greenhouses to the water tank to be projected
underground. In this way, the water required in agricultural
production for the greenhouse can be obtained naturally.
Vegetable production will be done without damaging the
existing water resources, and the desired amount of product
can be provided at any time, regardless of climate
conditions.
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Kedilerde Piretroid Toksikasyonu
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Ozet: Chrysanthemum cinerariaefolium bitkisinin cigeklerinin boceklere karsi etkinliginin belirlenmesinden sonra sentetik
tiirevleri sentezlenmistir. Sentetik tlirevlere piretroidler ad1 verilmistir. Giiniimiizde sentetik piretroidler insektisit ve ektoparaziter
(kene, bit, pire, uyuz) amagla yaygin sekilde kullanilmaktadir. Tiirkiye’de permetrin, deltametrin, flumetrin, sipermetrin, fenvalerat
ve sifulitrin igeren ticari iirtinler kdpek, at, sig1r, koyun ve kegilerde kullanilmak tizere ruhsatlandirilmigtir. Permetrin igeren tiriinler
kopeklerde oldukga fazla kullanilmaktadir. Memeli tiirleri genellikle piretroidlere duyarli degildir. Ancak kediler oldukca
duyarhidir. Kedilere yanlislikla piretroid uygulanmasi ve/veya piretroid uygulanan kopeklerle kedilerin temasa gegmesi sonucunda
kedilerde ciddi zehirlenmeler gelisebilmektedir. Bu derlemede kedilerde gdzlenen piretroid zehirlenmeleri, klinik gériiniimii ve
tedavileri hakkinda bilgiler verilmeye ¢aligilmistir.

Anahtar Kelimeler: Piretroid, kedi, zehirlenme

Pyrethroid Toxication in Cats

Abstract: Synthetic derivatives were synthesized after determining the effectiveness of the flowers of the Chrysanthemum
cinerariaefolium plant against insects. These synthetic derivatives are called pyrethroids. Nowadays, synthetic pyrethroids are
widely used as insecticide and ectoparasitic (tick, lice, fleas, scabies). Permethrin, deltamethrin, flumethrin, cypermethrin,
fenvalerate and cyfluthrin containing commercial products has been licensed for use in dogs, horses, cattle, sheep and goats in
Turkey. Products containing permethrin are widely used in dogs. Mammals are generally not susceptible to pyrethroid, but cats are
quite sensitive. Serious poisoning may develops in cats as a result of accidental application of pyrethroids and/or contact of cats
with pyrethroids treated dogs. In this review, it could be tried to give information about pyrethroid poisoning, clinical appearance
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and treatments in cats.

Keywords: Pyrethroid, cat, poisoning

1. Giris

Piretrinler ilk olarak yaprak bitleri ve hamam boceklerine
Chrysanthemum cinerariaefolium bitkisinin ¢i¢eklerinin
etki ettiginin gozlenmesi ile kullanilmaya baglanmistir.
Sonrasinda sentetik olarak {iretilerek piretroidler adi
verilmistir. Piretroidler parazitlerin kitin yapisint pasif
difiizyonla gecerek sodyum kanallarmin kapanmasini
engelleyip felce neden olarak etki gosterdikleri ifade
edilmistir. Ayrica bazi tiirlerinin klor kanallari {izerinden de
etki gosterebilecegi belirtilmistir. Sonugta parazitlerin
6limiine neden olurlar. Bu bilesikler veteriner ve beseri
hekimlikte ektoparaziter ~ ve insektisit olarak
kullanilmaktadir (Balcioglu ve ark 2004, Anadon ve ark
2009, Das ve Aksoy 2016).

© EJBCS. All rights reserved.

Tiirkiye’de  piretroidlerden  permetrin  (kopek, at),
deltametrin (kdpek, koyun, sigir), flumetrin (kdpek, koyun,
s1g1r), sipermetrin (kopek, at, keci, koyun, sigir), fenvalerat
(s1g1r) ve sifulitrin (sigir) igceren tasma, damla, toz veya
banyo tarzinda satilan ticari preparatlar1 bulunmaktadir.
Uriinler insektisit olarak kullanilmasi yaninda hedef
tirlerde ektoparaziter (bit, pire, uyuz, kene) amagh
kullanilirlar (Yazar 2018, Yazar 2019).

Bu derlemenin devaminda kedilerde gozlenen piretroid
kaynakli zehirlenme vakalari, klinik bulgular ve tedaviler
hakkinda bilgiler verilmeye ¢alisildi.
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2.Kedilerde Zehirlenmeler

Bazi iilkelerde piretroid kaynakli zehirlenmelerin kedilerde
en ¢ok gozlenen zehirlenme tiplerinden biri oldugu ifade
edilmistir (Berny ve ark 2010, Caloni ve ark 2016, Bertero
ve ark 2020). Kedilerde sentetik piretroidlerin,
piretrinlerden daha zehirli oldugu (Berny ve ark 2010) ve
Tiirkiye’de veteriner alanda kullanilan iiriinlerin tamaminin
piretroid grubu oldugu ifade edilmistir (Yazar 2018).
Kopekler i¢in kullanimi ruhsatlandirilmig piretroidlerin,
kedilerde gozlenen ilk on zehirlenme nedenleri arasinda
oldugu bildirilmistir (Merola ve Dunayer 2006). Ozellikle
altt haftadan kiiclik kedi yavrularinda glukronidasyon
eksikligi nedeni ile ¢ok daha zehirli kabul edilirler
(Woodward 2005). Ancak kedilerde gozlenen duyarliligin
sadece bu eksikle agiklanamayacagi da ifade edilmistir
(Anadon ve ark 2009).

Permetrinin kedilerdeki letal dermal dozu yaklagik 100
mg/kg’dir ve kedilerde piretroid zehirlenmesine bagli 6liim
oraninin yaklagik %2.5-17 arasinda oldugu bildirilmistir
(Bahcivan ve Oguz 2019). Baska bir kaynakta ise
permetrinin kedilerde zehirlenme nedenleri arasinda ilk
beste bulundugu ve oOliim oraninin %10-40 arasinda
degistigi ifade edilmistir (Taylor 2016). Kd&pekler igin
damla ve banyo seklinde satisa sunulan permetrin i¢eren
iiriinlere kedilerin kazara maruz kalmasi ile zehirlenmeler
gozlenebilmektedir. Dogrudan temas disinda, bazi
vakalarda permetrin spot-on iriinii uygulanan kopeklerle
yakin temas (yakin uyuma veya timar) sonrasinda kedilerde
permetrin zehirlenmesi goézlendigi rapor edilmistir. Bazi
vakalarda ise kopekler icin iiretilen ticari Uriiniin bir
damlasna maruz kalan kedilerde  zehirlenmeler
gozlenebildigi bildirilmistir. Klinik belirtiler genellikle ilk
birkag saat iginde ortaya ¢ikmaktadir, ancak bazen bir veya
¢ giin arasinda ortaya ¢ikabilecegi de bildirilmistir.
Zehirlenmelerde tiim viicutta gdzlenen titremeler en yaygin
belirtidir. Ayrica ndbet, kaslarda segirmeler, asir1 duyarlilik,
ates, hipersalivasyon, g6z bebeklerinde biiylime, gecici
korliik, kusma, ishal ve solunum giigliigli gozlenebildigi
ifade edilmektedir (Merola ve Dunayer 2006, Anadon ve
ark 2009, Taylor 2016, Bates 2020).

Permetrinle zehirlenen 286 adet kedinin genelinde
konviilsiyonlar, segirme, titreme, kas fasikiilasyonlari, asiri
duyarlilik, ates ve salya artis1 gozlendigi, iyilesmelerin ilk
birka¢ giin i¢inde gelistigi, ancak bazi vakalarda 7 giine
kadar uzadig: bildirilmistir. Kedilerde %10.5 oraninda 6liim
gozlendigi ifade edilmistir (Sutton ve ark 2007).

Permetrinle zehirlenen 42 adet kedide klinik olarak titreme,
kas fasikiilasyonlari, segirmeler, asir1 duyarlilik, nébetler,
ates, salya artigi, ataksi, midriyazis ve gecici korliik gelistigi
bildirilmistir. Tedavide dermal kontaminasyonda yikama ile
birlikte metokarbamol disinda antikonvulzanlar ile destek
tedaviler uygulandigt belirtilmistir. Bir kedinin 6tenazi
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edilmek zorunda kaldig ifade edilmistir (Boland ve Angles
2010).

Permetrinle zehirlenen 20 kedide en fazla gdzlenen klinik
belirtilerin titremeler, kas fasikulasyonlari, hipertermi ve
nobetler oldugu bildirilmistir. Tedavide deterjanla yikama,
diazepam (0.5 mg/kg, IV veya rektal devaminda 0.1-0.5
mg/kg/saat), propofol (4—6 mg/kg IV bolus devaminda 0.1—
0.5 mg/kg/saat), metokarbamol (55-200 mg/kg, TOD, PO,
<glinliik doz 330 mg/kg), kristalloid (IV) ve goz lubrikanti
uygulandigr ifade edilmistir. Ayrica klinik durum
degisikligi gbzlem altinda tutulmustur. Tedaviler
yapilmasina ragmen bir vakanm oOldiigi bildirilmistir
(Dymond ve Swift 2008).

Piretroid ile zehirlenen 18 kedide salya artisi, nobet,

midriyazis, titremeler, hipotermi ve asir1 duyarlilik
gozlendigi, 16 adetine normal semptomatik tedavi
uygulandigi, 2 adetine intravenéz lipid emiilsiyonu

uygulandig1 ve genel iyilesme siiresinin birkag giin oldugu
bildirilmistir (Amfim ve ark 2016).

Permetrinle zehirlenen iki kedi yikandiktan sonra diazepam,
propofol, pentobarbital ve sivi tedavisi yaninda %20’lik
intravendz lipid emiilsiyon (2 mL/kg bolus uygulama
sonrasinda 4 mL/kg/saat) uygulandigi ifade edilmistir. Bir
kedide bir doz daha uygulamaya ihtiya¢ duyuldugu,
kedilerde zehirlenmelerde uygulanabilecegi bildirilmistir
(Bruckner ve Schwedes 2012).

Permetrinle zehirlenen ve titremeler gbzlenen iki kediye
sabunla yikama sonrasi, oksijen, fenobarbital, diazepam,
%25 mannitol, metokarbamol, ringer laktat uygulamalar
yapildigt ve birkag glin sonra hastalarin iyilestigi
bildirilmistir (Draper ve ark 2013).

Permetrinle temas tarzinda zehirlenen bir kedide titreme,
ndbet ve salya artisi gozlendigi bildirilmistir. Tedavide
kedinin sampuanla yikandigi, oral alinim ihtimaline kars1
aktif komiir (%20, 20 mL), parenteral dengeli siv1 tedavisi,
metokarbamol ve %20’lik intravendz lipid emiilsiyonu
uygulandigr ve ertesi gin %20’lik intravendz lipid
emiilsiyonu uygulamasinin tekrar yapildigi ve yaklagik iki
giin sonra hastanin iyilestigi ifade edilmistir (DeGroot
2014).

Dermal yolla 71 mg/kg fenvalerata maruz kalan ii¢ kediden
ikisinin Oldiigi ve birinin komaya girdigi bildirilmistir.
Klinik olarak nobet, kas titremeleri ve salya artisi
gozlendigi belirlenmistir (Anadon ve ark 2009). Fenvalerat
ve  N,N-diethyl-m-toluamide (Deet) kombinasyonu
zehirlenmesi siipheli iki kedide 4-6 saat sonrasinda titreme,
nobet, salya artigi, ataksi ve depresyon gozlendigi ve
ikisinin de 6ldigl bildirilmistir (Dorman ve ark 1990).
Fenotrin ve etofenproks gibi piretroidlerde kedilerde
zehirlenmelere neden olabilmektedir (Merola ve Dunayer
20006).
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3.Tedavi Secenekleri

Zehirlenmeye karsi 6zel antidot bulunmamaktadir. Salya
artisin1 kontrol etmek i¢in atropin kullanimi diisiiniilse de

merkezi sinir sistemi uyarist ve tagikardik etkiler
gosterebilecegi  unutulmamalidir.  Piretroidler  suda
¢oziinmedigi  icin  kedilerin  tiiylerinden  etkenin

temizlenmesi amaci ile sivi el bulasik deterjam1 veya
sampuanla yikanabilecegi bildirilmektedir (Anadon ve ark
2009). Yikamada sicak suyun vazodilatasyon neden
olabilecegi ve buna bagli olarak zehirin emiliminin artma
ihtimaline karst 1lik su kullanilmasi gerektigi tavsiye
edilmektedir. Hipotermi ise zehrin etkisini
artirabilmektedir. Ayrica komtamine kil bdlgesi tiras
edilmelidir (Taylor 2016). Vitamin E’nin deriye lokal

uygulamasinin  piretroidlerin  neden  oldugu  deri
reaksiyonlarii azalttigi belirlenmistir (Anadon ve ark
2009). Tedavide kas gevsetici ve sakinlestiriciler

kullanilabilir. ilk uygulama olarak titremelere karsi kas
gevsetici metokarbamol (44-200 mg/kg, vyavas IV)
kullanilabilir. Bu dozda giinde ii¢ defa uygulanabilir, ancak
giinlik doz 330 mg/kg dozu asmamalidir. Damar igi
preparatlarin temin edilemedigi durumlarda, tabletler
ezilerek gastrik sonda ile mideye veya rektal yolla ayni
dozda uygulanabilir. Metokarbamolun yeterli olmadigt
durumda barbitiiratlar, propofol (0.05-0.3 mg/kg/dakika)
veya her ikisi birden kullanilabilir (Richardson 2000,
Merola ve Dunayer 2006, Taylor 2016). Diazepam (0.25
mg/kg, IV), midazolam (0.3 mg/kg, IV-IM veya 0.002-
0.005 mg/kg/dakika) (Taylor 2016) veya deksmedetomidin
(1 meg/kg, IV veya 10 mcg/kg, IM) kullanilabilecek diger
ilaglardir. Permetrinle zehirlenen kedilerde metokarbamol
bulunamadigr durumlarda ozellikle erken donemde
deksmedetomidin  kullanilabilecegi  ifade  edilmistir
(Ceccherini ve ark 2015). Bazi1 vakalarda paradoksik olarak
benzodiazepin uygulamasinin nérolojik belirtileri artirdigi
bildirilmistir (Siroka ve Svobodova 2013). Nobetler
gbzlenmeye baglandiginda fenobarbital (2-4 mg/kg, bolus
IV) iki saat ara gilinlik maksimum 20 mg/kg dozda
kullanilabilir (Taylor 2016). Standart tedavinin yetersiz
kaldigt  durumlarda  %20’lik  intravendz  lipid
emiilsiyonunun (Bahcivan ve Oguz 2019) olabildigince
erken kullanilmasi tavsiye edilmektedir (Bates 2020).
Uygulamanin iyilesmeyi hizlandirdigi ve 6liim oranini
distirebilecegi bildirilmistir (Haworth ve Smart 2012, Kuo
ve Odunayo 2013, Peacock ve ark 2015). Ancak kedilerde
belirlenmis net dozaj rejimi bulunmamaktadir. Kedilerde
%20’lik intravendz lipid emiilsiyonu iceren preparatlardan
1.5 mL/kg (IV bolus) uygulamasi onerilir. Devaminda ise
0.25 mL/kg/dakika dozunda 0.5-1 saat araliklarla klinik
semptomlar gozlendiginde kullanilabilecegi bildirilmistir.
Farkli bir dozaj rejimi olarak 1.5 mL/kg (IV bolus) dozunda
4-6 saat araliklarla 24 saat boyunca kullanilabilecegi ifade
edilmistir. Bir diger alternatif dozaj rejimi olarak 2.25
mL/kg (bolus IV) dozunda uygulama sonrasinda 6.5 saat
stiresince 0.025 mL/kg/dakika dozunda kullanilabilecegi
bildirilmistir (Taylor 2016). Intravendz lipid emiilsiyonu
uygulamasi sonrasinda nadiren bazi vakalarda yan etki
olarak korneal lipidozis gelisebilecegi bildirilmistir. Ancak
bu yan etkinin tedaviye gerek kalmadan birkag giinde (3-7)
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diizelebilecegi ifade edilmistir (Seitz ve Burkitt-Creedon
2016, Yuh ve Keir 2018). Miyoglobiniiri gelisme ihtimaline
kargt sivi tedavisi Onerilmektedir (Merola ve Dunayer
2006). Hastalar sakin, sessiz ve uyaranlardan uzak bir
ortamda tutulmahdir. Her tiirlii stimulasyona dikkat
edilmelidir. Gelisen asir1 salya alinmali, gerekirse oksijen
uygulamasi ve entiibasyon yapilmalidir (Taylor 2016).

Piretriodler ugucu olmadig: i¢in genellikle inhalasyonla
zehirlenme gozlenmez. Kedilerde bir saatten erken oral
alimlarda kusturucu olarak ksilazin (0.2 mg/kg, IV veya
0.5-1 mg/kg, IM) uygulanabilir. Ancak hayvanda ciddi
depresyon gelismigse veya yutma refleksi tamamen
kaybolmussa uygulanmamalidir. Oral alimdan sonraki ilk
3-4 saat icinde aktif komiirle (2 g/kg) birlikte diyaretikler
(%10 magnezyum siilfat solusyon, 0.5 g/kg, PO veya %70
sorbitol, 3 mL/kg) uygulanabilir (Anadon ve ark 2009).
Benzer sekilde insanlarda oral maruziyetlerde oral aktif
komiir, antihistaminik, vitamin E ve ¢irpinmalara karsi
benzodiazepinler 6nerilmistir (Ozkaya ve ark 2013).

4.Sonu¢ ve Oneriler

Kedilerde piretroid zehirlenmeleri giincelligini
korumaktadir ve  siklikla  kazara  gelismektedir.
Zehirlenmelerde ise dogrudan bilinen bir antidotu

bulunmamaktadir. Temasla gelisen zehirlenmelerde killarin
tirag edilmesi ve 1lik deterjanli veya sampuanli su ile yikama
ilk yapilacak islemdir. Cevresel uyaranlardan wuzak
tutulmalidir. Geligen titreme ve nobetlere karst kas
gevseticiler, antiepileptikler veya anestezikler
(metokarbamol,  propofol,  diazepam, midazolam,
deksmedetomidin, fenobarbital) kullanilabilir. Burada
secimi yapilacak ila¢ veya ila¢ kombinasyonlar1 ve dozaj
rejimleri vakanin durumuna goére veteriner hekimce
yapilmalidir. Son yillarda ise %?20’lik intravendz lipid
emiilsiyonu igeren preparatlarin uygulamasinin faydal
etkileri bildirilmistir. Oral alimlarda ise genel destek
tedavinin yaninda aktif komiir ve laksatif uygulamasi
yapilabilir. Geligen duruma gore oksijen ve ringer laktat
uygulamasi da diisiiniilmelidir. Yapilan destek tedavilere
ragmen Olim oram1 yine de yiiksek diizeylerde
kalabilmektedir. Hayvan sahiplerinin bilgilendirilmesi
zehirlenme oranini disiirebilir.
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