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Abstract: The phytoplankton of the Hirfanli dam lake was investigated monthly between August 2008 and July 2009. The samples
were taken using plankton net with a pore diameter of 55 um. A total of 69 taxa belonging to 6 divisions have been identified,
including Bacillariophyta (32 taxa), Chlorophyta (18 taxa), Cyanobacteria (11 taxa), Euglenophyta (2 taxa), Charophyta (4 taxa),
Miozoa (2 taxa). Seasonal distribution of phytoplankton was also investigated. Seasonal increase rate was determined higher in
spring, summer, and autumn. Even though seasonal distribution of phytoplankton species varied, Navicula sp., Cyclotella sp.,
Nitzschia sp., Gomphonema sp., and Lyngbya sp. were found as dominant.

Keywords: Phytoplankton, algae, Hirfanli dam lake

Hirfanl Baraj Golii’niin fitoplankton kompozisyonu

Ozet: Hirfanli baraj golii fitoplanktonu Agustos 2008-Temmuz 2009 tarihleri arasinda aylik olarak incelenmistir. Ornekler 55 pm
g0z agikligina sahip plankton agi kullanilarak toplanmustir. Bacillariophyta (32 takson), Chlorophyta (18 takson), Cyanobacteria
(11 takson), Euglenophyta (2 takson), Charophyta (4 takson), Miozoa (2 takson) olmak iizere toplam 6 divizyoya dahil 69 takson
teshis edilmigtir. Fitoplanktonlarin mevsimsel dagilimi da incelenmistir. Mevsimsel artig oran1 ilkbahar, yaz ve sonbaharda daha
yiiksek olarak belirlenmistir. Fitoplanktonlarin mevsimsel dagilimi degismesine ragmen Navicula sp., Cyclotella sp., Nitzschia sp.,

Gomphonema sp., ve Lyngbya sp. dominant olarak bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Fitoplankton, alg, Hirfanl baraj goli

1. Introduction

Hirfanli dam is one of the dams located on the Kizilirmak
River which originates from Karadag Spring in central
Anatolia and flows to the Black Sea (Fig. 1). The altitude
and reservoir area of dam lake are 856 m and 320 km?. The
mean depth and volume of the dam lake are 83 m and 7.63
x 10° m?, and a mid-Anatolian land-type climate prevails in
the area. Hirfanli dam built in 1959 for the purposes of
energy production and flood control (DSI 1973).

Several studies on the phytoplankton and zooplankton in
Hirfanli dam lake have been undertaken (Baykal and
Ac¢ikg6z 2004; Yigit and Altindag 2005; Baykal et al. 2006).
Algae are primary producers of the aquatic environment and
their periodic investigations are extremely important for

© EJBCS. All rights reserved.

aquatic life. Therefore, the aim of the present study was to
examine phytoplankton compositions in the dam lake.
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Fig. 1. Map of Hirfanli dam lake
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2. Materials and Method

Three stations were chosen in different areas of reservoir.
The samples were taken from these stations each month
between August 2008 and July 2009 vertically with 10 m
intervals using plankton net with a pore diameter of 55 pum.
Phytoplankton samples were placed in 250 ml dark bottles
and fixed with 4% formaldehyde in the field. Identification
of samples was performed on a light microscope. Diatoms
were also analyzed using permanent preparations (APHA
1995). Phytoplankton species were identified according to
(Round 1981; Round et al. 1990; Seckbach and Kociolek
2011; Kramer and Lange-Bertalot 1986, 1991a, 1991b;
Huber— Pestalozzi, 1941, 1982; John et al. 2003; Komarek
and Anagnostidis 2008; Bellinger and Sigee 2015).

Taxonomy  of algae  was  controlled  with
http://www.algaebase.org (M.D. Guiry 1996-2020)
website.

Nitrogenous and phosphate compounds of water were
measured in the spectrophotometer with the colorometric
method, and standard methods have been applied for other
parameters such as TH, PAL, MAL and PV analysis. SPC,
TDS, SAL and TRB measurements were performed with
YSI 6920 model Water Quality monitor, pH measurement
was done with Sargent-Welch PBL model pH meter (Table
1).

3. Results

The pH of the dam lake shows slightly alkaline with its
values between 7.8-8. Salinity rate varies between 0.63-
0.71. While the conductivity in natural waters is between
20-180 pS/cm (Boyd 1988), it can be said that the
conductivity in the dam lake is high (1255-1467 uS/cm).
Dissolved oxygen values were within conventional values
for reservoirs (7.8-10.3 mg/l) (Table 1). Some parameters
for instance, temperature, dissolved oxygen concentration,
nutrients and feeding pattern in the lake had important
effects on the growth levels of phytoplankton (Baykal et al.
2006).

A total of 69 phytoplanktonic taxa was identified.
Bacillariophyta comprised 46% (32 taxa) of the total taxa
and were dominant in the phytoplankton. The remaining
divisions were as follows: Chlorophyta 26% (18 taxa),
Cyanobacteria 16% (11 taxa), Euglenophyta 3% (2 taxa),
Charophyta 6% (4 taxa), Miozoa 3% (2 taxa). The list of
phytoplankton is given in Table 2.

Species composition of this study is generally similar to
Hirfanli dam lake (Baykal and A¢ikgdz 2004; Baykal et al.
2006), Altinapa dam lake (Yildiz 1986), Tercan dam lake
(Altuner and Giirbiiz 1996), Keban dam lake (Cetin and Sen
1997), Sartyer dam lake (Atici 2002), Bafra Fish lakes
(Goniilol and Comak 1993), Asartepe dam lake (Atict and
Obali 2010), Mamasin dam lake (Atic1 and Alas 2012) and
Caygoren reservoir (Sevindik 2010).
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The highest number of species was recorded in spring (63
taxa) and summer (55 taxa) while the lowest species
richness was found in winter (34 taxa). Bacillariophyta was
the dominant phytoplankton group showing the greatest
species richness (32 taxa) with large contribution of
Naviculales (8 taxa). Species numbers of Bacillariophyta
were high in spring (29 taxa) and summer and autumn (27
taxa). Naviculales were mostly consisted of Navicula,
Gyrosigma, Caloneis and Pinnularia species. Navicula and
Nitzschia were dominant genus and they were both
represented with 7 taxa. Baykal and A¢ikgoz (2004) also
reported that Nitzschia and Navicula species are abundant
and widespread in Hirfanli Dam Lake. Navicula, Nitzschia,
Cyclotella, Gomphonema, Fragilaria and Cymbella were
widely found especially in spring and summer. Cyclotella
ocellata is the dominant diatom in lakes in Turkey (Baykal
et al. 2006). Cyclotella species are thought biyoindicators of
transient phase from oligotrophic to eutrophic conditions
(Round 1956) while Nitzschia palea shows widespread
development in eutrophic environments (Round 1981).
Diatom diversity is high and abundant in Turkish
freshwaters (Atict and Obali 2010).

The second dominant group was Chlorophyta (18 taxa) with
large contribution of Sphaeropleales (9 taxa). Species
numbers of Chlorophyta were high in spring (17 taxa) and
summer (15 taxa). Sphaeropleales were mostly consisted of
Pediastrum, Scenedesmus and Ankistrodesmus species.
Scenedesmus and Pediastrum species were found in
oligomesotrophic reservoirs in Turkey (Isbakan et al. 2002;
Baykal and A¢ikgoz 2004; Kivrak and Giirbiiz 2005).

Species richness of Cyanobacteria increased in summer
with 11 taxa. With four species, Oscillatoriales has the most
species. Lyngbya, Microcystis, Oscillatoria and Anabaena
species were widespread in summer and spring months.
According to Aysel (2005) Anabaena species were common
in Turkey. Trifonova (1998) reported that Cyanobacteria
species are significant planktons in summer and early
autumn at eutrophic and mesotrophic lakes.

Charophyta was represented with 4 taxa of the order
Desmidiales and Zygnematales. Goniilol and Comak (1993)
reported that Zygnematales species are common in
eutrophic and mesotrophic lakes rather than oligotrophic
lakes in Turkey though they were accepted as characteristic
species of oligotrophic lakes (Hutchinson 1967).

Euglenophyta and Miozoa were each represented by 2 taxa.
Euglena increased especially in autumn. Ceratium
hirundinella, were widespread taxa in summer, spring and
autumn. It was reported that Ceratium hirundinella is a
common species in Hirfanl dam lake (Baykal and A¢ikgoz
2004; Baykal et al. 2006), have a wide distribution in
Turkey (Aysel 2005) and prefers mesotrophic lakes
(Rawson 1956).
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Table 1. Some physico-chemical parameters of water
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July October February May
Parameters Surface 4m Surface 6m Surface 4m Surface 4m
pH 8 7.8 7.8 7.8 8 8 7.9 7.8
SPC (Specific Electrical uS/em 1303 1311 1356 1381 1458 1467 1255 1404
Conductivity)
TDS (Total Dissolved Solids) mg/l 846 854 881 893 951 950 802 898
SAL (Salinity) ppt 0,65 0,64 0,69 0,70 0.71 0.71 0.64 0.65
0-PO,-P (Ortho Phosphate mg/l 0,01 0.01 0,03 0.03 0,025 0.015 - -
Phosphorus)
NO.-N mg/I 0,014 0.013 0,007 0.006 0,002 0.002 - -
NOs-N mg/I 0,14 0.12 0,46 0.22 0,23 0.41 - -
NHs-N mg/I 0,41 0.79 0,12 0.13 0,88 0.85 - -
PV (Permanganate Value) mg/l O, 1,67 1.88 1,15 1.49 2,65 2.61 - -
TRB (Turbidite) NTU 04 5.2 07 05 - - - -
DO (Dissolved Oxygen) mg/l 8.4 7.8 9.1 8.7 10,3 10.1 9.5 9.2
T (Temperature) °C 26,3 24.6 22 21,2 15.8 14,3 20 18.2
TH (Total Hardness) mg/I 380 382 399 400 442 443 381 387
(CaCOs)
PAL (Phenoltalein Alkalinity) mg/l 5 3 - - - - - -
(CaCO0s)
MAL (Total Alkalinity) mg/l 106 108 101 102 121 122 97 100
(CaCOs)
Table 2. Phytoplankton composition of Hirfanli dam lake
Summer Autumn  Winter Spring
Divisio: CYANOBACTERIA
Ordo: Chroococcales
Chroococcus limneticus Lemmermann + + +
Microcystis aeruginosa (Kiitzing) Kiitzing + + +
Ordo: Synechococcales
Merismopedia elegans A.Braun ex Kiitzing + + + +
M. punctata Meyen + + +
Ordo: Oscillatoriales
Lyngbya sp. + + + +
Oscillatoria planktonica Woll. + + + +
O. tenuis C. A. Agardh + +
Phormidium sp. +
Ordo: Spirulinales
Spirulina jenneri (Stizenberger ex Gomont) Geitler + + +
Ordo: Nostocales
Anabaena sp. + + +
Nostoc sp. + + +
Divisio: CHLOROPHYTA
Ordo: Chaetophorales
Stigeoclonium sp. + + + +
Ordo: Chlorellales
Oocystis borgei J.W.Snow + + +
O. crassa Wittrock in Wittrock & Nordstedt + + +
O. pusilla Hansgirg + + +
Ordo: Sphaeropleales
Pediastrum dublex Meyen + + +
P. tetras (Ehrenb.) Ralfs + + +
Scenedesmus acutiformis Schroeder + + + +
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S. ecornis (Ralfs) Chod. +
S. quadricauda (Turp) Breb. +
Scenedesmus sp.

Ankistrodesmus longissimus (Lemm.) Wille

A. mirabilis Korsch. +
Ankistrodesmus sp. +
Tetraédron minimum (A. Braun) Hansgirg

Ordo: Chlamydomonadales

Chlamydomonas globosa Snow + +
Ordo: Ulotrichales

Ulothrix variabilis Kuetzing + + +
Ordo: Cladophorales

Cladophora sp. + +
Ordo: Oedogoniales

Oedogonium sp. + +
Divisio: EUGLENOPHYTA

Ordo: Euglenida

Euglena sp. + + +
Phacus sp. +
Divisio: BACILLARIOPHYTA

Ordo: Cocconeidales

Cocconeis pediculus Ehrenberg +
Ordo: Bacillariales
Nitzschia pusilla Grunow

N. fonticola Grunow

N. fruticosa Hustedt

N. palea (Kiitzing) W. Smith
Ordo: Cymbellales
Cymbella affinis Kiitzing

C. helvetica Kiitzing

C. microcephala Grunow in Van Heurck +
C. prostrata (Berkeley) Cleve

Gomphonema sp. +
Ordo: Fragilariales

Diatoma vulgaris Bory

Diatoma sp.

Fragilaria virescens Ralfs

Synedra sp.

Ordo: Naviculales

Gyrosigma acuminatum (Kiitzing) Rabenhorst
Navicula atomus (Kiitzing) Grunow

N. cuspidata (Kiitzing) Kiitzing

N. radiosa Kiitzing

Caloneis sp.

Pinnularia interrupta W. Smith

P. viridis (Nitzsch) Ehrenberg

Rhoicosphenia sp. + +
Ordo: Surirellales
Cymatopleura sp.
Surirella sp. + + + +
Ordo: Thalassiophysales

Amphora ovalis (Kiitzing) Kiitzing + + + +
Ordo: Stephanodiscales

Cyclotella meneghiniana Kiitzing + + + +
Cyclotella ocellata Pantocsek + + +
Ordo: Melosirales

Melosira varians Agardh. + + +
Ordo: Mastogloiales

Achnanthes conspicua A. Mayer + + +
A. oblongella Oestrup + + + +
Ordo: Rhopalodiales

Epithemia sp. + + + +
Rhopalodia sp. +

Divisio: CHAROPHYTA

Ordo: Desmidiales

Cosmarium sp. + + +
Ordo: Zygnematales

++ ++ o+ +
+
+ o+ o+ 4+ o+

+

+
+
+

+ 4+ + +
+ + + +
+

+ + + + + +
+ o+ 4+ + +
+ +

+ + 4+ + 4+ + A+ o+

+
+

+ + 4+ 4+ + +
+ + + + + +
+ + + + + + 4+ o+

+
+
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Zygnema sp.

Mougeotia sp.

Spirogyra condensate (Vaucher) Dumortier
Divisio: MIOZOA

Ordo: Gonyaulacales

Ceratium hirundinella (O.F. Muller) Dujardin
Ordo: Noctilucales

Noctiluca miliaris Suriray, nom. inval.

Eurasian J Bio Chem Sci, 3(Suppl 1):169-174, 2020

+ +
+ +

+ + + +

+ + +

+ +

4, Conclusion

The increase in the concentration of nutrients leads to
irregularities in the quality and quantity of phytoplankton
(Baykal et al. 2006). Variation of water temperature may
cause changes in the chemical and biological composition
of the dam lake. It is quite difficult to identify the trophic
status of lake using only some indicator types. Although
Hirfanli dam lake shows the mesotrophic character, it is
under the threat of eutrophication (Baykal et al. 2006) due
to farming activities using nitrogenous fertilizer,
dewatering and temperature variations. In euthrophic
lakes, summer phytoplankton population is high due to
increasing water temperature. Similarly to that,
phytoplankton population is found higher in spring and
summer in this study. The trophic status of the lake should
be examined periodically in terms of the efficiency of the
aquatic ecosystem.
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Abstract: Wastewater from various industries contains a high concentration of dyes. Dyeing wastewater is discharged into natural
receiving waters without treatment; they are dangerous for both the environment and human health. Therefore, it is necessary to
remove the dyes before it is discharged to the receiving environment. In this study, full factorial modeling of methyl red removal
was studied by using an adsorption method, which is widely used in dye rsemoval with natural and modified prina adsorbent. 23
factorial design is used in the modeling method. In there 3 factors; adsorbent content (0.03g/30mL - 0.3g/30mL), initial dye
concentration (30mg/L - 300mg/L) and adsorbent type (natural and biochar pomace) were selected. These factors were studied in
two low (-1) and high (+1) levels. Effects of selected factors on adsorption efficiency; adsorbent type > initial concentration>
adsorbent dosage. Besides, removal efficiencies up to 88% were obtained with biochar prina and it was found that prina is a good

alternative adsorbent for methyl red removal.
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1. Introduction

Dyes are widely used in various industries, such as textiles,
paper, plastics, cosmetics, ceramics and leather, for coloring
their final products. To remove dyes from aqueous
solutions, many chemical or biological treatments have
been used either individually or together. (Kose 2008).
There are several dye removal methods, such as adsorption,
oxidation-ozonation, coagulation, coagulation-flocculation
and biological methods. Among these removal methods,
adsorption is an attractive alternative method. Many
adsorbents have been tested on the possibility to lower
concentrations from aqueous solutions, such as active
carbon, peat, olive oil waste (prina), chitin, red mud, calcite,
clay, natural zeolites, bentonite, sepiolite, perlite, iron oxide
coated sand, birnessite and others (Yin and Zhou 2015;
Zhao and Chen 2012).

The olive processing industry disposes around four million
tonnes of waste in olive stones (prina) each year. According
to the International Olive Council, the world annual
production of olive oil in 2012 was more than 3 million tons,
translating to approximately 15 million tons of olive cakes
as the by-products. Turkey is one of the Mediterranean
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countries which are in the first range of olive and olive oil-
production. The annual production of olive oil in Turkey is
100.000-250.000 tons. This production amount creates
100.000-250.000 tons of solid wastes (Jaikumar et al. 2009;
Luo et al. 2010).

These oil-producing wastes are commonly disposed of in
the fields or burnt there with the loss of energy as well as
causing different environmental problems such as fires,
plagues CO; emissions to the atmosphere. Olive stone waste
is a lignocellulosic material, with hemicellulose, cellulose
and lignin as main components. Many current studies aim
to develop methods of recovering the lignocellulosic
material or biomass to produce solid, liquid, or gas biofuel.
Therefore, widespread prina use is directed towards its use
as a solid fuel or its derivatives fuel as a renewable energy
(Luo et al. 2010). Other uses include activated carbon as
biosorbent, animal feed, furfural production, plastic-filled,
abrasive etc. In this study, we investigated the adsorption
properties of prina by varying these factors at two levels.
Interaction between these factors was studied and
optimization was done.
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2. Materials and Method
2.1. Materials

Prina was supplied by an olive oil producer from Ayvalik,
Turkey. The wastes were rinsed three times with water then
dried in an oven at 103°C until constant weight. They were
ground and sieved for a particle size of 2.0-4.75mm. This
material was hamed as natural prina. The carbonization step
was carried out at 600 °C for | hour under purified nitrogen
(99.99%). After carbonization, it was named biochar prina.

2.2. Method

In this study, a Full Factorial Design of Experiment was
designed to investigate the effect of adsorbent amount,
initial dye concentration and adsorbent type on removing
methyl red ions with natural and biochar prina. The samples
were mixed at predetermined periods at a temperature of
23°C in a shaker at 150 rpm until equilibrium was reached.
The concentrations were measured with a Thermo brand
Aguamate model UV spectrophotometer at 525nm
wavelength. The removal efficiency (E) of natural and
biochar prina on methyl red dye was calculated according
to the following formula Equation 1;

E(%) = [(Co— C) / Co]x100 (1)

Where; Co is the initial concentration of the dye solution
(mg/L) and C is the dye solution’s final concentration.

Full Factorial Design of Experiments examines every
possible combination of factors at the levels tested (Lian et
al. 2009; Iram et al. 2010). The general notation for a full
factorial design run at b levels is bk=# Runs, where k is the
number of factors.

This study aims is to maximize the removal of methyl red
dye ions (response variable). In this respect, experimental
factors, which are adsorbent amount, initial dye
concentration and adsorbent type, were selected as possible
candidates affecting the removal percentage. By
considering the earlier studies, two levels for each factor
were determined. The 28 factorial design with high and low
levels of factors are given in Table 1 (b=2 and k=3).

Table 1 The levels of experimental factors

Low Level High Level
Factor
(-1 (+1)
Adsorbent Amount (g/30mL)
0.03 0.3
(A)
Methyl Red Dye
Y . Y 30 300
Concentration (mg/L) (B)
Natural Biochar
Adsorbent Type (C) . .
Prina Prina

Interaction is a variation among the differences between
means for different levels of one factor over different levels.
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Using plus and minus signs to represent high and low levels
of a factor, the main effects given in Table 2 were calculated
by using the following general equation (Ai et al. 2006;
Erbas and Semra 2006; Montgomery et al. 2001; Senoglu
and Acitas 2014; Tibet and Coruh 2017).

Table 2 Experimental design matrix of methyl red dye removal
efficiency

Factor Efficiency (%)
Run
No Replicate
A B C Average
| 1
1 -1 -1 -1 72.16 65.83  68.99
+1 -1 -1 71.51 65.70 68.60
3 -1 +1 -1 79.61 78.65  79.13
4 +1 +1 -1 88.71 8521  86.96
5 -1 -1 +1 82.75 83.40  83.07
6 +1 -1 +1 83.66 83.14  83.40
7 -1 +1 +1 77.62 87.76 82.69
8 +1 +1 +1 89.91 86.08  87.99
3. Results

The residuals also appraised the sufficiency of the models.
The observed residuals are plotted against the expected
values, given by a normal distribution in Figure 1. Trends
seen in Figure 1 reveal reasonably well-behaved residuals.
In these graphics, the residuals seem to be randomly
scattered.

Normal Probability Plot
Response is removal Efficiency (95)

Mean -2.66454E-15
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.
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Fig. 1 Normal Probability plot

The Cube Plot in Figure 2 shows the predicted removal
efficiency at combinations of the low and high experimental
factors. In the study, the highest predicted value for the
response variable is obtained at methyl red concentration at
a high level, adsorbent amount at a high level and the
adsorbent type at biochar prina.



S.E. Darama et al.

Cube Plot (fitted means) for Removal Efficiency (%)
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Fig. 2 Cube plot for methyl red removal efficiency

The R-square of the model (88.43%) was higher than the
predicted value (78.32) % and fitted well the model’s
results. These results argued good agreements between the
predicted and experimental values of methyl red removal
efficiency (Table 3). In this way, the methyl red adsorption
by natural prina and biochar prina could be expressed.
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R-Sq =88.43% R-Sq(pred) =53.74% R-Sq(adj) = 78.32%

In Table 4, the most important parameters that affect the
adsorption process’s efficiency are adsorbent Type, methyl
red concentration and interaction of methyl red
concentration* adsorbent type. To effects these parameters,
experiments were performed at different combinations of
the physical parameters using statistically designed
experiments.

Table 4 Estimated Effects and Coefficients for removal efficiency
Source DF AdjSS AdjMS F P
Model 7 784472  112.067 8.74 0.003
Linear 3 590.089 196.696 15.34 0.001
Adsorbent

42.706 42.706 333 0.105

Amount (gr)
Methyl red
C(mg/L)
Adsorbent
Type

267.323 267.323 20.85 0.002

280.060 280.060 21.84 0.002

Table 3 Estimated Effects and Coefficients for removal efficiency

Term

Effect

Coef

SE
Coef

P

Constant
Adsorbent
Amount (g)
Methyl red
C(mg/L)
Adsorbent
Type
Adsorbent
Amount
(9)*Methyl

red C(mg/L)
Adsorbent
Amount
(g)*Adsorbent
Type

Methy! red
C(mg/L)*
Adsorbent Type
Adsorbent
Amount
(9)*Methyl red
C(mg/L)*
Adsorbent Type

3.267

8.175

8.368

3.300

-0.453

-6.070

-0.810

80.106

1.634

4.088

4.184

1.650

-0.226

-3.035

-0.405

0.895

0.895

0.895

0.895

0.895

0.895

0.895

0.895

89.48

1.82

4.57

4.67

1.84

-0.25

-3.39

-0.45

0.000

0.105

0.002

0.002

0.103

0.807

0.009

0.663

S$=3.58101

PRESS =410.356

2-Way
Interactions
Adsorbent
Amount
(9)*Methyl
red C(mg/L)
Adsorbent
Amount
(g)*Adsorbe
nt Type
Methyl red
C(mg/L)*A
dsorbent
Type
3-Way
Interaction
Adsorbent
Amount
(9)*Methyl
red
C(mg/L)*A
dsorbent
Type

Error

Total

8

15

191.759

43.560

0.819

147.380

2.624

2.624

102.589

887.060

63.920

43.560

0.819

147.380

2.624

2.624

12.824

4.98

3.40

0.06

11.49

0.20

0.20

0.031

0.103

0.807

0.009

0.663

0.663
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A normal probability plot of the standardized effects, which
is to determine the statistical significance of both primary
and interaction effects, is given in Figure 3. The
insignificant effects will fall along a line; on the other hand,
and the significant effects will stray farther from the line.
According to Figure 3 and Figure 4, the main effects B and
C and the interaction BC are statistically significant. Since
B and C lie on the right-hand side of the line, their
contributions have a positive effect on the model.

Pareto Chart of the Standardized Effects

(response is Removal Efficiency (%); a = 0.05)

Term

2.306

Factor Name

A Adsorbent Amount (gr)
B Methyl red C(mg/L)

C Adsorbent Type

BC

AB

ABC

AC

Standardized Effect

Fig. 3 Pareto chart of the standardized effects for methyl Red
removal

The reverse is valid for the rest of the significant effects,
which lie on the left-hand side. The adsorbent type appears
to have the most enormous effect because it lies furthest
from the line.

Normal Plot of the Standardized Effects
(response is Removal Efficiency (%) a = 0.05)

Effect Type
a5 * Not Significant
a0 mC ¥ Significant
80 BB Factor Name
b ;g y . A Adsorbent Amount (gr)
S 50 . B Methyl red C(mg/L)
& 40 - C Adsorbent Type
30
20 /e
10 B BC
5
1
4 3 2 1 0o 1 2z 3 4 5

Standardized Effect

Fig. 4 Normal plot of the standardized effects for methyl red
removal

Figure 5 shows the main effects plot, offering the effect of
each variable on the response factor. The main effect is
significant if the mean for one level of the factor is
sufficiently different from the mean for another factor level.
That is, lines with steeper slopes (up or down) have a more
significant impact on the output than lines with little or no
slope (horizontal). This type of figuration shows the
contribution to the response factor of changing one of the

178

Eurasian J Bio Chem Sci, 3(Suppl 1):175-179, 2020

influential variables. When a factor’s effect is negative,
removal efficiency decreases as the factor changes from low
to high levels. In contrast, if the effect is positive, an
increase in removal efficiency occurs for a high level of the
same factor. If the magnitude of the main effect is small, the
slope would be close to zero.

Main Effects Plot for Removal Efficiency (%)
Fitted Means

s Adsorbent Amount (gr) Methyl red C(mg/L) Adsorbent Type

84 Hd ?
83 "
82

81 p
80 /
79 p
78

Mean of Removal Efficiency (%)
\

77 _ _
76 . ‘
0.03 0.30 30 300

Natural Prina  Biochar Prina

Fig. 5 Main Effects plot for Methyl Red removal efficiency from
aqueous solutions

The interaction plot shows the possible interaction between
the mean responses of the factors under assessment. An
interaction plot circumstance the impact that changing the
settings of one factor has on another factor. Graphically, two
parallel lines of factors indicate no interaction between
them; however, non-parallel lines suggest that they interact
together. The interaction plot in Figure 6 confirms the
interaction of methyl red concentration* adsorbent type is
significant.

Interaction Plot for Removal Efficiency (%)
Fitted Means

Adsorbent Amount * Methyl red C Methyl
u red C
~ 8 - —— 30
< . 300
o a0 -
B . . Adsorbent Type
£ 5 Natural Prina
% 70 = - Biochar Prina
E a0 Adsorbent Amount *Adsorbent Type ~ Methyl red C*Adsorbent Type
I3
° - .
85 _ - —
§ — = = - -
= a0

o
30
Methyl red C (mg/L)

0.03 030 300

Adsorbent Amount

Fig. 6 Interaction plot for methyl red removal efficiency from
aqueous solutions

To see the effects of interactions between experimental
factors, a multi-vari chart was generated (Figure 7). From
this chart, the effect of adsorbent type is observed for the
biochar prina to be more efficient than the natural prina.
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Multi-Vari Chart for Removal Efficiency (%) by Adsorbent Amount (gr) - Adsorbent Type
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Fig. 7 Multi-Vari Chart for methyl red removal efficiency from
aqueous solutions

4. Conclusion

The scope of this study was to investigate the effectiveness
of the prina to remove methyl red dye ions from aqueous
solutions. For this purpose, a 22 full factorial design (three
factors, at two levels) was employed to evaluate the
importance and interactions of adsorbent amount, initial dye
concentration and adsorbent type. The factorial design
results show that the adsorbent type (factor C) had the most
potent effect on the methyl red dye’s removal efficiency.
The negative coefficient in the equation means that
increasing factor C decreases removal efficiency. On the
other hand, the positive sign of initial dye concentration
(factor B) means a direct relation between this factor and
the response. That is, increasing adsorbent amount increases
removal efficiency. This study clearly shows that the
interaction between adsorbent type and initial dye
concentration was significant for the removal efficiency of
methyl red ions.
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La%*, Ho® katkih seryum oksidin sol-jel yontem ile sentezi: kafes kusurlar ve
optik ozellikleri iizerindeki degisim

Rabia Kirkgecit'™~', Handan Ozlii Torun?
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Ozet: Fotokatalist calismalarda yari iletken metal oksitler, boya bozunmasi icin genis 6lgiide calisilmaktadir. Bu amagla La%*, Ho3*
katkili seryum oksit toz pargaciklart sol-jel yontem kullanilarak sentezlendi. Elde edilen 6rnegin kristal yapisi ve meydana
gelebilecek olasi farklhi fazlarm  incelenmesinde X-Isinlari difraktometresi (XRD) kullanildi. Yiizey morfolojisi SEM ile
karakterize edildi. Sicakliga bagl olarak kiitle kayiplarini, termal davranisinit TG/DTA ile analiz edildi. Olusan yapinin simetri
6zelliklerini farkl titresim modlarinin goriinlimiinii ile yapida olusan bozunma/ kusur hakkinda bilgi edinmek i¢in Raman analizi
kullanildi. Farkli sicakliklarda kalsine edilen Ceo.ssL.80.1H00.0502 bilesiginin UV-vis spektroskopisi ¢calismalarinda kirletici materyal
olarak metilen mavisi iizerin bozucu etkisini incelemek igin 5 ppm miktarda 6lgiim yapildi. Incelenen tiim katalizérler iyi
bozunmanin 1000 °C’de kalsine edilmis 30 mg Ceo.ssL.a0.1H00.002 bilesigine ait oldugunu ve yaklasik% 47 oldugunu gésterdi.

Anahtar Kelimeler: Fotokatalitik Aktivite, Katkili1 CeOz, UV-Vis Spektroskopisi, Raman, Bandgap

Synthesis of La®*, Ho®* Doped Cerium Oxide by Sol-Gel Method: Lattice in Cage Defects and
Optical Properties

Abstract: Semiconductor metal oxides are widely studied in photocatalitic studies for dyestuff degradation. For this purpose, La%*,
Ho®" doped cerium oxide powder particles were synthesized using the sol-gel method. The crystal structure and possible different
phases of the sample obtained were examined using X-Rays diffractometry (XRD). Surface morphology was characterized by
SEM. Depending on the temperature, mass losses and thermal behavior were analyzed with TG / DTA. Raman analysis was used
to examine the symmetry characteristics of the resulting structure, the appearance of different vibration modes and the degradation
/ defect in the structure. In order to investigate the photodegrading ability of the Ceo.ssLao.tH00.0s02 compound which was calcined
at different temperatures on the methylene blue dye, quantitative measurement was done at a concentration of 5 ppm in the UV-
vis Spectroscopy studies. All the catalysts studied showed the good degration belonged to 30 mg Ceo.gsLao.1H00.0s02 compound
calcined at 1000 °C and was approximately 47%.

Keywords: Photocatalytic Activity, Doped CeO2, UV-vis spectroscopy, Raman, Bandgap
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1. Giris

Tekstil, ilag ve kagit endiistrilerinden salinan organik
boyalar ve agir metal iyonlar1 son derece toksik ve
kanserojendir (Magdalane ve ark. 2018; Gnanam ve
Rajendran, 2018; Ali ve ark. 2018). Organik boya
kirleticilerinin atik suya atilmasi kararli yapida olmalari
nedeniyle potansiyel bir tehlike olusturmaktadirlar (Chahal
ve ark. 2019; ALI ve ark.2018). Bu nedenle, bu boya
icerigini bozan fotokatalitik malzemeleri gelistirmek i¢in
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yapilan arastirmalara dikkat ¢ekmistir (Kaviyarasu ve ark.
2015). Son yillarda yari-iletken ve metallerin ylizey
kimyasi, partikiil boyutunun ve partikiil diizenlerinin
kontrolii, kimyasal reaktivitelerinin  ve  fotokatalitik
aktivitelerinin  arttirillmast  bakimindan  biiyiik ilgi
goérmektedir (Bellardita ve ark.2020 ; George ve ark.2020;
Amar ve ark.2020; Srisuvetha ve ark.2020) . Yan
iletkenlerin fotokatalitik aktivitesini arttrmak amaciyla
birgok yontem kullanilmaktadir (Chand ve Singh, 2020).
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Bunlara; katalizor yiizeyinin modifiye edilmesi, katalizore
bir gecis metalinin dop edilmesi, katalizore metal iyonu
asilanmasi, aktif karbon ile kaplama metal oksitekleme,
polimerlerle yiizey modifikasyonu, azot, karbon gibi
ametallerle katkilandirma gibi yontemler 6rnek verilebilir
(Liyanage ve ark.2014; Wang ve ark.2014; Yang ve

ark.2019). Yiizey modifiye edicileri ile ylizey
davranis1 degistirilerek yariiletkenlerin ~ fotokatalitik
reaktivitesi arttirtlabilmekte, optik ve redoks

Ozellikleri iyilestirilebilmektedir (Zhou ve ark.2019). Nadir
toprak metal oksitler, 4f elektronlarin hapsedilmesinden
dolay1 benzersiz optik, elektronik, manyetik ve katalitik
ozelliklerinden dolay1 optik iletisim, optik ekranlar, verimli
fotokataliz , UV kalkani ve tibbi teshis gibi birgok pratik
uygulamaya yol agmaktadir (Hou ve ark.2019; Qi ve
ark.2019; Fei ve ark.2001). Seryum oksit (CeO;) tabanl
malzemeler essiz Ozelliklerinden dolay1 optoelektronik
(Trogadas ve ark.2011) , yakat hiicresi teknolojileri(Jasinski
ve ark.2003) , gaz sensorleri(Saranya ve ark. 2014) , kati-
hal elektrolit (Asaithambi ve ark.2020), ve fotokataliz gibi
cesitli alanlarda genis uygulanabilirlige sahiptir. Metilen
mavisi, toksik bir boya degil, katyonik bir boya olan tekstil
endiistrisinde kullanilan en yaygin boyalardan biridir.
Bununla birlikte, canlilar {izerinde ¢ok zararli etkiler ortaya
¢ikarabilir. Teneffiis ettikten sonra insanlarda solunum,
kusma, ishal ve bulantt gibi zorluklar goriilebilir
(Anantharaman ve ark.2020). Bu calismada saf CeO; ve
Ceo.gsLao1H0005s02 toz bilesikleri sol-jel ydntem ile
sentezlendi. Hazirlanan toz Orneklerin XRD, Raman,
TG/DTA ile karakterize edildi. Son olarak, metilen mavisi
boyanin degradasyonun farkli kalsinasyon sicaklik etkinligi
de incelendi.

2. Materyal ve Metot
2.1. Fotokatalizoriin Sentez

Bu calismada elde edilecek 6rnegin homojen olmasi,
yliksek saflikta ve toz boyutunun mikron altinda olmasi gibi
avantajlarindan  dolay1r sol-jel ydntem kullanilmistir.
Stokiyometrik miktarlarda seryum (111) nitrat hegzahidrat
(Ce (NOg3)3-6H20), lantanyum (I11) nitrat hegzahidrat (La
(NO3)3-6H20) ve holmiyum (I1) nitrat pentahidrat
(Ho(NO3)3-5H20) toz tuzlarim saf su igerisinde oda
sicakliginda sabit karigtirict altinda ¢oziilmiistiir. Selata
maddesi olarak sitrik asit tozu kullanilmustir. Etilen glikol
cozeltiye ilave edilerek ¢ozelti homojen ve seffaf hale
getirilmistir. Daha sonrasinda behere termometre koyup
sicakligr 80-90 °C araliginda sabit olacak sekilde yaklagik
2,5 saat ugurma islemi gergeklestirilmistir. Ayni islem
basamaklar1 saf CeO. sentezlemek icinde kullanilmugtir.
Elde edilen saf CeO2 ve CeogsLao.1H00.0502 toz drnekleri 6n
kurutma islemi sonrasinda 800 °C ve 1000 °C 1s1l isleme
tabi tutuldu ve karakterizasyon analizleri i¢in hazir hale
getirildi. Ozetle sentez islemi sematik olarak Sekil 1’de
gosterilmektedir.

2.2. Fotokatalitik Aktivite ve Metilen Mavisi

Bu deneysel c¢alismada 800 °C ve 1000 °C 1s1l isleme tabi
tutulan saf CeO, ve Cepgslag1H000502 bilesiklerinin
fotokatalitik aktiviteleri, goriiniir 151k aydinlatmasi altinda
300 W xenon lamba kullanilarak metilen mavisinin foto
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parcalanmast ile incelendi. 30 mg ve 60 mg miktarlarda
fotokatalizorler 5 ppm metilen mavisi iceren 50 mL sulu
¢oOzelti iginde siispanse edildi. Fotokatalizorlerin MB
ylizeyinde adsorpsiyon / desorpsiyon dengesini saglamak
icin karanlikta 30 dakika bekletildi. Olgiimlerde
¢ozeltilerden 2 ml’lik numuneler alinarak kullanildi. Cozelti
numunelerinin absorbansinin metilen mavisinin (MB)
karakteristik absorpsiyon 0 dakikadan baglayarak her 10
dakika bir (300-800 nm) dalga boyu araliginda 60 dk’ya
kadar 6l¢timler yapildi. 60 dk’dan sonra 20 dk araliklarda 2
Olciim daha alip 100 dk’da analiz sonlandirtlmistir. UV-
spektrofotometresi (UV-1800 Shimadzu uv
spectrophotometer) kullanarak izlendi. MB i¢in yiizde renk
azalmasi verimi asagida (1) denklemi gosterimi;

Bozunma aktivitesi =1 — C%xlOO

@

Seklinde tanimlanir (Kerli ve ark.2019). Burada Co MB’nun
baslangic konsantrasyonunu, C fotokatalitik reaksiyon
sonrasi konsantrasyonunu ifade eder.

Renk bozucu olarak kullanilan boyar maddelerin sivi-kati
ara yiizeyde heterojen katalitik renk giderimi, Langmuir—
Hinshelwood reaksiyonlarin hiz kinetik degisimi zamana
bagli olarak asagida verilen (2) denklemi;

)
ile hesaplanmaktadir. Denklemin egimi (Zhang ve
ark.2013) 1. derece hiz sabiti degeridir (k, dk™).Co;

baslangi¢ boyar madde derisimini, C ise t zamanindaki
boyar madde derisimini ifade etmektedir.

@ + % ':D etiten glikol + sitrik asit

::::mﬁ C:ﬂ S
L & — B

Sekil 1. Sol-jel yontem ile saf CeO; ve CeggsLag1H00.0502
toz bilesiklerinin sentez agamalar1 gosterimi.

m< =kt
C

2.3. Karakterizasyon Asamalart

Kristal yapiy1 ve faz safligin1 incelemek i¢in XRD teknigi
kullanildi. Kalsine edilmis tozlar, XRD ( Philips X’ Pert
Pro, A=0.154056 nm ,Cu-Ko radiation) tarafindan caligildu.
Elde edilen driniin kristal biiyiikliigii, Debye-Scherrer
esitligi kullanilarak genisleyen X-151m1 difraksiyonu (XRD)
kesisme ¢izgisi ile belirlendi. Oda sicakliginda p- Raman
spectroscopy analizi, 1300-100 cm™ araliginda 785 nm He-
Ne lazeri kullanilarak 2 saniyede portatif raman
spektrometri (BWS465 B.W tek.inc.) ile analiz yapildi.
Termogravimetrik analiz SEIKO Exstar TG-DTA sistemi
ile yapildi.Sicaklik araligi 10 © C / dk idi. TG ve DTA' in
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sonuglar1 sicakligin bir fonksiyonu olarak cizildi. Farkli
sicakliklarda sinterlenmis 6rneklerin morfolojisi ve mikro
yapisini tanimlamak amaciyla Zeiss EVO 10LS marka
mikroskop (SEM) ve ylizey analizi elemental analizinin
degerlendirilmesi i¢in de EDX analizinden yararlanildu.

3. Bulgular ve Tartisma
3.1. XRD Analizi

800-1000 °C’de 1s1l isleme tabii tutulan saf CeO; ve Cepgs
Lao.1H0gsO2 kati toz tozlarinin kristal yapisini kontrol
etmek, birim hiicre parametresini, ortalama kristal boyutunu
ve birim hacmini bulmak i¢in XRD analizi yapildi. Kalsine
edilmis tozlar, XRD ( Philips X’ Pert Pro, A = 0.154056 nm
,Cu-Ka radiation) tarafindan ¢alisildi. Olgiimler bakir X-
iginlan tiipii, kullanilarak 26=9°-90° ag1 araliginda yapildu.
Kristal biiyilikliigii en yiiksek bagil siddete sahip pikler
referans alinarak, asagida verilen Debye-Scherrer denklemi
(3) kullanilarak hesaplanildi.

Bu formiil asagida verilmistir;
D=kM\/Bcosb 3)

Burada k, Debye Scherrer sabiti (0,89), A enerjinin dalga
boyu, B FWHM degeri ve 0’ ise Bragg agisidir.

—— Ceg gsLag_1Hog 9505 (1000 °C)
Ceg g5Lag.1Hog 9507 (800 °C)
—— saf CeO, (1000 °C)

o,
—— saf CeO, (800 °C)

- s
3 Pog
S l Te g 5 3§
~ 8 2 eg <
-a;u—.‘ A: A AKX A
©
2
(724
[ 11 l i A I A,
- | | S VS

45 60
20 (derece)

Sekil 2. Saf CeO: ile Ceo.gsLao.1H00.0s02 kat1 toz bilesiklerinin 800
°C ve 1000 °C kalsinasyon sicakliklardaki x-1g1n1 kirinimi deseni.

Sekil 2’deki XRD diizlemini inceledigimizde sicaklik
arttikca belirgin yiiksek siddet ve keskin dar pikler
goriilmektedir. Elde edilen kristal yap1 kiibik fazdadir. Bu
pikler referans kod: 98-015-5618 ile uyumludur. Ana faz
olan CeOy igerisine katkilanan La®* ve Ho®** iyonlarmnmn
yarigapt Ce*" iyon yarigapindan daha biiyiiktiir. Bu da 20
agisinin sola kaymasina neden olmaktadir (Sisman ve Biger,
2011).Aynm1 zamanda eklenen tiirler birim hiicre
parametresini  degistirmektedir. Saf CeOz’nin oda
sicakliginda birim hiicre parametresi 5.411 ‘dir.
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Katkilama ile birim hiicre parametresi 5.446 A yiikselmistir
Kristal boyutuna etki eden faktorlerde sinterleme
sicakliklart da 6nemlidir. Birim hiicre parametreleri, katki
yarigapinin ve sicaklik artisiyla kristal yapi kararliliginda
artts olmaktadir ( Ozlii Torun ve Kirkgegit, 2019). En
yiiksek bagil siddete sahip pikler referans alinarak, Debye-
Scherrer esitliginden (denklem 3) kristal boyutu ortalama
35 nm olarak hesaplanilda.

3.2. Raman Spektroskopisi Analizi

Raman sac¢ilim spektroskopisi, olusan yapinin simetri
ozelliklerini farkli titresim modlarinin gériinimiini ile
kafes yapisindaki bozunma/ kusur hakkinda bilgi verir. Saf
CeO; ve CepgsLag1H0p 050, bilesiklerinin kimyasal yap1
analizleri ¢ziiniirliigii 3 cm™ olan 785 nm’lik dalga boyuna
sahip lazer giiciinii 20 mW’lik diyot lazerli portative olarak
Raman  spektroskopisiyle incelenildi.  Sekil  3’u
inceledigimizde 1000 °C’de 1s1 isleme tabi tutulan saf CeO»,
465 cm? “de Fyq tek bir keskin ve siddetli pik vermektedir (
Govindarasu ve ark.2019). 800 °C’de ise Fyg degeri 464 cm”
! gerilemesi olmaktadir. Katkilama ile Foq degeri 457 cm™
degerini goriilmektedir. Bu durum ise Raman piklerinin
genisligindeki ve siddetindeki degisiklik, fonon yakalama
etkisi, kafes gerilmesi ve oksijen bosluklarindan
kaynaklanmaktadir ~ (Ratnayake ve ark.2020). Fyq
modundaki degisiklikler, saf CeO; ‘ye La®* ile Ho%* ilavesi
ve 1s1l islem sicaklig1 sadece O atomlar1 hareket ettiginden,
titresim modu katyon kiitlesinden neredeyse bagimsizdir.

—— saf CeO, (800 °C) _ -1
F29' 465 cm

—— saf Ce0, (1000 °C)
o,
Ceg.gsLag,1Hog,0502 (800 °C)

—— Ceg gsLag.1Hog 0502 (1000 °C)

Siddet

-1
F, =464 cm
2g

-1
F,.=457 cm /\
29

T T
425 450 475 500

Du ( cm'1)
Sekil 3. 800°C ve 1000°C 1s1 isleme tabi tutulan saf CeO2 ve Ceo.ss
Lao.1 Hoo.0s02 bilesiklerine ait Raman spektrumu.

3.3. TG/DTA Analizi

Termogravimetri (TG) dl¢lim ile olusan 6rnegin sicakliga
bagl olarak kiitle kayiplarin1 (su kaybi, organik maddenin
uzaklagmast) degerlendirmemize  yardimeci olur.
Diferansiyel termal analiz (DTA) ile, ekzotermik ya da
endotermik reaksiyonlar sonucu olusan sicaklik degisimleri
inceleriz. Ceogslao1H000502 kati toz elektrolitin DTA ve
TG egrileri Sekil 4’te gosterilmektedir.
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(b)
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Sekil 4. Sol-jel yontemiyle hazirlanmis Ceo.ssLao.1H00.0sO2 bilesiginin (a) TG analizi (b) DTA analizi.

Sekil 4’1 inceledigimizde TG egrisinde 30°C-140°C
sicakliklart arasindaki ilk kiitle kaybi H>O molekiiliiniin
uzaklastirildigini  gostermektedir. DTA egrisinde bu
sicaklik araliginda zayif siddette endotermik pik
gozlenmektedir. 200 °C sonrasinda sicaklik artis1 ile ikinci
bozunma kademeside yapidan NO; ve O ortamdan
uzaklagmaktadir. Bu durum DTA egrisinde goriilen zayif
ekzotermik pikin varligi ile dogrulanmaktadir. 600 °C
sonrasinda sicaklik artisinda 6nemli bir agirlik degisiminin
olmamasi CeO- olusumunun tamamlandig1 anlasildi. Sonug
olarak yiiksek sicakliklarda yapida hi¢bir bozulma tiirii

[
3

: %
s e ¥
k!
o)

O

o

olusturacak farkl faz kalmadigi icin tez fazli bir bilesik
olustu.

3.4. SEM/EDX Analizi

SEM analizi numunelerin morfolojik  &zelliklerini
incelemek i¢in kullanilir. EDX analiz ile numune igindeki
elementlerin yiizdelerini dogrulamak i¢in kullanilir. Sekil
5’te 1000 °C kalsine edilen saf CeO, ve CeggsLao.1H00.0502
bilesiklerinin SEM/EDX sonuglar1 gosterilmektedir.

25 Spoctrum: Acquisition
Eloment feries wss. C norm. C Atow, € Rrror

fet.a]  [wt.a) [at.s)  fet.y)

Corlom L-swrien 61,05 %661 76,51 1.7

20~ Oxygon K-series 2.14 LM 0.3

Total: 43,19 100.00 100,00

1 tpsctrum: Acquisitios
a0 d Klewnt  Series um. € nomm. € Atos. C  Kevor
| IvE.8)  [Weos]  fat.w]  fwt.s]

3 cortus  L-sorles 9.5 62,15
35 Lastharn L-40c1o8 1,20 11,9
Holmlum  L-suries .57 5.0

82.40

Totals 40,37 100,00 100.00

Sekil 5. Saf CeO2 (a) SEM goriintiisii deseni ve (b) EDX analizi, Ceo.ssL.a0.1H00.0s02 bilesiginin (c) SEM goriintiisii deseni ve (d) EDX

analizi.
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SEM ol¢iimlerinden once, yiikleme etkilerini azaltmak igin
numuneler altinla kaplanir. Saf CeO;’in ortalama tane
boyutu 92 nm, Ceggslao1H000502’in ise 170 nm’dir. SEM
sonuglarindan agikca goriildiigii lizere Ceogslaog1H00.050
bilesigi, saf CeO;’ye kiyasla partikiil boyutunda kii¢iiltme
goriilmektedir.

EDX analiz sonucu ise hazirlanan malzemelerdeki
baslangi¢ malzemeleri olan Ce, La ve Ho elementlerinin
sentezlenen yapilarda varligimi dogrulamaktadir.

3.5. Yasak Band Aralig1

Fotokatalitik aktivite esas olarak uygun enerji bant
bosluguna sahip heterojen katalizorlerin yar1 iletken
yapisina dayanmaktadir. Saf CeO; ve CepgsLao.1H00.0502
bilesiklerinin gecirgenlik ozellikleri UV-Vis
spektrofotometre ile analiz edildi (Sekil 6 ).

Gegirgenlik (%)

—=— 60 mg saf CeO, 1000 °C
—e—30mgCe  La Ho O 1000 °C

0.85 04 0.05 2

60mg Ce, _La Ho O 800°C

08504 0052

—v— 30 mg saf CeO, 800 °C

T T T
500 600 700

Dalga boyu (nm)

T
400

300 800

Sekil 6. Saf CeO. ve Cepgslao1 HO0oo502
gegirgenlik degisimi.

bilesiklerinin
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Sekil  6’y1  inceledigimizde  sicaklik  artmasiyla
gecirgenliklerinin dnemli 6lgiide diismektedir. Fotokataliz
miktart saf seryum oksitte artmasi ile gegirgenligi
diigiiriirken, katkili CeO; madde miktarindaki artig
gecirgenligi diisiirmemektedir.

Bu sonuglardan en iyi olan 30 mg CepgsLao.1 H0o.05s0 daha
yiiksek dalga boylarindaki 15181 sogurabilmesini sagladi.
Sekil 7°de saf CeO, ve Ceggslaos Hooos02 bilesiklerinin
absorbans ve yasak enerji araligit (Eg) degerleri
verilmektedir. Sekil 7’yi inceledigimizde saf CeO,’in yasak
enerji araliinin 2.8 eV’den sicaklik artig1 ile 2.10 eV
degerine diistiigli goriilmektedir. Ayrica katkilamayla ve
sicaklik artistyla 1.88 eV’den 1.46 eV’e azalmalar goriildii.
Band bosluklarindan da anlagilacagi gibi saf CeO: ve
Ceo.g5L.a0.1H00.0s02 bilesikleri hem UV bolgesinde hem de
goriiniir bolgede aktiflesebilen bir yapiya sahiptir.

3.6. Uv-vis spektroskopisi

Saf CeO; ve CeggsLag1H0o0502 bilesiklerinin morfolojik,
spektroskopik, yapisal vb. olarak karakterizasyon
analizlerini tamamladiktan sonra tekstil endiistrisinde boyar
madde olarak kullanilan metilen mavisi lizerine etkisini
miktar ve sicaklik farki (Sekil 8.) etkisini incelemek igin
fotokatalizor olarak kullanildi.

Sekil 9’u inceledigimizde saf CeO> ve Cepgslag.1H00.050:
bilesiklerin kinetik degisimini inceledigimizde parcalanma
verimine paralele olarak sicaklik artigi reaksiyon hiz sabitini
arttirmaktadir ve metilen mavisinin bozunmasini olumlu
etkilemektedir. Metilen mavisi dalga boyuna karst
absorbans spektrumunu inceledigimizde tiim numuneler
igin absorbanst 664 nm dalga boyunda
gerceklesmistir. Degerleri yerine koydugumuzda yiizde
renk giderimi ve kinetik hiz degisim asagidaki Tablo 1°deki
veriler elde edildi.

max.

Tablo 1. 800 °C ve 1000 °C 1s1l isleme tabi tutulan saf CeO2 ve Ceosslao1H00.050230 mg ve 60 mg foto katalizorlerin renk

giderim yiizdesi ve fotokatalizoriin reaksiyon kinetik degisimi.

No. Numune Fotokatalitik Aktivitesi
1. sun (metilen mavisi pargaciksiz) 27

2. 30 mg Ceo.ssLao.1H00.0s02, 800 °C 46

3. 60 mg Ceo.ssL.ao.1H00.0s02, 800 °C 32

4. 30 mg saf CeO2, 800 °C 29

5. 60 mg saf CeOz, 800 °C 31

6. 30 mg Ceo.gsLao1H00.0502, 1000 °C 47

7. 60 mg Ceo.s5L.80.1H00.0s02, 1000 °C 38

8. 30 mg saf CeOz, 1000°C 35

9. 60 mg saf CeO2, 1000°C 36

Kinetik Degisim

3,2x1073
6,2 x10°3
3,9x10°%
3,4x10%°
3,6 x10°3
6,4x1073
4,5x1073
4,3 x10°
4,8 x10°3
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135
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Sekil 7. 800 °C de kalsine edilmis; (a) Saf CeO2 UV-goriiniir absorpsiyon spektrumu, (b) optik bant boslugunu hesaplamak
i¢in ¢izilen (ahv)2a hv grafigi. 1000 °C de kalsine edilmis; (c) Saf CeO2 UV-goriiniir absorpsiyon spektrumu, (d) optik bant
boslugunu hesaplamak igin ¢izilen (ohv)2a hv grafigi. 800 °C de kalsine edilmis; (e) CeossLao1H00.0s02 UV-goriiniir
absorpsiyon spektrumu, (f) optik bant boslugunu hesaplamak i¢in ¢izilen (¢hv)2a hv grafigi. 1000 °C de kalsine edilmis; (g)
Ceo.85La0.1H00.05 O2, UV-goriiniir absorpsiyon spektrumu, (h) optik bant boglugunu hesaplamak igin ¢izilen (ahv)2a hv grafigi.
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pargacik icermeyen metilen mavisi
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Sekil 8. Fotokatalitik bozunma aktivitesi grafikleri; (a) sun (b) 30 mg , |
Ceo.85L.80.1H00.0502, 800 °C (c) 60 mg Ceo.g5L.a0.1H00.0502, 800 °C (d)
30 mg saf CeO2, 800 °C (e) 60 mg saf CeO2, 800 °C (f) 30 mg
Ceo.85L.20.1H00.0s02, 1000 °C (g) 60 mg Ceo.85L.a0.1H00.0502, 1000 °C

(h) 30 mg saf CeO2, 1000 °C (k) 60 mg saf CeO2, 1000°C

60

—&— karanhk
—@— aydinhk (a)
50 4 30 mg CeLaHo, 800°C
~—w— 60 mg CeLaHo, 800°C

30 mg Saf CeO,, 800°C
40 -| —4— 60 mg Saf CeO,, 800°C
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—®— 60 mg Saf CeO,, 1000°C hd

—k— 30 mg Saf CeO,, 1000°C A
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—&— 60 mg CeLaHo, 1000°C Vd /.?‘
*
* 4
=
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% Giderim Verimi
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Zaman, dk

, - .
30 mg CeLaHo , 1000°C
@~ 60 m: saf CeO, , 1000°C /‘ :
G 0,4+ —g=30 mg saf Ce0, , 1000°C g v
= =@~ 60 mg CeLaHo , 1000°C
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Sekil 9. (a) Saf CeO2 ve Cepgslap1H000502 bilesiklerinin pargalanma verimi, (b) Saf CeO2 ve Cepgslag1H000502

bilesiklerinin kinetik hiz degisimi.

Saf CeO; ve CepgsLag1H0o 0502 bilesiklerinin par¢alanma
verimi ile fotokatalizor reaksiyon kinetik hiz degisimi Sekil
9’da verilmektedir.

4. SONUC

Sol-jel yontemi ile kiibik yapili saf CeO; ve
Ceo.gsL.ao1H00.05s02 bilesigi elde edildi. Bu pikler referans
kod: 98-015-5618 ile uyumludur. Sicaklik arttik¢a belirgin
yiiksek siddetlerde keskin dar pikler goriilmektedir.
Sicaklik degisimi kristal fazi bozmadi. 1000 °C 1s1 isleme
tabi tutulan saf CeO,, 465 cm? ‘de Foq tek bir keskin ve
siddetli pik vermektedir. 800 °C ‘de ise Foq degeri 464 cm™
gerilemesi oldu. Katkilama ile Fog degeri 457 cm™ degerini
goriildi. TG/DTA analizi sonucunda ise yiiksek
sicakliklarda yapida hicbir bozulma tiirii olusturacak farkli
faz kalmadigi icin tez fazli bir bilesik olugmustur. SEM
sonuglarindan CeggsLag1H000s02 bilesigi, saf CeO2’ye
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kiyasla partikiill boyutunda kiigiilme meydana geldigi

goriilmektedir. ~ EDX analiz sonucu ise hazirlanan
malzemelerdeki baslangi¢c malzemeleri olan Ce, La ve Ho
elementlerinin sentezlenen yapilarda varligini
dogrulamaktadir. Saf CeO2 ve CeogslagiH00050;

bilesiklerinin gecirgenlik degisiminde sicaklik artmasiyla
gecirgenliklerinin  6nemli Glgiide  diisiirmektedir. Bu
sonuglardan en iyi olan 30 mg CepgsLagiH0o0s02 daha
yiiksek dalga boylarindaki 1181 sogurabilmesini sagladi.
Band bosluklarindan da anlagilacagi gibi saf CeO, ve
Ceo.gslag.1H0o0 0502 bilesikleri hem UV bolgesinde hem de
goriiniir bolgede aktiflesebilen bir yapiya sahiptir.
Fotokatalitik aktivitesinde sicaklik artigi ile renk bozunma
verimi artig gosterdi. Saf CeO,, mg olarak arttirmak olumlu
etkiledi. Ancak CeggsLaopi1H000502 bilesigini olumsuz
etkiledi. En iyi sonu¢ 1000 °C’de kalsine edilen 30 mg
Ceogslag1H0o 0502 bilesigi ait olup %47 fotokatalitik
bozunma aktivitesi gosterdi.
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Abstract: Based on the results of long-term observations of the species composition of the ichthyofauna in the coastal waters near the city
of Sevastopol (Black Sea), we noted the occurrence of Mediterranean species Spicara maena from 2010, mainly in the Balaklavskaya bay.
The frequency of blotched picarel, Spicara maena L. 1758 in catches of Sevastopol fishermen made it possible to carry out a detailed
analysis of two species of the Spicara genus to identify differences in values of morphophysiological and morphometric parameters for
Spicara flexuosa and Spicara maena in the period 2016 — 2018. The findings can be regarded as sound evidence of the existence of two
species of the genus Spicara - S. flexuosa and S. maena - in Sevastopol coastal waters since such characteristics as the maximum body
height and body height at the end of gill cover, the length of the segment between lower jaw apex and starting point of the base of the first
pectoral and first dorsal fins, the length of the anal and dorsal fins, the number of rays in the dorsal fin differ significantly for these two
species. The ratio of the height of fish head to its length, which is one of diagnostic signs used to differentiate species, also differs
significantly for S. flexuosa and S. maena. In addition, during periods of rest, hepatosomatic and gonadosomatic indexes for the high body
pickerel are noticeably higher than those for the blotched picarel.
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1. Introduction (Svetovidov, 1964; Salekhova, 1979; Vasilieva and
Salekhova, 1983; www.fish.base). According to S. Stoyanov
(cit. according to Svetovidov, 1964), Mediterrancan
blotched picarel and the picarel Spicara alcedo (Risso, 1810)
were earlier found in single specimens only near Bulgaria.
However, already in 2012, Ph.D. Boltachev A.R. indicated
that two species of the genus Spicara — the high body

pickerel and blotched picarel live near Crimea, the latter is

Invasive alien species are animals or plants that have been
introduced naturally or as a result of artificial acclimatization
to new environments, outside their previous habitats. A
suitable food source base for their thriving in Black Sea
coastal waters together with another factor — global warming
— leads to “mediterranization”, including a new formation of

ichthyofauna.

Centracanthidae fish are an essential Black Sea bioresource
as they are an important link of the trophic chain. They have
a wide feeding habits spectrum (from zooplankton organisms
to benthic animal forms), in addition to being themselves a
food source for large species of carnivorous fish and
currently one of the main parts of dolphin diet (Krivokhizhin
and Birkun, 2009; Gladilina and Goldin, 2014).

There are three species of the Spicara genus in the Black Sea,
among which S. flexuosa (Rafinesque, 1810) is the most
widespread in the waters along all the coasts of the sea.

reported to be periodically seen in fishermen catches along
the southern coast of Crimea from Balaklavskaya bay to
Ayudag (Boltachev and Karpova, 2012).

According to some fishermen reports and my observations,
the blotched picarel has been seen regularly in catches in the
area of the Balaklavskaya bay and Vasileva Balka since
about 2010, mainly in summer and periods when water
temperature drops due to wind-driven effects, upwelling. At
the present time, S. maena is found in the samples from other
Sevastopol bays all the year round, and in the Balaklavskaya
bay this species practically has displaced the S. flexuosa.
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Based on observations and analysis of these two species in
2018, it can be said some representatives of the high body
pickarel and the blotched picarel are not clearly
distinguishable from each other, which suggests that the S.
maena not only confidently acclimatized in the entire marine
area of Sevastopol, but, possibly, hybridized with the S.
[flexuosa. According to Salekhova L.P. (1979), hybridization
of these two species took place in the Mediterranean basin.
This study aims to confirm the existence of two species S.
flexuosa and S. maena in the coastal waters of Sevastopol at
present on the basis of comparative complex analysis of
morphophysiological and morphometric of fish as well as to
identify key biological parameters that can characterize these
two species accurately.

2. Matherials and Methods

The biological analysis of characteristics of the typical
specimens of S. flexuosa Rafinesque, 1810 and S. maena L.
1758 (Pisces, Centracanthidae) was carried out on fish
caught in the bays of Sevastopol (Karantinnaya,
Aleksandrovskaya, Balaklavskaya, Strelezkaya) using
bottom snares in the period 2016-2018. Initially, the basis we
used to distinguish the blotched picarel from high body
pickerel was the sign that the length of head is less than body
height (Tortonese, 1975, 1986; Fisher et al., 1987).

Next, biological analysis was carried out in accordance with
approved techniques (Pravdin, 1966; Schwartz et al. 1968).
Their age was determined by reading the scale. Three
morphophysiological indices of these species —
gonadosomatic index (GSI), hepatosomatic index (HSI),
condition factor (CF) — were calculated in accordance with
approved methods (Schwartz et al., 1968) for fish caught in
cold spells of the year (gonads were on II maturity stages).

Morphometric analysis of plastic and meristic characteristics
were made. The plastic parameters of fish included such
measurements (in mm):

- the distance from the top of the lower jaw to the starting
point of the base of the first pectoral fin (aB);

- the distance between the lower jaw apex and the vertical of
the starting point of the base of the first dorsal fin (aD);

- the distance between the lower jaw apex and the vertical of
the starting point of the bases of the ventral fins (aV);

- the distance from the top of the lower jaw to the vertical of
the beginning of the base of the first anal fin (aA);

- the maximum body height (on the vertical of the base of
the first ray of the dorsal fin) (H);

- body height at the end of gill cover (head height) (h);

- the length of the head (from the lower jaw apex to the most
protruding back point of gill cover) (c);

- horizontal eye diameter (0);
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- pectoral fin length (B);

- ventral fin length (V);

- dorsal fin length (D);

- anal fin length (A);

- the distance between eyes (f).

Among meristic indices we determined were: the number of
rays in the dorsal (n;), anal (n2) fins and the number of
vertebrae in two species (n3).

All research results were statistically processed according to
G.F. Lakin (1973); the parameters studied were calculated
using the standard program «EXCEL» and presented as
M+SEM.

3. Results and Discussion

As we earlier reported (Kuzminova et al., 2016a), the S.

flexuosa can been seen almost constantly in Sevastopol

territorial waters. There is quite a logical explanation for the
fact that S. maena is confidently establishing itself in the
waters all of Sevastopol coast. Firstly, the southernmost
point of the Crimean peninsula (cape Sarych) is located near
the Anatolian peninsula, where seasonal surface meridional
current arises, that directed from the Turkish coast to the
Crimea. Near Foros it bends west, then flows along the
peninsula southwestern coast (Hydrometeorology..., 1991).
It is with this current that Mediterranean species may get into
our waters (Boltachev and Karpova, 2012).

Ph.D. Boltachev A.R. noted that earlier (data given before
2011), the blotched picarel was seen in the Balaklavskaya
bay and on the open sea from cape Aya to cape Tolstyak; not
a single fact of catching them in the Sevastopolskaya,
Karantinnaya, Streletskaya, Kruglyaya and Kazachaya bays
was reported (Boltachev and Karpova, 2012).

We point out that the blotched picarel has been found in
catches since 2017, not only in the Balaklavskaya bay, but
also in Karantinnaya, Aleksandrovskaya ones and near cape
Tolstyak. In the period 2016 — 2018, we analysed the Spicara
specimen caught mainly in the following bays:
Alexandrovskaya (147 specimens), Matyushenko (128
specimens), Karantinnaya (61 specimens); we could only
analyze 14 and 4 specimens of fish from the Streletskaya bay
and cape Tolstyak area respectively.

The idea of a genetical similarity between these two species
has been already supported by a number of experts
(Tortonese, 1975; Arculeo et al., 1996; Turan, 2011;
Imsiridou A. et al., 2011; Bektas et al., 2018; Parrinello et
al., 1999). However, some researchers continue discovering
additional signs (areas of distribution, color and fluorescence
of the body and fins, but most importantly - morphometric
differences) characterizing S. flexuosa and S. maena
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(Tortonese, 1986; Karidas et al. 2009; Minos et al., 2013),
that suggests that the problem of their identification still
exists.

As can be seen from Table 1, the hepatosomatic index for
both females and males of the Black Sea S. flexuosa is higher
than that for the blotched picarel. The difference between the
values of GSI for the two species is less, even though this
index is usually higher for the high body pickerel. In
addition, for both species spawning season began in early
April, with the process of maturation to have begun,
apparently, in March. No significant differences in condition
factor were found for S. flexuosa and S. maena.

Interestingly, the same differences in the HSI values between
the two species were found earlier for fish caught in the
Mediterranean Sea (area of the island of Lampedusa):
despite insignificant differences between representatives of
the genus Spicara, this index was higher in females and
males of S. flexuosa, compared to those of the S. maena
(Lipskaya and Salekhova, 1980). The most likely
explanation for this (and that is in agreement with our data)
is that S. flexuosa has a wider feeding habits spectrum
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compared to other representatives of the genus (Lipskaya
and Salekhova, 1980).

The study revealed there were no significant differences in
parameters of the number of rays in the anal fin and the
number of vertebrae (Table 2).

In males, significant differences between the two species
were found in the following parameters: the distance
between the lower jaw apex and starting point of the base of
the first pectoral fin (aB), the distance between the lower jaw
apex and the vertical of the starting point of the base of the
first dorsal fin (aD); the length of the dorsal and anal fins
(Table 3). Moreover, the Mediterranean invader has one ray
more (Table 4). The study revealed that in females and males
of the blotched picarel the distance between the snout and
starting point of ventral fin is greater than that for the S.
flexuosa, but these differences are insignificant. S. maena has
a much higher body height than S. flexuosa but the head
height, on the contrary, is less (p<0.05). The eye diameter for
high body pickerel is greater than that for the blotched
picarel, which is confirmed by data in the earlier studies of
Mediterranean species (Salekhova, 1979), but these
differences are significant only in males.

Table 1 Morphophysiological parameters of individuals of the genus Spicara in the coastal area of the Sevastopol in 2016-2018

parameters age, y.o. high body pickerel blotched picarel
female male female male

HSI, %o 0+ 10,89+0,95 - 7,69+1,76 -

1+ 10,81+0,41 - 8,44+0,71 -

2+ 12,69+1,35 - 8,23+0,31 -

3+ 16,0442,61 17,8143,36 10,2542,59 12,76+0,57

4+ - 13,09+1,16 - 11,7542,45
GSL % 0+ 1,09+0,17 - 0,44+0,13 -

1+ 0,92+0,04 - 0,98+0,08 -

2+ 1,11+0,14 - 0,68+0,11 -

3+ 1,01£0,16 0,46+0,13 0,71+0,05 0,16+0,009

4+ 0,24+0,04 0,24+0,02
CF, % 0+ 1,55+0,09 - 1,58+0,03 -

1+ 1,66+0,02 - 1,67+0,05 -

2+ 1,57+0,03 - 1,65+0,04 -

3+ 1,87+0,14 1,79+0,06 1,88+0,27 1,64+0,02

4+ - 1,78+0,09 - 1,76+0,08

Note: values in bold mean significant differences between two species of the same sex and age

Table 2 Meristic characteristics of high body pickerel and blotched picarel in the coastal area of Sevastopol

species high body pickerel blotched picarel
index
the number of rays in the dorsal fin, ni 21,35 £ 0,09 22,3 +0,08
the number of rays in the anal fin, n2 12,23 £ 0,06 12,44 £ 0,1
number of vertebrae, n3 23,32 +0,09 23,05+0,09

Note: values in bold mean significant differences between two species
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In the earlier study, George Minos and co-authors evaluated
the information content of some plastic characteristics and
calculation indices of Spicara, and come to the conclusion
that many of them depend not only on species, but also on
the stage of fish maturation. The key characteristics used to
distinguish S. maena from S. flexuosa were the ratio of head
length (s) to standard length (SI), head height (h) to Sl and
h/c (Minos et al., 2013). Our study revealed that the height
of the head and the ratio of height to length of the head for
both species differ significantly (p<0.05), which confirms
the presence of two species of the genus Spicara in
Sevastopol coastal waters.

There is some evidence that the presence of teeth on the
vomer and the number of canines on the dentale are also used
as diagnostic signs for Spicara genus. Teeth on the vomer of
S. flexuosa (if any) are in a small area at the front of the head,
there are at least two pairs of canines on the dentale. The
teeth on the vomer of S. maena are arranged in a long row
along the midline of the bone, continuing on the handle, and
the dentale has no more than one pair of canines (Vasilieva
and Salekhova, 1983). In addition, based on both the exterior
of fish and osteological analysis of the skull, some authors
say about a high skull of S. maena compared to S. flexuosa
(Vasilieva and Salekhova, 1983).
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When comparing analytically the high body pickerel and the
supposed blotched picarel, we discovered no teeth on the
vomer in any individuals of the two species (from
Balaklavskaya bay and other catching locations). However,
significant differences found between the values of
morphophysiological indices and eight morphometric
characteristics suggest the existence of two species.

We have supplemented our research with mathematical
treatment of some plastic characteristics of all of the
specimens of fish (the data base) and calculated the mode in
a discrete sequence of those characteristics.

As can be seen in Figure 1, the distribution of such
parameters as the height of head, the height of body, the
length of the dorsal fin (converted to the standard length) is
very close to two-modal one.

As can be seen in Figure 1, the distribution of such
parameters as the height of head, the height of body, the
length of the dorsal fin (converted to the standard length) is
very close to two-modal one.

Table 3 Plastic characteristics of high body pickerel and blotched picarel in the coastal area of Sevastopol (in % of SL)

species high body pickerel blotched picarel
index
female male female male

aB 28,56+0,14 28,85+0,17 - 28+0,16
aD 30,47+0,32 30,16+0,23 30,83+0,63 29,1+0,24
aVv 33,09+0,19 33,60+0,20 38,91+£3,07 33,9+0,53
aA 59,99+0,37 60,55+0,25 58,64+0,68 60,56+0,29
H 19,72+0,36 19,47+0,49 24,66+0,63 27,18+0,64
h 22,47+0,29 23,424+0,40 19,37+0,37 21,7+0,18
c 26,97+0,13 26,70+0,12 27,09+0,45 26,6340,13
0 10,89+0,30 9.87+0,13 10,39+0,26 9,390,1
f 7,56+0,11 7,55+0,27 7,54+0,25 8,06+0,14
B 22,51+0,31 23,38+0,55 22,8340,82 24,22+0,35
D 51,21£0,26 51,41+0,37 50,37+0,87 52,62+0,32
v 21,49+0,32 21,65+0,53 21,52+40,56 22,76+0,22
A 21,16+0,31 20,09+0,53 20,88+0,43 21,46+0,13
h/c 0,84:+0,01 0,88+0,02 0,71+0,01 0,82+0,01

Note: values in bold mean significant differences between two species of the same sex
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Fig. 1. Distribution of some plastic characteristics of Spicara genus in the coastal area of Sevastopol in 2016 - 2018: H - body height, h -

head height, D - dorsal fin length, Sl - standard length

The fact that the values of head length of both species in our
bays differ insignificantly, and the lack of teeth on the vomer
in the S. maena jaw suggest that the blotched picarel and the
S. flexuosa may have been hybridizing freely in our waters,
which was described in the earlier studies of these species
living in the Mediterrancan Sea (Salekhova, 1979). In
addition, it is known that the relative values of some plastic
characteristics (as well as morphophysiological indicators)
for the S. flexuosa caught in the Balaklavskaya bay, South
coast, Karadag, Batumi, Novorossiysk differed from those
for the fish caught near Sevastopol, which suggest that
biological parameters of this bottom-pelagic species are
dependent on habitat factors. That link is confirmed by data
from other authors (Minos et al., 2013): in North Aegean Sea
the height of the body of the S. flexuosa is higher than that of
Black Sea individuals from Sevastopol waters. It is also
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known, that Black Sea population of Centracanthidae in
Crimean waters differs from the Mediterranean one in
having higher body length variability, higher body weight
variability, high condition factor and a high hepatosomatic
index (Lipskaya and Salekhova, 1980). Consequently,
originating from the Mediterranean Sea and now inhabiting
mainly the Balaklavskaya bay, which is far from other
Sevastopol bays, the S. maena may have experienced
changes in its growth rate. Hence changes in plastic
parameters of the fish. Moreover, the blotched picarel and
the native S. flexuosa may have been hybridizing with each
other for years, which has led to blurry biological
characteristics of these two different species and, among
other things, affected the structure of the graphs obtained —
in some cases we can see three rather than two peaks of the



N. Kuzminova and K. Martemyanova

feature frequence (Fig. 1), which can serve as evidence of the
existence of hybrids in the schools of picarels.

4. Conclusion Thus, the study convincingly demonstrates
the existence of two species of the genus Spicara — Spicara
flexuosa and Spicara maena — since such characteristics as
the maximum body height and body height at the end of gill
cover, the length of the segment between lower jaw apex and
starting point of the base of the first pectoral and first dorsal
fins, the length of the anal and dorsal fins, the number of the
rays in the dorsal fin differ significantly for the two species.
Also, for Spicara flexuosa and Spicara maena, there is a
clear difference between the values of the ratio of height of
the fish head to its length, another diagnostic sign used to
differentiate species. During periods of rest, hepatosomatic
index and gonadosomatic index for Black Sea S. flexuosa are
noticeably higher than those for S. maena.
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Ozet: Agir metaller, cevre kirliliginin 5nemli etkenlerinden biridir. Agir metal kirliligi sadece hayvanlarda biiyiime, {ireme, hayatta kalma
ve metabolizma ile degil ayn1 zamanda dogustan gelen bagisiklik sisteminde de zararli etkilere neden olabilir. Yapilan ¢alismada, Galleria
mellonella son evre larvalarinin birinci arka bacaklarina Al203 ¢ozeltisinin farkli derigimleri (10, 50 ve 100 pg/mL) Hamilton enjektori
yardimryla enjekte edilerek 2, 4 ve 8 saatlik siirelere maruz birakilmistir. Uygulama sonunda kontrol ve deneme gruplarindan alinan
hemolenf 6rnekleri ile total hemosit sayisi belirlenmistir. Elde edilen veriler sonucunda, Al203 ¢dzeltisine maruz birakilan G. mellonella
larvalarmin maruz birakilan etki siirelerinde total hemosit sayisinda kontrole gore tiim konsantrasyonlarda azalma meydana gelmis ve bu
azalma istatistiki agidan onemli bulunmustur. G.mellonella larvalarimin total hemosit sayilarinda meydana gelen bu degisimler, ¢evre
kirliligi diizeylerini degerlendirmede iyi bir model organizma olarak kullanilabilirligini ve bagka tiirler iizerinde de yapilacak immiinolojik

ve fizyolojik ¢aligmalara yol gosterebilecegini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Galleria mellonella, Aliiminyum oksit, Total Hemosit Sayist

Effects of Aluminum Oxide on Total Hemocyte Counts of Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera:
Pyralidae) Larvae

Abstract: The heavy metals are one of the important factors of environmental pollution. Heavy metal pollution can cause adverse effect
not only on growth, reproduction, survival, and metabolism in animals, but also effects the innate immune system adversely. Different
concentrations of Al203 solution (10, 50 and 100 pg/mL) were injected into the proleg of the last instar Galleria mellonella larvae by
Hamilton injector for 2, 4 and 8 hours. Then, the total hemocyte count was determined with the hemolymph obtained from the control and
experimental groups. As a result of the data obtained, G. mellonella larvae exposed to Al2Os solution showed a decrease in total hemocyte
count in 2, 4 and 8 hours in all concentrations compared to the control and this reduction was found to be statistically significant. Changes
in hemocyte numbers of G. mellonella larvae have shown that it can be used as a good model organism in evaluating environmental
pollution levels and it can also lead to immunological and physiological studies on other species.

Keywords: Galleria mellonella, Aluminum Oxide, Total Hemocyte Count
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1. Giris yiiksek yogunlukta ve diisiik miktarda pek ¢ok toksik metal
bulunmaktadir (Symon ve Hutton 1986; Hawkes 1997;
Suganya ve ark. 2016; Sadhu ve ark. 2018). Aliiminyum ise
yer kabugunun yaklagik % 8' ini olusturan onemli bir
metaldir (Barabasz ve ark. 2002). Bu metale maruz kalan
organizmalarin kan, sinir, solunum, iskelet ve bagigiklik
sistemi de dahil olmak ftizere farkli biyolojik sistemlerinde
toksisiteye neden olmaktadir (Willhite ve ark. 2014). Ayrica
aliminyum toksisitesi, farkli mekanizmalarla gosterilen

Kentlesme ve sanayi endiistrilerinin biiyikk bir hizla
gelismesi sonucu ortaya c¢ikan metal kirliligi cevre
problemlerinden biridir. Metallerin, ¢evreye yayilmasinin
esas nedenleri dogal (volkan, erozyon) ve antropojenik
faaliyetlerin (tarimsal, endiistriyel siiregler) bir sonucudur
(Florea ve ark. 2004; Florea 2005; Biisselberg ve Florea
2006). Kursun (Pb), civa (Hg), kadmiyum (Cd), krom (Cr),
arsenik (As), talyum (TI), aliiminyum (Al) gibi nispeten
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kan-beyin bariyer gegirgenliginin artirilmasi, fosforilasyon-
defosforilasyon siireglerine miidahale edilmesi ve daha
sonra serbest radikallerin {retimi ve ikincil haberci
sisteminin ~ bozulmastyla  birlikte  degisen  iyon
metabolizmasini igermektedir (Agarwal ve ark. 1996; El-
Demerdash ve ark. 2020). Alimiinyumun organizmaya
etkisi uygulanan derisim ve etki siiresine bagli olarak
degisiklik gostermektedir (Onur 1997). Aliiminyum dogada
saf halde bulunmayan, organizmaya verildiginde emilimi ve
dagilimi iyi olan bir bilesendir. Giiniimiizde ise daha gok
aliminyum tuzlart olan Aliminyum hidrir (AlH3),
Aliminyum kloriir (AlCI3), Aliiminyum oksit (Al2O3),
Aliminyum siilfat (Al,SO4); olarak kullanilmaktadir
(Alkan ve ark. 2006). Aliiminyum oksit, AlOz kimyasal
formiiliine sahip bir aliiminyum ve oksijen bilesiginden
olusmaktadir (Pehlivan 2018). Al,Os; katalizor, yalitim,
ylizey koruyucu kaplama ve alasim, ulasim, kimya ve gida
sanayisi gibi genis bir kullanim alanina sahiptir (Piriyawong
ve ark. 2012). Bu metaller organizmaya su, hava ve besin
yoluyla alinmaktadir. Ancak fazla miktarda alinan metal
bilesikler, organizmada birikerek bir tehlike olusturdugu
icin ekosistemi bozmakta ve bazi organizmalarin hayati
iizerinde toksik etkilere neden olmaktadir (Gupta 2013,;
Suganya ve ark. 2016). Metallerin ekosistemdeki
toksisitesini, biyolojik birikimini ve biyotransferini
incelemek ve gevre kirliligi diizeylerini degerlendirmek i¢in
bocekler biyoindikatér olarak kullanilan iyi bir model
organizma olarak kabul edilmistir (Banville ve ark. 2012;
Wu ve Yi 2015).

Calismada kullanilan Galleria mellonella larvalarinin ticari
yonden {iretime uygun olmasi, oda sicakliginda iiretiminin
kolay ve kisa siirede yapilmasindan dolayt son yillarda
model organizma olarak immiinolojik, morfolojik ve
fizyolojik c¢aligmalarda kullanilmaktadir. Farkli tiir
organizmalarda aliiminyum  oksitin organizmaya
alindiginda hemosit sayilar1 {izerine toksik etkileri ile ilgili
calismalar  smurlt  sayidadir.  Sunulan  ¢aligmada,
G.mellonella larvalarina Al,O3 ¢dzeltisinin farkli
konsantrasyonlar1 (10, 50 ve 100 ng/mL) enjekte edilip 2,
4 ve 8 saatlik siirelerin sonunda total hemosit sayilar
iizerine olan etkileri arastirilmistir.

2. Materyal ve Metod
2.1. Larvalarin elde edilmesi

G. mellonella, 28 + 2°C sicaklik ve %70+5 bagil neme
sahip laboratuvar kosullarinda Bronksil (1961) tarafindan
belirlenen yar1 sentetik besin kiiltiiriinde yetistirilen
larvalardan elde edilmistir. Stok kiiltiiriin devamlilig:
besin kavanozu igerisine konulan ergin boceklerin
giftleserek besin ilizerine yumurta birakmalart ile
saglanmistir. Deneylerde bu yumurtalardan ¢ikan larvalar
kullanilmistir.

2.2. AlOs
Uygulanmast

Cozeltisinin Hazirlanmast ve Larvalara

Al;O3 ¢ozeltisinin derisimi 1000 mg/L olacak sekilde
ultra saf su igerisinde ¢oziilmistiir. G. mellonella son evre
larvalarinin birinci arka bacaklarina Al;O3 ¢6zeltisinin 10,
50 ve 100 pg/mL derisimleri Hamilton enjektori
yardimiyla uygulanmistir. Kontrol grubunda ise saf su
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enjekte edilmistir. Uygulamadan 2, 4 ve 8 saatlik siireler
sonunda larvalardan alman hemolenf ile total hemosit
sayilar1 incelenmistir.

2.3. G. mellonella Larvalarinin Total Hemosit Sayilarinin
Belirlenmesi

Hemolenf érnekleri alinmadan once larvalar -20°C"de 15-
20 saniye bekletilerek hareketlerinin = yavasglamasi
saglanmustir. Larvalar %95°1ik etanol ile silindikten sonra,
birinci arka bacak {istiinden ince uglu diseksiyon ignesi ile
delinip mikrokapiler tip (SIGMA) yardimiyla 10 pL
hemolenf alinarak igerisinde N-phenylthiourea (Sigma
Aldrich) (PTU) bulunan ependorf tiiplere aktarilmustir.
Alinan hemolenf 6rneginden 4 pL alinarak, buz iizerinde
bekletilen ve igerisinde 36 pL antikoagulant (0,098 M
NaOH, 0,186 M NaCl, 0,017 M Na;EDTA ve 0,041 M
Sitrik asit, pH 4,5) bulunan ependorf tiiplerine
aktartlmigtir. 1:10 oraninda seyreltme yapilan hiicre

sispansiyonundan 10  pL  alinarak  Neubauer
hemositometresine yiiklenmistir. Hemositler, Leica
DM750 marka mikroskopta sayilarak, bir mililitre
hemolenfteki hemosit sayist belirlenmigtir. Sayilan
hemositler, Jones (1962) methodu kullanilarak
hesaplanmugtir.

3. Bulgular ve Tartisma

THC

1400

1200

1000

Total Hemosit Sayisi x10*
- [=)] o]
o j=] o
[=] (=] [=]

]
=1
=]

4 saat

2saat

#Kontrol «10ppm @ 50ppm 100 ppm

Sekil 1. G. mellonella larvalarinin hemolenfindeki total hemosit
sayist. SNK testi; “*” her uygulama grubu icin istatistiksel
farkliliklart belirtmek i¢in kullanilmistir (p<0.05).

Cevre kirleticisi olarak bilinen metal ve metal bilesikler
atmosfer, hidrosfer, litosfer ve biyosfer arasinda hareket
eden tiim ekosistemlerin dogal bilesenleridir (Bargagli
2000; Biisselberg ve Florea 2006). Metal kirliliginin baslica
kaynagi olan volkanik patlamalar, madencilik ve sanayi
endiistrileri, hidroelektrik santralleri, fosil yakitlariin
yanmasi ve tarim sisteminin (Pandey ve ark. 2016)
olusturdugu toksik etkiler, organizmalarda birikerek
canlilar i¢in tehlike olusturmaktadir. Boceklerin bagisiklik
sisteminde hemositler savunma mekanizmasinin énemli bir
kismmi olusturmakta (Wu ve ark. 2016) ve baz
organizmalarda hemosit yogunlugu, omurgasizlarin
dogustan gelen immiinolojik etkisinin degerlendirilmesi
icin bir biyobelirte¢ olarak kabul edilmektedir (Kacsoh ve
Schlenke 2012). Yapilan galigmada, deney siiresi sonunda
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tim uygulama gruplarinda mortalite gézlenmemistir. Total
hemosit sayisinda 2 saatlik siirede kontrole oranla 10, 50 ve
100 pg/mL uygulanan gruplarda sirastyla % 65, % 34 ve %
55 oraninda, 4 saatlik siirede kontrole gore % 50 , % 59 ve
% 62 oraninda, 8 saatlik etki siiresinde ise % 41 , % 31 ve
% 94 oraninda azalma meydana geldigi tespit edilmistir.
Meydana gelen bu azalma istatistiki acidan Onemli
bulunmustur (p<0.05; Sekil 1). Cevresel kosullardaki
degisikliklerden etkilenen total hemosit sayis1 patojenler,
parazitler ve ksenobiyotiklerinde (insektisit, agir metal)
dahil oldugu farkl tipteki stres faktorlerinden de etkilenerek
degisiklik gostermektedirler (Bergin ve ark. 2003; Wu ve Yi
2015). Yapilan bir ¢aligmada, G. mellonella' nin ikinci evre
larvalarina farkli derisimlerde (100, 500, 1000, 3000 ve
5000 pg/mL) ZnO NP'leri eklenmis ve larvalarin hemosit
sayilar1 belirlenmistir. ZnO NP' lerinin farkli derisimlerine
maruz kalan gruplarin hemosit sayisinin 6nemli dlgiide
azaldig1 tespit edilmistir (Eskin ve ark. 2019). Metal
toksisitesi ve beraberinde getirdigi olumsuzluklar agir metal
tipine, uygulanan hayvan tiiriine, maruz birakilan doza ve
hayvanin yasamsal evresine bagli olarak degisiklik
gostermektedir (Yilmaz 2013). Helicoverpa armigera
(Lepidoptera: Noctuidae) larvalarmin besinine farkl
dozlarda kadmiyum ve bakir ilave edildiginde 12.5 mg / kg
Cd konsantrasyonunda total hemosit sayis1 azalirken, 50
mg/kg Cd ve Cu konsantrasyonunda onemli bir sekilde
artmigtir. Boceklerin bulundugu ortamdaki stres faktorleri
altinda total hemosit sayilarindaki goriilen azalmanin
nedeni, kan hiicrelerinin dolasimdan dokulara gecmis
olabilecegini diigiindirmektedir (Sendi ve ark. 2018).
Ayrica aliminyumun da ¢dziinebilir formu birgok metal
gibi hedef organlarda daha iyi emildigi ve dagildigt icin
boceklerin bagisiklik sistemine hizli bir sekilde etki edebilir
(Pastact ve ark. 2010). Yapilan bagka bir ¢aligmada ise G.
mellonella besinine farkli dozlarda aliiminyum kloriir
(AICI,) eklenmis, bocegin larva ve pupa gelisim siiresinin
ve ergin Omir uzunlugunun kisaldigi ancak yas
agirliklarinin, esey oranlarimin, morfolojisinin ve hemosit
sayisinin metalden etkilenmedigi goriilmistiir (Yilmaz
2013). AlLOs;  ¢ozeltisinin -~ farkli  konsantrasyon
uygulamalarinin, bdcekler {izerinde goézlenen toksik etki
mekanizmasinin bilinmesi zararli boceklerle miicadelede,
hedef olmayan organizmalara ve ¢evreye daha az olumsuz
etkisi olan yeni kimyasal metotlarin gelistirilmesine olanak
saglayabilecegi diigiiniilmektedir.

4, Sonuclar

Yapilan c¢alismada, G. mellonella larvalarinda Al,Os
¢Ozeltisinin farkli derisimlerinin 2, 4 ve 8 saatlik etki
siresine maruz birakilarak immiinolojik etkilerinin
belirlenmesiyle, larvanin hemolenfinde bulunan total
hemosit sayilarindaki farkliliklar tespit edilmistir.
Denenen tiim uygulama gruplarindaki total hemosit
sayilarindaki azalmanin hemositler ile olusan fagositoz,
enkapsiilasyon ve nodiilasyon gibi immiin savunma
yanitlarinin =~ metale  maruz  kalan  bdceklerin
hemolenfindeki toksisite diizeyine bagli olarak meydana
gelmis olabilecegi ve organizmaya alinan AlOs ile
metallerin, kan hiicrelerindeki proteinlere baglanarak
hemositlerin ~ fonksiyonlarmi  etkilemis  olabilecegi
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diistilmektedir. Ayrica c¢evre kirliligi  diizeylerini
degerlendirmede G.mellonella’nin  bir  biyoindikator
olarak kullanilacagi ve bagska tiirler tizerinde yapilacak
immiinolojik, fizyolojik,  morfolojik ve genotoksik
calismalara da 11k tutacagi diisiiniilmektedir.
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Ozet: Calismada biberde anter kiiltiirii yoluyla haploid bitki elde edilmesinde genotip ve besin ortamlarinda kullanilan
antioksidanlari etkisinin ortaya konmas1 hedeflenmistir. Bu kapsamda ii¢c burun ve dolma biberlere ait 4 farkli gesitte (Ug burun,
Buket, B22 ve B23) haploid bitki elde edilmesindeki basart oranini artirmaya yonelik farkli miktarlardaki ¢inko, salisilik asit ve C
vitaminin besin ortamlarinda kullanilmasiyla, anterlerden filamentlerin ayrilmasiyla anter dokusunda olusacak olan oksidatif stres
algisini 6nleyerek {i¢ burun ve dolma biber tiplerindeki androgenesise etkisi incelenmistir. Denemede toplanan tomurcuk lar 24 saat
4°C’de soguk uygulamasina tabi tutulduktan sonra, anterler besin ortamu olarak Murashige ve Skoog (1962) temel besin ortaminin
7 farkli kombinasyonunda test edilmistir. Calisma sonuglar1 genotiplere gore degerlendirildiginde Buket genotipi hari¢ embriyo
olusumu gézlenmistir. Besin ortamina ilave edilen antioksidan (Cinko, SA ve Vit. C) bilesiklerinin embriyo olusumu bakimimdan
06 (50 mg/L Vit. C) B23 ve Ug burun genotiplerinde en yiiksek sonuglari vermis ve bu ortam1 O4 (6.4 mg/L Zn), O5 (25 mg/L
Vit. C), O3 (1.4 mg/L Zn) besin ortamlari izlemistir.

Calismada sadece MS temel besin ortaminda 4 mg/L NAA + 0.5 mg/L BAP igeren kontrol ortamindan elde edilen (Buket ¢esidi
hari¢) embriyolarin tamami bitkiye doniigmiistiir. Ploidi seviyesine iligskin bulgular degerlendirildiginde, gelisen bitkilerin
%43 tiniin haploid kromozom yapisina sahip olduklart belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Biber, anter kiiltiirii, besin ortami, antioksidant, haploid bitki

Development of Three Dihaploid Nose and Bell Pepper Lines with Anther Culture Technique

Abstract: In this study, it was aimed to reveal the effect of antioxidants used in genotype and nutrient media in obtaining haploid
plants through anther culture in pepper. In this context, by using different amounts of zinc, salicylic acid and vitamin C in nutrient
environments to increase the success rate in obtaining haploid plants in 4 different varieties of three nose and stuffed peppers (Three
nose, Buket, B22 and B23), the oxidative By preventing the perception of stress, its effect on androgenesis in three nasal and bell
pepper types was investigated. After the buds collected in the experiment were subjected to cold application at 40C for 24 hours,
the anthers were tested as a nutrient medium in 7 different combinations of Murashige and Skoog (1962) basic nutrient media.
When the results of the study were evaluated according to the genotypes, embryo formation was observed except Buket genotype.
The antioxidant (Zinc, SA and C vit.) Compounds added to the nutrient medium gave the highest results in terms of embryo
formation in O6 (50 mg /L C vit.) B23 and Three nasal genotypes, and this medium was O4 (6.4 mg /L Zn), O5 (25 mg /L C vit.),
03 (1.4 mg / L Zn) nutrient media followed.

In the study, all of the embryos obtained from control medium containing 4 mg /L NAA + 0.5 mg /L BAP in MS basic nutrient
medium (except Buket variety) were transformed into plants. When the findings regarding the ploidy level were evaluated, it was
determined that 43% of the growing plants had haploid chromosome structure.

Keywords: Pepper, anther culture, nutrient medium, antioxidant, haploid plant
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1. Giris

Haploid bitki tiretimi, bitkilerde homozigot saf hatlarin elde
edilmesinden dolayi bitki 1slahinda 6nemli bir yere sahiptir.
Bu yontem haploidizasyon ile dihaploidizasyon olmak

tizere iki asamadan olusmaktadir. Haploidizasyon
asamasinda, gamet hiicrelerinde bulunan kromozom
sayisina (n) sahip haploid bitkiler elde edilir.

Dihaploidizasyon asamasinda ise bu bitkilerin kromozom
sayilarinin  katlanmasiyla iki katina ¢ikartilarak (2n),
dihaploid bitkiler elde edilir. Dihaploid bitkilerde
kendileme yapilarak tamamen homozigot bitkiler elde edilir
(Heiser 1976; Andrews 1985; Ellialtioglu ve ark. 2006;
Olszewska ve ark. 2014; Ar1 ve ark. 2016). Haploidizasyon
ve dihaploidizasyon yontemi islah siirecini kisalttigt i¢in
sebze 1slahinda uzun yillardir kullanilmaktadir. Islahgilar
icin de 6nemli avantajlar saglamaktadir. En 6nemli avantaji,
kendine uyusmaz tiirlerde bile tamamen homozigot bitkiyi
kisa bir siire igerisinde elde edilmesine olanak saglamasidir.
Biberde dihaploid hatlarin elde edilmesinde anter kiiltiirii
yonteminin kullanilmasi 45 yildan daha uzun zamandir
kullanilmakta ve bu alanda basar1 oranini artirmaya yonelik
arastirmalar genis kapsamli sekilde devam etmektedir.
Yapilan arastirmalarin sayisinin ¢ok olmasina ragmen
gegerliligi bildirilmis kurallar ¢ok azdir (Irikova ve ark.
2011a). Bu nedenle kullanilan teknik ve yontemdeki basar1
tirden tire, hatta ¢esitler arasinda bile farklilik
gosterebilmektedir. Bir aragtirmada kullanilan basarili bir
yontem ve teknik, diger arastirmalarda ayni basariy1
gostermeyebilmektedir. Bu yiizden bitkilere uygulanan
doku kiiltiirii tekniklerinin beklenilen sonucu verebilmesi
i¢in agilmasi gereken birden fazla sorun bulunmaktadir. Bu
sorunlar; kontaminasyon, hiperhidrisiti ve rekalsitrantliktir.
Rekalsitrantlik,  bitkilerde doku  kiiltiirinde  biitiin
asamalarda goriillen in vitro tekniklerin uygulamalarini
onemli 6l¢iide kisitlayan bir faktdrdiir. Yani bitkinin doku,
hiicre ve organlarinin doku kiiltiirii tekniklerine yanitsiz
kalmas1 olayidir. Rekalsitrantlik, 6nemli bitki tiirlerinde
biyoteknolojik yontemlerinin kullaniminda sinirlayici ve in
vitro koruma tekniklerinin genis uygulamalarinda
kullanimini azaltabilir (Benson 2000). haploid bitki eldesi
disiik bitkilerde, bitki hormonu olarak tanimlanamayan
poliaminler, jasmonatlar, antioksidantlar, salisilatlar gibi
bilesiklerin doku kiiltiir ortamina eklenmesi ile de
rekalsitrantlik  sorununun  ortadan  kaldirilabilecegi
aragtirmacilar tarafindan tartisitlmistir (Joy ve ark. 1988;
Ravnikar ve ark. 1992; Rey ve ark. 1994).

Bu ¢alisamnin amac1 ii¢ burun ve dolma biber tiplerinin
anter kiilttirii teknigi ile haploid bitki eldesinde antioksidan
ozelligine sahip olan salisilik asit, ¢inko ve askorbik asitin
farkli miktarlarinin besin ortamlarinda kullanilmasiyla,
anter dokusunda yaraya bir tepki olarak oksidatif stresin
onlenip Onlenememesinin tespit edilmesi ile kullanilan
genotiplerin ~ androgenik  basar1  iizerine  etkileri
aragtirilmistir.
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2. Materyal ve Metot

Calisma igin gerekli bitki materyalleri Antalya’nin Serik
ilgesinde bulunun plastik seralar ve Antalya’da bulunan bir
Tohum sirketine ait seralar kulanilarak yetistirilmistir.
Doku kiiltiirii caligmalari ise Isparta Uygulamali Bilimler
Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Boliimii’ne ait
laboratuvarinda ve Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bahge Bitkileri Boliimii’ne ait doku kiiltiirii laboratuarinda
2019-2020 yillar1 arasinda yiriitiilmiistiir. Caligmada
bitkisel materyal olarak {i¢ burun tipi biber olan Buket ve
Ug burun geneotipleri, dolma tipi biber olarak ise bir tohum
sirkettine ait olan B22 ve B23 genotipleri kullanilmistir.

Caligmada anterlerin kiiltiire alinmasinda makro ve mikro
besin elementleri ile vitaminleri igceren Murashige ve Skoog
(1962) hazir besi ortami kullanilmistr. Ayrica, MS besin
ortammna % 0.25 oraninda aktif komiir (Alremi ve ark.
2014), bitytime ve diizenleyicilerden oksin hormonu olan
NAA (a-naftalin asetik asit) ve sitokinin hormonu olan BAP
(6-benzilaminopurin) (Coémlekgioglu ve ark. 1999) besi
ortamina Tablo 1.’de belirtilen oranlarda eklenmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan besi ortamlar1 ve igerikleri
(K; kontrol, O; ortamlar)

ORTAMLAR |[K [01|02 |03 |04 |05 |06
MS +* + + + + + +
4mg/lLNAA |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
0.5mg/L BAP | + + |+ |+ |+ |+ |+
2.5 g/L Aktf | + + |+ |+ [+ [+ |+
komiir

309/L + + + + + + +
Sakkaroz

15mg/L + + |+ [+ [+ |+ |+
AgN03

5 mg/L SA S+ |- - - B -
10 mg/L SA - - + |- - - -
1.4 mg/L Zn - - - P - B
6.4 mg/L Zn - - - - T |- i}
25 mg/L C Vit. | - - - - - + |-
50 mg/L C Vit. | - A

*(+): Besi ortamina eklenen, **(-): Besi ortamina eklenmeyen

Calismada otoklavlama sirasinda bozulabilen maddeler
hari¢ tiim kimyasal maddeler ilave edildikten sonra
hazirlanan besin ortamlarimin pH’s1, 1N’lik HCI ile IN’lik
KOH kullanilarak 5.7-5.8’e ayarlanmistir. Ortamlarin
timiine katilagtiric1 olarak 8 g/L agar ilave edilmistir.
Hazirlanmig olan besin ortamlari, 121°C sicaklik ve 1.2
kg/cm? basingtaki otoklavda 15 dk sterilize edilmistir. Besin
ortamlart steril kabin igerisinde salisilik asit ve askorbik asit
filtre ile steril edilerek ortamlara eklenmistir.
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Bagaril1 bir anter kiiltiirii i¢in ilk kosul tomurcuklarin uygun
asamadayken toplanmasidir. Androgenesis teknigi ile bitki
elde etmede yapilmasi gereken ilk asama, tek cekirdekli
mikrosporlari bulunduran tomurcuklar1 (Kim ve ark. 2008;
Lantos ve ark. 2009; Supena ve ark. 2006; Supena ve
Custers 2011) segebilmektir. Anterler, Parra-Vega ve ark.
(2013a) belirledigi yonteme gore, tomurcuklarin ta¢ yaprak
uzunluklarini %80 tamamladig1, petallerin sepallerden biraz
daha uzun oldugu donemde ve anter uglarinda hafif
morlasmanin basladigi dénemde almmustir. Kiiltiir igin
toplanan ¢icek tomurcuklar1 ve anterler asagida belirtilen
Sekil 1.’de gosterilmistir.

:

Sekil 1. A) Bitki lizerinde ¢igek tomurcuklarinin gériiniimii
B) Uygun anterlerin bulundugu ¢igek tomurcugunun
acilmis gorliinimii C) Farkli biiyiikliikteki tomurcuklardan
alinan anterler

En uygun gelisme donemine sahip olan ¢igek tomurcuklar
hasat edildikten sonra 24 saat siireyle 4°C’de buzdolabinda
soguk uygulamasina tabii tutulmustur (Supena ve ark.
2006). Toplanan tomurcuklarin iglerindeki anterler
¢ikarilmadan steril kosullarda dezenfekte edilmistir. Cigek
tomurcuklar1 oncelikle 1 dakika kadar ¢esme suyundan
gecirildikten sonra Tween-20 % 0.05 (v/v) eklenmis
%10’luk sodyum hipoklorit ¢ozeltisi iginde 15 dakika
bekletilmis. Cigcek tomurcuklari sterilizasyonun ardindan ii¢
kez steril saf su ile 5’er dakika olmak {izere durulanmistir
(Durna 2016).

Anterler, toplanan tomurcuklarin i¢erisinden steril bistiiri ve
pens yardimiyla tomurcugun diger parcalarindan ve
filamentlerinden ayrilarak ¢ikarildiktan hemen sonra besin
ortami {izerine, sirt yiizeyleri besi ortamlari ile temas edecek
sekilde ve besi ortama batirilmaksizin aktarilmistir.
Anterlerin besi ortamlarina aktarilmasinda 6 cm’lik steril
plastik petriler kullanilmistir ve her petriye bir ¢igek
tomurcugundan ¢ikarilan 5 anter ayni besin ortamina
yerlestirilmesine 6zen gosterilmistir. Calismada 4 genotip
icin toplamda 567 petri ve 2835 anter kullanilmistir.
Anterler, 4 giin +35°C’de karanlik inkiibasyonuna tabii
tutulan petriler, 4. gliniin sonunda 16 saat 151k (1000-3000
lux) / 8 saat karanlik olan ortamda, 25°C sicakliga sahip olan
bliyiime odasma almmistir. Embriyolar goriilmeye
basladiktan birka¢ giin sonra rejenerasyon ortami olan
hormon ilave edilmemis, %0.8 agar ve %3 sakkaroz ile
desteklenen MS temel besin ortami: 6 cm steril petri
kaplarina konulmus ve embrioidler ortama transfer
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edilmistir. Cimlendirme ortaminda 8-10 giin bekletildikten
sonra kok gelisimi ve gercek yaprak olusumu baslayan
bitkiler 2,5 cm ¢apinda 12-15 cm uzunlugundaki deney
tiiplere aktarilmistir. Deney cam tiiplerdeki embriyolardan
gelisen lateral kokleri gelismis 4-6 gergek yaprakli bitkiler,
icinde 2 torf+'z perlit karisimi: bulunan ortamlara
aktartlmigtir. Bu bitkiler 5000 lux 151k yogunluguna sahip,
%85 hava oransal nem, 22-24°C ortam sicakligina 12 saat
gece/giindiiz kosullarinda biiyiitme odasina aktarilmistir.
Biiyiitme odasinda 8-10 giin bekleyen bitkiler daha
sonrasinda sera kosullarina alinmigtir. Bu siire zarfinda
bitkilerde Ploidi diizeylerinin belirlenmesinde fenotipik
gozlem ve flow sitometri yontemileri kullanilarak
belirlenmistir. ploidi testinin sonucunda haploid olan
bitkilere, %1°lik in vivo kolhisin uygulamasi geng bitkilerin
biiylime ucuna mikropipet yardimiyla damlatiimasiyla
kromozom  katlanmasi  sonucu dihaploid  bitkiler
olusturulmustur.

3. Bulgular ve Tartisma

Alman anterlerde yapilan denemeler sonucunda ti¢ farkli
biber genotipinden farkli antioksidan bilesikler igeren
uygulamalardan anormal embriyolar elde edilirken, kontrol
uygulamasindan da haploid embriyolar elde edilmistir.
Fakat ortamlar arasinda genotiplere bagli olarak embriyo
eldesi bakimindan 6nemli farklilik goriilmiistiir.

Ucg burun genotipinde kontrol ortamidan embriyo elde
edilirken, diger antioksidan igeren 6 uygulamadan 2
ortamda anormal embriyo ve 4 ortamda ise embriyo elde
edilememistir. Toplamda 2 embriyo, 8 anormal embriyo, 1
haploid bitkicik ve 1 dihaploid bitkicik elde edilmistir.
Besin ortamlarina aktarilan anterlerden  geliserek
rejenerasyon ortamlarina aktarilarak gelisimini siirdiiren ve
kuruma belirtisi  gostermeyerek canliigi  koruyan
anterlerin oranini belirten geligsen anter oran1 bakimindan en
yiksek deger, %70 oram ile 25 mg/L C vitamini (O5)
bulunduran kombinasyonda elde edilmistir.

Buket genotipinde ortamlarin hepsine diger 3 genotipten
daha fazla anter atilmistir, fakat buna ragmen embriyo elde
edilememesinin en biiylik nedeni dondr bitkide meydana
gelen ve ilaglanmasina ragmen Onlenemeyen bati ¢igek
tripsi  (Frankliniella occidentalis)  zararhisinin  oldugu
diigiiniilmektedir. Fakat ortamlara aktarilan anterlerdeki
gelisen anter oranlarina bakilacak olursa en yiiksek deger
%57 orani ile 5 mg/L SA (O1) ile 6.4 mg/L Zn (O4)
ortamlarinda bulunmustur.

B22 olarak kodlanmig dolma tipi biber genotipinden kontrol
ortamindan embriyo elde edilirken, ayn1 zamanda kontrol
ve 25 mg/L C vitamini (O5) igeren ortamlardan anormal
embriyo elde edilmistir. Bu genotipten 1 embriyo, 2
anormal embriyo ve 1 dihaploid bitkicik elde edilmistir.
B22 genotipinde geligen anter orani bakimindan en yiiksek
deger %77 orani ile 50 mg/L C vitamini (O6) ortamindan
elde edilmistir.

Caligmada kullanilan bitkisel materyallerden sonuncu olan
B23 genotipi, dnceki ii¢ genotipe (Ug burun, Buket ve B22)
gore androgenik yanit1 en yiiksek olan genotip olmustur.
B23 genotipinin kontrol ortamindan 4 embriyo, kontrol, 50
mg/L C vitamini (06), 1.4 mg/L ve 6.4 mg/L Zn (03, 04)
ortamlarindan toplamda 7 anormal embriyo, 2 haploid
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Tablo 2. Genotiplerden farkli antioksidan maddeler igeren ortamlardaki anter kiiltiirlerinden alinan sonuglar

Antioksidant Kullanilan Gelisen Gelisen Embriyo Anorr_nal Embriyo I?':itll.(i)'{e
. anter anter anter embriyo olusum doniisiim
Genotipler Ortamlar madde say1s1 saylslt  orani sayis1 orani orani
MOL)  adety  (adet) (%) %D Gdey  e) @D o)
K / 485 179 37 2 5 1.11 2 1.11
01 5SA 30 20 67 0 0 0 0 0
02 10 SA 30 19 63 0 1 0 0 0
Ug burun 03 1.4 Zn 30 15 50 0 0 0 0 0
04 6.4 Zn 30 14 47 0 0 0 0 0
05 25Vit.C 30 21 70 0 0 0 0 0
06 50 Vit. C 30 18 60 0 2 0 0 0
K / 600 166 28 0 0 0 0 0
01 5SA 40 23 57 0 0 0 0 0
02 10 SA 40 22 55 0 0 0 0 0
Buket 03 1.4 Zn 40 21 52 0 0 0 0 0
04 6.4 Zn 40 23 57 0 0 0 0 0
05 25 Vit.C 40 22 55 0 0 0 0 0
06 50 Vit. C 40 21 52 0 0 0 0 0
K / 480 194 40 1 1 0.51 1 0.51
o1 5SA 30 11 37 0 0 0 0 0
02 10 SA 40 13 32 0 0 0 0 0
B22 03 1.47Zn 30 15 50 0 0 0 0 0
04 6.4 Zn 40 21 52 0 0 0 0 0
05 25 Vit. C 30 12 40 0 1 0 0 0
06 50 Vit.C 30 23 77 0 0 0 0 0
K / 450 160 35 4 2 2.5 4 2.5
o1 5SA 30 21 70 0 0 0 0 0
02 10 SA 30 21 70 0 0 0 0 0
B23 03 14Zn 30 20 67 0 1 0 0 0
04 6.4 Zn 40 21 52 0 2 0 0 0
05 25 Vit.C 30 24 80 0 0 0 0 0
06 50 Vit.C 40 19 47 0 2 0 0 0

bitkicik ve 2 dihaploid bitkicik elde edilmistir. Gelisen anter
orani bakimindan en yiiksek deger %80 oraniyla 25 mg/L C
vitamini (O5) igeren ortamdan elde edilmistir.

B23 genotipinde diger genotiplere gore daha fazla saglikli
ve anormal embriyo ve bitki gelisimi meydana gelmistir. Bu
durum ayni donem igerisinde kiiltiire alinan anterlerin farkli
genotiplerde degisik reaksiyonlar gostermesi ile ilgili olup
benzer sonuglar Mityko ve ark. (1995); Dias ve Martins,
(1999); Comlekgioglu ve ark. (2001); Ercan ve ark. (2001);
Ciner ve Tipirdamaz (2002); Koleva-Gudeva ve ark. (2007)
ve Tagkin ve ark. (2011) tarafindan bildirilmistir (Tablo 2).

Embriyo basaris1 yiiksek genotiplerin yaninda diisiik basar1
gosteren genotipler de olmustur. Yapilan androgenesis
calismalarinda genotip, besin ortami ve diger sebeplere
bagli olarak embriyo olusumunda ve bitkiye doniisiimiinde
farlhiliklarin oldugu belirtilmektedir (Morrison ve ark. 1986;
Bajaj 1990; Mityko ve ark. 1995; Dolcet-Sanjuan ve ark.
1997; Dias ve Martins 1999; Rodeva ve ark. 2004; Koleva-
Gudeva ve ark. 2007; Ata 2011; Parra- Vega ve ark. 2013b).
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Bizim calismamizda o6zellikle ortamlarda kullanilan bazi
antioksidantlardan gelisen anter orani yiiksek olmasina
ragmen embriyoya doniis oranlari diisiik kalmustir.
Ortamlarda kullanilan antioksidanlara gore genotiplerde
gelisen anter orant %80 (25 mg/L C vitamini) ile %32 (10
mg/L SA) arasinda degismistir. Her genotip i¢in ortamlarda
anter gelisimi saglanmistir.  Ozellikle antioksidanlar
icerisinden 25 mg/L C vitamini igeren ortamlara aktarilan
genotiplerde gelisen anter orani bakimindan en yiiksek
sonug elde edilmistir. Bunu 50 mg/1 C vitamini, 5 mg/l SA,
10 mg/L SA, 1.4 mg/L Zn, 6.4 mg/L Zn ve kontrol ortamlar1
izlemigtir. Fakat anter gelisimi saglanan antioksidan igeren
ortamlardan  saglikli  embriyo ve Dbitki gelisimi
saglanamamigtir. Irikova ve ark. (2011b), biberde anter
kiiltiirii galigmalarinda basar1 oraninin uygulamalara bagh
olarak degisebildigini belirtmektedir. Ozellikle genotiplere
gore degisen kontrol ortaminda gelisen anter orani diisiik
olmasma ragmen calismada sadece bitkiye doniisiim bu
ortamlardan meydana gelmistir. Ayrica g¢alismamizda
kullanilan biber tiplerinde (ii¢ burun ve dolma) gelisen anter
oranlar1 bakimindan karsilastirdigimizda %52 oraniyla
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Tablo 3. Genotiplerde kullanilan tomurcuk sayisi, tomurcuk basina embriyo ve tomurcuk bagina bitki oranlari (%)

Genotip  Ortamlar Antioksidan Tomurcuk sayist Tomurcuk basina Tomurcuk basina
madde (mg/L) (adet) embriyo orani (%) bitki orani (%)

K / 97 0.021 0.021
01 5SA 6 0 0
Ue 02 10 SA 6 0 0
burun 03 1.4 Zn 6 0 0
04 6.4 Zn 6 0 0
05 25Vit. C 6 0 0
06 50 Vit. C 6 0 0
K / 120 0 0
01 5SA 8 0 0
02 10 SA 8 0 0
Buket 03 1.47Zn 8 0 0
04 6.4 Zn 8 0 0
05 25 Vit. C 8 0 0
06 50 Vit. C 8 0 0

K / 96 0.010 0.010
01 5SA 6 0 0
02 10 SA 8 0 0
B22 03 1.4 Zn 6 0 0
04 6.4 Zn 8 0 0
05 25Vit. C 6 0 0
06 50 Vit. C 6 0 0

K / 90 0.044 0.044
01 5SA 6 0 0
02 10 SA 6 0 0
B23 03 1.4 Zn 6 0 0
04 6.4 Zn 8 0 0
05 25Vit. C 6 0 0
06 50 Vit. C 8 0 0

dolma tipi biberin, %48 oran ile ii¢ burun biber tipinden
daha basarili sonuglar verdigi goriilmiistiir. Bu durum ise
biber tiplerinin tomurcuk boyutlarina, mikrospor igerigine
ve yetistirildigi kosullara bagli olarak degisiklik gosterdigi
diigiiniilmektedir.

Aym zamanda genotiplerde kullanilan tomurcuk sayisi,
tomurcuk basima embriyo orani ve tomurcuk basimna bitki
oranlarma bakildig1 zaman en fazla ¢igek tomurcugu Buket
genotipinden kullanilirken, en az ise B23 genotipi olan
dolma tipi biberden kullanilmistir (Tablo 3).

Ploidi testi i¢cin flow sitometri yonteminden elde edilen
sonuclar  degerlendirildiginde, embriyolardan gelisen
bitkilerden %43’iiniin haploid kromozom yapisina,
%357’sinin ise diploid kromozom yapisina sahip oldugu
sonucuna ulagilmaktadir. Comlek¢ioglu ve ark. (2001),
androgenesis teknigi ile elde edilen bitkilerin haploid
kromozom sayisina sahip olabildiklerinin yaninda ayni
zamanda kiltir kosullarinda bitkilerin kendiliginden
(spontan) katlandig1 ve spontan dihaploid kromozom
sayisina sahip bitkilerin elde edildigini bildirmektedir.
Yaptigimiz ¢alismada da benzer sekilde haploid bitkilerin
yant sira dihaploid bitkilerde elde edilmistir.
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4. Sonug¢ ve Oneriler

Calismamizda kontrol ortami olan, 4 mg/L NAA +0.5 mg/L
BAP iceren MS ortami embriyo olusumu iizerine olumlu
etki yapmistir. Fakat besin ortamlarina belli dozlarda
eklenen SA, Zn ve C vitaminleri bitkicik olusumuna etkili
olmazken, embriyo olugumuna az da olsa olumlu yonde
etkisi goriilmiistiir. Antioksidan uygulamalarindan basari
oran1 gelisen anter bakimindan C vitamini, SA, Zn ve
kontrol olarak siralanirken, bitkicik olusumu sadece kontrol
ortamindan gergeklesmistir. Bunun nedeni ise kontrol
ortaminda kullanilan yiiksek miktardaki anter sayisindan
kaynaklanabilir.

Anter kiiltiiri galismalarindan embriyogenik basari iizerine
besin ortami bilesiminin ve genotipin daha etkili oldugu
belirlenmistir. Bizim ¢alismamizda embriyo olusumunun
yeterli olmadigi ve gelisen anterlerin embriyoya doniisim
oran1 bakimindan yeni c¢aligmalar yiiriitiilerek kullanilan
antioksidan bilesiklerde en uygun sekilde kullanilmasi
gerektigi anlagilmistir. Bagar1 oranmin ¢ok yiiksek
olmamasiyla birlikte, 6zellikle C vitamini ve/veya Zn
ortamlarinin segilerek yine de tek bir ortam {izerinde uygun
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dozun belirlenmesiyle istenilen sayida haploid / spontan
dihaploid bitki elde edilebilecegi diistiniilmektedir.

Agiklama: Bu ¢alisma APC tarafindan hazirlanan “Anter
Kiiltiirii Teknigi ile Dihaploid Nitelikli U¢ Burun ve Dolma
Tipli Biber Hatlarmin Gelistirilmesi” isimli Yiiksek Lisans
tezinden tiretilmistir.
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Ozet: Urtica dioica L. (1sirgan otu) bitkisi endiistride, kozmetikte ve tip alaninda yaygmn kullanima sahip olup uzun zamandir halk
tarafindan fitoterapatik uygulamalarda kullanilmaktadir. Ekonomik potansiyeli olmasina ragmen hala kiiltiirii yapilmayip yabani olarak
tiiketilmektedir. Bu ¢aligmada, farkli yontemlerle elde edilen 1sirgan 6ziitlerinin, antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerinin yani sira
Oziitlerin yag icerigi gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) ile analiz edilmistir. GC-MS analizi sonucunda 12 farkl yag asidi
belirlenmistir. Isirgan otu dziitlerinin baslica yag asidi bilesenlerini linoleik asit (%61.40), oleik asit (%14.66) ve palmitik asit (%10.42)
olusturmaktadir. Ultrasonik banyonun (USB), fermentasyon ve su ile kaynatma yontemlerine nazaran 6ziitlerin biyoaktif igeriklerini
ortaya ¢ikarmada daha etkili oldugu goriilmiistiir. USB ile elde edilen bitki 6ziitlerinin toplam fenolik madde degeri 13.26 mg g*', toplam
flavonoid miktar1 3.07 mg g, FRAP degeri 21.53 pg g' ve DPPH degeri 6.20 mg g! bulunmugtur. Antimikrobiyal aktivite sonuglarina
gore, etanol oziitii, suyla yapilan 6ziitlere gore bakteriler {izerine daha iyi bir inhibisyon etki gosterirken oziitlerin higbiri Candida
albicans 'a karsi etkinlik gostermemistir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, antioksidan aktivite, biyoaktif bilesikler, yag asidi, Urtica dioica

Investigation of antioxidant and antimicrobial activities of Urtica dioica L. plant extracts

Abstract: Urtica dioica L. (nettle) has been widely used in industry, cosmetics and medicine and has long been used by the public in
phytotherapeutic applications. Despite its economic potential, it is still not cultivated but consumed as wild. In this study, total phenolic
and flavonoid content, antioxidant and antimicrobial activities of nettle extracts obtained by different methods were investigated. In this
study, antioxidant and antimicrobial activities of nettle extracts obtained by different methods and the oil content of the extracts was
analyzed by GC-MS. As a result of GC-MS analysis, 12 different fatty acids were determined. The main fatty acid components of nettle
extracts were linoleic acid (61.40%), oleic acid (14.66%) and palmitic acid (10.42%). Ultrasonic bath was found to be more effective in
extracting bioactive contents of extracts than fermentation and water boiling methods. Total phenolic content of plant extracts obtained
by USB method was 26.78 mg g, total flavonoid amount was 3.07 mg g*!, FRAP value was 21.53 pg g-'and DPPH value was 6.20 mg
g, According to antimicrobial activity results, ethanol extracts showed a better inhibition effect on bacteria than water extracts, but none
of the extracts were found to be effective against Candida albicans.

Keywords: Antimicrobial activity, antioxidant activity, bioactive compounds, fatty acid, Urtica dioica
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1. Giris Biyoaktif bilesikler insan fizyolojisinde, esas olarak
hastaliklarin 6nlenmesinde etkin bir rol oynamaktadir.
Bitkilerin tibbi faydalari, antioksidan Ozelliklere sahip
fenolik bilesiklerin yani sira ugucu yaglar, terpenoidler
veya anti-enflamatuar Ozelliklere sahip saponinler gibi
sekonder bilesiklere sahip olmasindan kaynaklanmaktadir
(Sevindik ve ark. 2017; Hossen ve ark. 2019; Mohammed
ve ark. 2019).

Tiirkiye’de dogal olarak yetisen 12.000°den fazla bitki
taksonu olup bunlarin yaklasik  {igte biri endemik
taksonlardan olugmaktadir (Giiner ve ark. 2012). Bitkileri
dogrudan kullanmak yerine oOziitlerini kullanmak daha
giivenli, kolay wve etkilidir. Boylece bitkilerden,
istenmeyen bilesenler uzaklastirilarak, istenen bilesen saf
ve daha c¢ok miktarlarda elde edilebilir (Karakas 2003;
Mohammed ve ark. 2018; Pehlivan ve Sevindik 2018).


https://orcid.org/0000-0003-3366-1326
https://orcid.org/0000-0001-7729-5271
https://orcid.org/0000-0003-4936-9872

S. Colak ve ark.

Urticaceae familyasi, 12 cins ve Tropikal Asya, Afrika ve
Giliney Amerika merkezli ¢esitli ve kozmopolit bir bitki
alan1 olusturan 200 tiirli igermektedir (Huang ve ark.
2019). Urticaceae familyasindaki bitkilerin biiyiik bir
kismi, ¢ok yillik olup digerleri ise tek yillik gelisim
gostermektedir. Genelde otsu habitusa sahip olmakla
birlikte ¢ali formunda olanlari da mevcuttur (Ayan ve ark.
2006). Isirgan otu (U. dioica), Urticaceae familyasina ait
¢ok yillik otsu bir bitkidir (Martinez-Aledo ve ark. 2020).
Isirgan otu (Urtica spp.) her iki yarim kiirenin tropik ve
subtropik bolgelerinde yetismektedir (Manganelli ve ark.
2005). Diinya c¢apmnda iliman ve tropikal arazilerde
yetisirken, lilkemizde agik orman alanlarda, nehir ve yol
kenarlarinda, terk edilmis kullanilmayan alanlarda
kendiliginden yetisen bir bitkidir (Davis 1988; Krystofova
ve ark. 2010). Anadolu’daki yoresel adlari “dizlagan,
cizlagan, cizgan, dalagan, cingar, agdalak, 1sirg1 ve
isirganotu”dur  (Baytop 1999). Biinyesindeki ¢ok yonlii
kimyasal zenginliklerinden dolayr tiim bitki kisimlan
gecmisten giiniimiize halk hekimligi, gida, boya, lif sanayi,
giibre ve kozmetik amaglarla kullanilmaktadir (Manganelli
ve ark. 2005). Bu o6zellikleri ile 1sirganotu hem bir tibbi
bitki hem de bir lif bitkisi olarak biiylik bir potansiyele
sahiptir (Ayan ve ark. 2006). Isirganlar, fitosteroller,
saponinler, flavonoidler, tanenler, steroller, yag asitleri
(palmitik ve stearik), karotenoidler, klorofiller, proteinler,
amino asitler ve vitaminler dahil olmak {izere tibbi 6neme
sahip farkli organik bilesik siniflari igerir (Rita-Carvalho
ve ark. 2017). Isirgan otunun yapisinda bulunan kimyasal
maddeler, 1sirgan otunun antiseptik, bakterisid, kan
dolagimi ajani, diliretik, hemostatik ve kas hareketi
diizenleyici olarak kullanilmasini saglamaktadir (Karakas
2003). Cesitli fitokimyasallar ve icerdikleri oranlar
nedeniyle, 1sirgan hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif
bakterilere karsi belirgin bir aktivite gosterir (Kregiel ve
ark. 2018). U. dioica, uzun siire tibbi bir bitki olarak
yaygmn bir sekilde kullanilmistir. Geleneksel olarak
kardiyovaskiiler bozukluklarin, 6zellikle hipertansiyonun
kontroliinde kullanilmis, yaprak oziitiiniin vivo glikoz
homeostazini iyilestirdigi bildirilmistir (Dhouibi ve ark.
2019). Ancak sadece son zamanlarda anti-oksidan, anti-
mikrobiyal, anti-iilser, analjezik ve anti-kanser ozellikleri
icin incelenmigtir (Durak ve ark. 2004; Gul ve ark. 2012;
Jinous ve ark. 2012; Nahata ve ark. 2012; Upton ve ark.
2013; Fattahi ve ark. 2013; Mohammadi ve ark. 2016). U.
dioica kokii prostat hiperplazisinin bazi etkilerini
onleyebilmektedir. (Dhouibi ve ark. 2019). Bitkinin
ozellikle koklerinde bulunan histamin ditiretik olup prostat
biiyiimesini onleyici 6zelliktedir (Kondrad ve ark. 2000;
Du ve ark. 2002). Isirgan yapragi 6zleri, romatoid artrit
icin anti-enflamatuar ilaglar olarak kullanilir. U. dioica
0ziitii, meme kanseri hiicrelerinin paklitaksele duyarliligini
onemli Ol¢lide arttirmistir (Dhouibi ve ark. 2019). Birgok
calisma, U. dioica'min  anti-kanser  Ozelliklerini
gostermigtir. U. dioica oziitlerinin anti-kanser kabiliyeti
hakkindaki ana galismalar, meme kanseri de dahil olmak
iizere c¢esitli kanserlerin Onlenmesi ve tedavisi i¢in U.
dioica'nin nutrasotik bir gida olarak kullanilmasi igin umut
verici bir sans saglamigtir. Bu nedenle, U. dioica, mevcut
anti-kanser tedavilerinin yan etkilerini gostermeden
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kanseri onlemek veya azaltmak icin kanser tedavisinde
biyoaktif bir besin olarak kullanabilmek miimkiindiir
(Esposito ve ark. 2019).

Bu ¢alismanin amaci, U. dioica'dan elde edilen 6ziitlerin
biyoaktif bilesen ve antioksidan aktivitesinin yani sira
antimikrobiyal aktivitesini arastirmaktir. Ayrica Oziitler
GC-MS yardimiyla analiz edilerek, bitkinin yag asidi
profili incelenmistir. Bu ¢alisma, U. dioica iizerinde,
geleneksel yontemlerle kapsamli olarak yapilan ilk
calismadir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Bitki Materyali

Bu ¢aligmada kullanilan U. dioica bitkisine ait 6rnek, 2019
yilmin Nisan ayinda Hatay Iskenderun’da yetistigi dogal
alanlardan toplanmistir. Toplanan toprak {stii kisimlari,
bekletilmeden laboratuvara getirilmis ve taze olarak
deneysel arastirmalarda kullanilmistir.

2.2. Ornek Hazirligh
U. dioica bitkisinin toprak {istii kisimlari ince bir sekilde
dogranarak 6ziitleme i¢in hazir hale getirilmistir.

2.3. Oziitleme Yontemi (USB Yintemi)

Bu calismada 3 farkli ziitleme yontemi uygulanmustir.
Isirganin halk tarafindan kullanimi g6z 6niine almarak ilk
iki yontem geleneksel olarak dizayn edilmistir. Bu
yontemlerde su kullanilarak fermentasyon ve kaynatma ile
oziitleme yapilmistir. Fermentasyon yonteminde, taze bitki
duran bottle icerisine konulup, lizerine 100 °C de su
eklendikten sonra agzi siki bir sekilde kapatilarak 24 saat
boyunca sicak bir ortamda muhafaza edilmistir. 24 saat
sonra siizme islemi gergeklestirilmistir. Ikinci oziitleme
yontemi olan kaynatmada, 30 dakika boyunca bitki su ile
kaynatilarak hazirlanmistir. Miliauskas ve ark. (2004)’mn
yontemi modifiye edilerek yapilan {dgiinci Oziitleme
yonteminde ¢oziicii olarak etanol kullanilmistir. Taze bitki
orneginden 50 g tartilmis bir beherin {izerine 500 mL
%80’lik etanol ¢oziiciisiinden eklendikten sonra, ultrasonik
su banyosunda 1 saat sonike edilmistir. Tiim yontemlerde
oziitlemeyi takiben ornekler, 3500 rpm’de 15 dk santrifiij
edilmistir. Oziitlerdeki ¢éziicliniin fazlas1 vakumlu rotary
evaporatdr araciligiyla uzaklastirilmig ve elde edilen kuru
0ziit analize kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

2.4. Bitki Oziitlerinin Yag lIcerigi ve Yag Asidi
Kompozisyonunun Belirlenmesi

Soksalet yontemiyle elde edilen sabit yag igerisindeki yag
asitlerinin analizi GC-MS ile Rivera-Rangel ve ark.
(2018)’a gore yapilmistir. GC-MS analizleri Schimadzu
GC 2025 sistemi ile gergeklestirilmistir. TRCN-100 (60 m
x 0.25 mm x 0.20 um film thickness) SE-54 fused silika
kapiler kolon kullanilmigtir. Elektron enerjisi 70 eV tur.
Enjeksiyon miktar1 1 pL’ dir. Numunelerin analizi 80
°C’de 2 dakika bekletildikten sonra dakikada 5°C artirilip
140 °C sicakliga ulasgtiktan sonra, bu sicaklikta 2 dakika
tutulmustur. Bu islemi takiben, dakikada 3°C’lik bir artisla
240 °C’da 5 dakika daha bekletilmistir. Toplam analiz
stiresi 61 dakika olarak ayarlanmistir. Enjeksiyonlar split
modda (1:50) 240 °C 1sida gergeklestirilmistir ve dedektor



sicaklig1 250 °C’dir. Helyum tasiyici gaz olarak kullanilip
ve akis hizi 30 mL/dk’ya ayarlanmistir. Kullanilan gaz
akislar1 H,=40 mL/dk ve kuru hava=400 mL/dk olarak
belirlenmistir.

2.5. Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi

2.5.1.Toplam fenolik icerigin belirlenmesi

Orneklerin  toplam fenolik icerigi Folin-Ciaceltacou
Rekaktif (FCR) yontemi kullanilarak Blainski ve ark.
(2013)’m  prosediiriic  modifiye edilerek yapilmistir.
Standart olarak gallik asit (Sigma) kullanilmstir.
Hazirlanan soliisyonlar spektrofotometrede (Perkin-Elmer
Lambda EZ 150, USA) 750 nm’de okunmustur. Elde
edilen absorbans degerleri gallik asit ¢ozeltileri ile
olusturulan kalibrasyon egrisi yardimiyla mg gallik asit
esdegeri (GAE)/g kuru 6rnek agirligi cinsinden verilmistir.
2.5.2. Toplam flavonoid iceriginin belirlemesi

Bitki oziitlerindeki toplam flavonoid igerigi Chang ve ark.
(2002)’a gore spektrofotometrik olarak belirlenmistir.
Standart soliisyon farkli konsantrasyonlarda (25-200
pg/mL) yukaridaki prosediire goére hazirlanan quercetin
(Sigma) ile hesaplanmistir. Absorbans 415 nm’de
spektrofotometrede okunmustur. Elde edilen absorbans
degerleri pg quercetin esdegeri/g kuru Ornek agirligina
doniistiiriilmiistiir.

2.5.3. DPPH metodu

Antioksidan kapasite (serbest radikallerin indirgenme
kapasitesi) Brand-Williams ve ark. (1995) tarafindan
tanimlanan DPPH metodu modifiye edilerek belirlenmistir.
Her bitki  oziitiinden  seyreltilerek  bes  farkh
konsantrasyonda soliisyon hazirlanmigtir. Sonuglar, DPPH
serbest radikallerinin %350’sini indirgemek icin gereken
konsantrasyon degeri olan ICsy olarak gosterilmistir. Tiim
deneyler ii¢ tekerriirli olarak yapilmis ve askorbik asit
pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

2.5.4. FRAP metodu

FRAP yontemi Benzie ve Strain (1996)’a gore yapilmistir.
Bitki oziitlerinden 50 pL, 2mL’lik ependorf tiiplerine
aktarilmig ve iizerine 600 pL FRAP ajani eklenmistir.
Absorbans 593 nm’de 6l¢lilmiistiir. Sonuglar askorbik asit
(100-1000 pumol/L) kalibrasyon grafigi kullanilarak pmol
askorbik asit esdegeri/g kuru bitki agirhigr olarak
hesaplanmistir. Sonuglar pmol/g kuru bitki agirlig1 olarak
verilmistir.

2.6. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

Elde edilen o6ziitlerin antimikrobiyal aktivite varligi oyuk
agar  metodu  kullanilarak  belirlenmistir. ~ Test
mikroorganizmalar1 olarak Escherichia coli, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, MRSA (Metsilin
Direngli Staphylococcus aureus), Sarcina lutea ATCC
9341NA, Candida albicans, Candida parapsilosis olmak
tizere klinik izolatlar ve standart suslar kullanilmigtir. Test
mikroorganizmalari 24 saat 6nceden LB (Luria-Bertani) ve
Sabouraud dextrose broth besiyerlerine ekilerek 0.5
Mcfarland standart turbiditesine karsilik gelen (1x108
bakteri ve 0.5-3x104 maya/mL) steril serum fizyolojik ile
sulandirilmig  kiiltiirlerden 0.1 mL alinarak otoklavdan

sonra 50-55 °C’ye kadar sogutulan Miieller Hinton Agar
ve Sabouraud Dextrose Agara asilama yapildiktan sonra
petrilere dokiilmiistiir. Oda sicakliginda katilasan petriler 4
mm c¢apinda aseptik kurallara uygun bir sekilde
cukurcuklar acgilmustir. Bitki Oziitleri DMSO igerisinde
¢cOzilmiistiir (16 mg/mL). Daha sonra hazirlanan o6ziitler
bu cukurcuklara mikropipet yardimi ile 100 pL
eklenmistir. Bu sekilde hazirlanan petriler 45 dakika kadar
buzdolabinda bekletildikten sonra, bakteri kiltiirleri 37
°C’de 24 saat, mantar asilanan petriler ise 25 °C’de 2 giin
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda olusan inhibisyon
zonlari mm olarak Ol¢ilmistiir. Ayrica DMSO (50 pl)
¢oziicii kontrolii olarak kullanilmistir. Antimikrobiyal
aktivite gOsteren bitki Oziitleri daha sonra farkh
konsantrasyonlarda bitki 06ziitli iceren Mueller Hinton
Broth ve Sabouraud Dextrose Broth icerisinde MIK
(Minimal Inhibisyon Konsantrasyon) degerleri
belirlenmistir ~ (Collins ve ark.1989). MIK degerleri,
gozlemlenebilir biiylimeyi/bulanikligi onleyen tiiplerdeki
en diisiik 6ziit konsantrasyonu olarak kaydedilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Yag Asidi Kompozisyonuna Ait Sonuclar

U. dioica bitkisine ait yagmn sabit yag asidi
kompozisyonlart GC-MS analizleri sonucunda ortaya
cikartilmigtir. GC-MS analizi sonucunda elde edilen yag
asidi kompozisyonuna ait veriler Tablo 1.’de ve GC-MS
kromatogramlari Sekil 1.’de verilmistir. Elde edilen analiz
sonuglarina gore; soksalet Oziitlemesi sonucunda bitki
oziitlerinin ham yag miktar1 %5.25 olarak elde edilmistir.
GC-MS analizi sonucunda 12 farkli yag asidi belirlenmis
olup, %79.61’lik bir oranda doymamis yag asitlerinden,
%20.39’luk bir kismmin ise doymus yag asitlerinden
olustugu belirlenmigtir. Tablode 1.’de goriildiigi gibi U.
dioica oziitlerinin sabit yagmimn baglica bilesenlerini
linoleik (%61.40), oleik (%14.66) ve palmitik (%10.42)
asitlerin olusturdugu goriilmektedir. Sonuglar ayrica U.
dioica yaginin doymamis yag asitleri (%79.6) bakimindan
zengin oldugunu gosterirken, bu oranin ¢ogunlugunu ¢oklu
doymamis yag asitleri (%64.62) olusturmaktadir. Bitkisel
yaglarin yag asidi bilesimi, yagin kullanimi hakkinda daha
fazla bilgi verir. Genellikle, yag asidi bilesimi, bir yagin
besleyiciligi veya teknik uygulamalarda kullanimlari igin
belirleyicidir (Comlekgioglu ve ark. 2020). Isirgan otunun
icerdigi bilesenlerden, bir omega-3 yag asiti olan linolenik
ve linoleik asitler gibi gerekli yag asitleri potansiyel
antikanserojen maddelerdir (Kelley ve ark. 2007; PCF
2007; Rochfort ve ark. 2008; Kan ve ark. 2009; Korkmaz
2010). Omega 3 (alfa-linoleik asit), omega 6 (linoleik asit)
ve omega 9 (oleik asit)'dan olusan omega yag asitlerinin
beyin gelisimi, bagisiklik sisteminin giiclenmesi, koroner
kalp hastaliklarinin ~ 6nlenmesi  gibi  fonksiyonlari
bulunmaktadir (Eseceli ve ark. 2006). Yetersizliklerinde
insanlarda ciltte kuruma gibi bazi deri hastaliklari, astim,
artritis, biliyiimede gerileme, seker ve kanserin bazi
tirlerinin yaninda &grenme eksikligi de goriilmektedir
(Lewis ve ark. 2000).
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Tablo 1. U. dioica bitki oziitlerinin yag asidi kompozisyonlari
(%)

Karbon . icerik
Sayist Yag asidi (%)

1 C4:.0 Butirik asit 0.58

2 Cl14:0 Miristik Asit 0.41

3 Cl6:0 Palmitik Asit 10.42

4 C18:0 Stearik Asit 3.56

5 C21:0 Behenik Asit 2.82

6 (C23:0 Tricosanoic Asit 0.15

7 C24:0 Lignoserik Asit 2.45
DoymusYag Asitleri Toplam 20.39

8 Clé6:l Palmiteloik Asit 0.21

9 C17:1 cis-10-Heptadekanoik asit 0.12

10 C18:1 Oleik Asit 14.66
Tekli Doymamis Yag Asitleri 14.99
Toplami

11 Ci18:2 Linoleik Asit 61.40

12 C18:3 Gama-Linolenik Asit 3.22
Coklu Doymamis Yag Asitleri 64.62
Toplami

Intensity

400004

30000

20000 :

100004 [ ¢

A

10
min

Sekil 1. U. dioica oziitlerinden elde edilen GC-MS kromatogrami

3.2. Toplam Fenol, Flavonoid icerikleri ve Antioksidan
Aktivititesine Ait Sonuglar

Yiiksek icerikli ve yiiksek biyolojik aktiviteye sahip
flavonoidlerin ve fenoliklerin 6ziitlemesi ve ayrilmasi, ilag,
gida, kozmetik ve ilag endiistrisi i¢in ¢ok Snemlidir (Zhu
ve ark. 2010). Bitkilerde bulunan fenolik bilesikler,
antioksidan ozellikleri nedeniyle biiyiik ilgi gormiistiir ve
biyolojik sistemlerle potansiyel olarak etkilesime girebilir
ve antikanser, antienflamatuar ve antimikrobiyal aktivitede
onemli bir rol oynayabilirler (Wang ve ark. 2003; Abu-
Reidah ve ark. 2013; Mohammed ve ark. 2020).
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Analiz sonuglaria gore etanol 6ziitiin fenol degeri 26.78 +
0.14 mg GAE g'!, su ile kaynatilmis dziitiin fenol degeri
16.47 + 3.72 mg GAE g, su ile fermentasyon 6ziitiiniin
fenol degeri ise 11.21 * 0.93 mg GAE g'olarak
bulunmustur. Bitkinin flavonoid degeri etanol, su ile
kaynatilmis ve su ile fermentasyon oziitlerinde sirasiyla
3.07 £ 0.05, 2.15 £ 0.18, 1.84 + 0.04 pg QE g!; FRAP
sonuglari ise yine sirastyla 21.53 £+ 1.13, 10.29 + 0.44 ve
8.55 + 2.69 ug AAE g! olarak belirlenmistir. Bitkinin
DPPH sonuglaria baktigimizda ise etanol 6ziitiiniin 6.20 +
0.41 mg g su ile kaynatilmig 6ziitiiniin 13.77 + 0.89 mg g
! ve son olarak su ile fermentasyon ziitiiniin 10.02 £ 0.92
mg g' degerleriyle sonuglanmigtir (Tablo 2). Yapilan
analizlerin tiimiinde etanol ¢oziiciisiiyle elde edilen
Oziitlerin ¢oziiciisii su olan Oziitlere nazaran daha yiiksek
sonuglar verdigi goriilmiistiir. Pourmorad ve ark. (2006),
fran’in kuzeyinden topladiklart bazi tibbi bitkilerin
antioksidan aktivitesi, fenol ve flavonoid igerigini
aragtirmiglardir. U. dioica’ya iligskin flavonoid miktarin
43.3+0.37 mg/g, fenolik icerigini 24.1+1 mg/g, DPPH
yontemini kullanarak Olgiilen antioksidan aktivitesi 1Csg
degerini ise 1.45 mgml! olarak bulmuslardir. Koczka ve
ark. (2015) ise, yaptiklar ¢alisma ile bitkinin toplam fenol
icerigi ile antioksidan kapasitesini karsilagtirmiglardir.
Bitkinin yaprak organindan sulu ve etanolik Oziitler
hazirlamiglar ve fenolik miktarlarini, sulu 6ziitlerde 0.929
ile 2.385 mg GAE/L ve etanolik 6ziitlerde 0.965 ile 1.992
mg GAE/L, antioksidan kapasite FRAP degerlerini, sulu
oziitlerde 3.980 ila 9.104 mM AA/L, etanolik Ozitlerde
1.987 ila 5.265 mM AA/L arasinda degismekte oldugunu
bulmuslardir. Yapmis olduklari bu ¢alisma ile toplam fenol
icerigi ve antioksidan kapasitenin sulu 6ziitlerde etanolik
oziitlerden onemli Olgiide daha yiiksek oldugunu
bulmuslardir. Fakat bu calismada, etanolik 6ziitiin daha iyi
sonug verdigi goriilmektedir. Yapilan bir diger analizde;
Kukri¢ ve ark. (2012), Banja Luka bdlgesinden
topladiklari u. dioica’nin  toplam  fenollerin,
flavonoidlerin, flavonollerin yani sira enzimatik olmayan
antioksidan aktivite ve antimikrobiyal aktivitenin igerigini
aragtirmiglardir. U. dioica’nin yapraklarindan elde ettikleri,
¢oziiciisli etanol olan 6ziitte 1sirgan otu 6zlerindeki toplam
fenolik igerik 208.37 mg GAE/gdw, toplam flavonoidlerin
icerigi 20.29 mg QE/gdw ve toplam flavonollerin igerigi
22.83 mg QE/gdw olarak bulmuslardir. Bu degerler bu
calismada elde edilen degerlerin {istiindedir. Ayni
zamanda, FRAP yontemi ile saptanan antioksidan aktivite
7.50 mM Fe (Il)/gdw iken, ICso degerleri ile DPPH ve
ABTS yontemleri kullanilarak 6lgiilen antioksidan aktivite
sirastyla 31.38 ve 23.55 pug mL! olarak bulmuslardir. Bu
calismaya kiyasla, 1sirgan otunun antioksidan kapasitesini
daha zayif bulmuslardir.
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Tablo 2. U. dioica bitki 6ziitlerinin fenol-flavonoid- FRAP ve DPPH igerikleri ile antioksidan aktivitesi

ICso Degeri

Fenol (mg GAE gV Flavonoid (ug QE g!) FRAP (ug AAE gV (DPPH%)

(mg ml™)

USB 26.78 £0.14 3.07+0.05 21.53£1.13 6.20+0.41
SK 1647 +3.72 2.15+0.18 10.29 £ 0.44 13.77 £ 0.89
SF 11.21£0.93 1.84 £0.04 8.55+2.69 10.02 £0.92

USB: Ultrasonik Su Banyosu Etanol 6ziitii, SK: Su ile Kaynatilmig, SF: Su ile Fermentasyon

Antioksidan 0zellikler, serbest radikal temizleyicileri,
indirgeyici ajanlar ve metal selasyonu olarak islev
gorebilen hidroksil gruplarindan dolayr flavonoidlere
atfedilir (Agati ve ark. 2012). Serbest radikal siipiiriicii
aktivitenin, Ornegin fenolik bilesiminden biiyiik O6lciide
etkilendigi bildirilmistir (Cheung ve ark. 2003). Bu
calismadan elde edilen veriler degerlendirildiginde,
U. dioica Oziitlerinin  antimikrobiyal  aktiviteleri
degerlendirildiginde kullanilan ¢6ziiciniin ve metodun
onemli farklilik olusturdugu goézlemlenmistir (Tablo 3.).
Etanolik  Oziitiin, su  Oziitlerine  nazaran  test
mikroorganizmalart arasinda daha yiiksek antimikrobiyal
etki gostermigtir. Gram pozitif bakteriler arasinda E.
faecium’a  karst  herhangi  bir  inhibisyon etki
gozlenmezken, en yiiksek antimikrobiyal etki Gram
negatif organizma olan E. coli’ye kars1 elde edilmistir.
Klinik izolat mayalardan C. parapsilosis’e karsi her ti¢

Tablo 3. U. dioica bitki 6ziitlerinin antimikrobiyal aktivitesi

bitkinin sahip oldugu fenolik ve flavonoid igeriginin,
oziitlerin antioksidan aktivitesinden sorumlu oldugunu
gostermektedir.

Sonug olarak U. dioica’nin su ve etanolik 6ziitlerinin giiglii
bir dogal antioksidan kaynagi oldugu soylenebilir.

3.3. Antimikrobiyal Aktiviteye ait Sonuclar

Oziitiin inhibisyon etkisi gozlenirken C. albicans‘a karsi bir
etki goriilmemistir.

Bu sonuglara benzer olarak Kukri¢ ve ark. (2012) yapmis
olduklar1 ¢alismada, U. dioica yapraklarinin etanol
oziitiiniin, E. coli'ye karsi zayif bir antibakteriyel aktivite
gostermis  oldugunu, Ozltin  minimum  inhibitor
konsantrasyonunun  (MiK) 9.05 mg/mL oldugunu
gostermiglerdir. Bu ¢aligmada ise Hatay bolgesinden
toplanan Dbitki orneklerinden etanolik &ziitlerin  MIK
degerlerinin  daha disik konsantrasyonda oldugu
gozlenmistir (Tablo 4).

Organizmal Inhibisyon Zonu

inhibisyon Zonu

inhibisyon Zonu

- (Etanol) (Su ile kaynatilms) (Su ile fermentasyon) CXM Nystatine (NSY)
Organism
(mm) (mm) (mm)

MRSA* 8 8 7 22 TE
E. faecium* - - - - TE
S. lutea ATCC 9341NA 9 8 7 45 TE
E. coli ATCC 309628 15 15 15 18 TE
E. faecalis* 11 9 - 21 TE
S. aureus*® 10 9 7 15 TE
C. parapsilosis* 12 13 10 TE 18
C. albicans* - - - TE 18

Cxm: Cefuroxime sodium (30pg)-Oxoid; Nys: Nystatine 100U; TE: Test edilmedi; * : Klinik izolat

Tablo 4. Tiip dilusyon metodu ile U. dioica dziitlerinin MiK degerleri (mg/mL)

MIiK (Etanol)
(mg/mL)

Organizma/Organism

MIiK (Su ile kaynatilmis)
(mg/mL)

MIiK (Su ile fermentasyon)
(mg/mL)

MRSA*

E. faecium*

S. lutea ATCC 9341NA
E. coli ATCC 309628
E. faecalis*

S. aureus®

C. parapsilosis*

C. albicans*

A b ODDODND S

\9)

[eolN NS TN SN (O (S
[e ol S S it L A

*: Klinik izolat
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Ozet: Cinko oksit nanopartikiilii (ZnO NP), nanoteknolojinin gelismesiyle birgok alanda (gida ve ambalaj katki maddeleri
sanayii, kozmetik, glines kremleri v.b.) yaygmn olarak kullanilmaktadir. Biyolojik membranlardan rahatlikla gegebilen
nanopartikiiller organ, doku, hiicre ve molekiiler diizeyde olumsuz etkilere ve birikime neden olabilmektedirler. Yapilan
caligmada, Galleria mellonella son evre larvalarma arka bacaklarindan ZnO NP enjeksiyon yoluyla 30 mg/l ve 30 pg/mL
derisimlerinde uygulanmustir. Uygulama sonunda kontrol ve deneme gruplarindan izole edilen yag dokudaki oksidatif stres
diizeyi AChE enzim aktivitesinin tespiti ile belirlenmistir. Elde edilen veriler sonucunda, ZnO NP maruz kalan G. mellonella
larvalarinin yag dokudaki AChE aktivitesinde kontrole gore her iki uygulama grubunda da istatistiki olarak belirgin artig ve
azaliglar gostermistir. Toksisite ¢aligmalari i¢in basit, ucuz ve hizli iiretilebilen bir model olan G. mellonella larvalarinin yag
dokusundaki makromolekiillerin olast degisikliklerinin tespit edilmesi ile biyokimyasal etkilerin anlagilmasi, ¢evreye daha az
olumsuz etkisi olan yontemlerin gelistirilmesine yardimci olacagi ve elde edilen veriler dogrultusunda yapilacak immiinolojik ve

fizyolojik ¢aligmalara yol gosterebilecegi diigiiniilmektedir

Anahtar Kelimeler: Galleria mellonella, Asetilkolinesteraz, Cinko oksit, Nanopartikiil

Effects of zinc oxide nanoparticle on acetylcholinesterase enzyme activity in Galleria
mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) larvae

Abstract: Zinc oxide nanoparticles (ZnO NP) is widely used in many field, food and packaging additives industry, cosmetics,
sunscreens etc., with the devolopment of nanotechnology. Nanoparticles can readily pass through biological membranes and so cause
negative effects and accumulation at the organ, tissue, cell and molecular level. In this study, 30 mg/l and 30 pg/mL concentrations
of ZnO NP were injected into the first proleg of the last instar Galleria mellonella larvae. Then, the antioxidant stress level in fat
body isolated from the control and application groups was determined by determining the AChE enzyme activity. As a result of the
data obtained, AChE activity in fat body of G. mellonella larvae exposed to ZnO NP showed statistically significant increases and
decreases in both groups compared to control. It have shown that, understanding the biochemical effects and determine to the
possible changes of macromolecules in fat body of G.mellonella larvae, which is a simple, inexpensive and fast to produce model for
toxicity studies, will help develop methods that have less adverse effects on the environment and lead to immunological and

physiological studies.

Keywords: Galleria mellonella, Acetylcholinesterase, Zinc oxide, Nanoparticle

1. Giris

Nanoteknolojinin hizli gelisim gdstermesi sonucu gesitli
boyut ve ¢aplardaki nanomateryaller ticari ve enddistriyel
alanlarda siklikla kullanilmaktadir. Nanomateryaller,
ylizey alanlarmi genis olmasi ve yiiksek reaksiyon

© EJBCS. All rights reserved.

aktiviteleri ile son yillarda olduk¢a dikkat ¢ekmektedir.
Nanopartikiiller yiiksek ylizey-hacim orani, elektronik
yapi, yiiksek reaksiyon aktiviteleri gibi belirgin derecede
farkli fizikokimyasal 6zelliklere ve boyutlara sahip 100
nm’den kiigiik bilegiklerdir. (Portakal 2008). Metal oksit
nanopartikiilleri, cam ve boya sanayinde, cilalamada,
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elektronik esya tretiminde, ilag ve gida katki
maddelerinde, kozmetik ve kisisel bakim iiriinlerinde,
biyoteknoloji ve tip alaninda goriintiilemede siklikla
kullanilmaktadir. Cinko oksit nanopartikiili (ZnO NP)
boya, dis macunu, giines kremleri, pillerde, antibakteriyel,
gida sanayisi ve ambalaj paketlerinde katki maddesi olarak
kullanilmaktadir (Jun ve ark. 2013; Kim ve ark. 2017; Du

ve ark. 2018; Keerthana ve Kumar 2020).
Nanomateryallerin ~ birgok alanda  kullanilmas1  ve
uygulanmasi, ¢evre ile etkilesiminin biiyik Olciide

artmasma yol a¢maktadir. Biyolojik membranlardan
rahatlikla gegebilen nanopartikiiller organ, doku, hiicre ve
molekiiler diizeyde olumsuz etkilere ve birikime neden
olabilmektedir. Eser element olarak ¢inko (Zn) canliligin
devami, ¢ogalmasi ve immiin sistemin faaliyetlerinin
sirdiiriilmesi  i¢in gereklidir. Zn metalloenzim ve
proteinlerin kofaktorii ve birgok DNA-baglayici proteinin
¢inko basamaklarinda ¢ok ¢esitli enzimlerde aktif bolgeler
olugturan kritik bir elementtir (Dow 2017). Ayrica immiin
sistem hiicreleri ile 6nemli bilesikler arasinda ara bulucu
rol oynamaktadir (Weiss ve Carver 2018). Ayni zamanda
belirli konsantrasyonlarda serbest radikal olusumunu
indiikleyerek oksidatif strese neden olabilmektedir. Zhao
ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada ZnO NP’ nin Danio
rerio embriyolarinda oksidatif stres ve DNA hasarina
neden oldugunu bildirmislerdir.

Oksidatif stres; reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) tiretimi ve
bozulmasi arasindaki dengesizlige dayanan fizyolojik ya
da patofizyolojik siire¢ olarak tanimlanmaktadir (Staerck
ve ark. 2017). ROT hiicresel makro molekiillere saldirarak
proteinlerin  oksidasyonuna, niikleik asitlerin  zarar
gormesine, lipid peroksidasyonuna ve hiicresel savunma
sistemlerinin aktive olmasina neden olmaktadir (Hermes-
Lima ve Zenteno-Savin 2002; Gavrilovic ve ark. 2017).
Detoksifikasyon enzimleri genellikle ksenobiyotiklere
karsi enzimatik savunma olarak gosterilmektedir ve
normal fizyolojik fonksiyonlarinin devam ettirilmesinde
onemli rol oynamaktadir (Tungsoy 2018).
Asetilkolinesteraz (AChE), Sitokrom P450 (CytP450) ve
glutatyon-s-transferaz (GST) organizmalarda
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonundan sorumlu
enzimlerdir. Bu gibi enzimlerin artiglar1 ksenebiyotiklerin
ve/veya kontaminantlarin toksik etkisinin belirlenmesinde
biyomarkir  olarak  kullamilmaktadir. AChE, hem
omurgalilarda hem de omurgasizlarda, basta sinir ve kas
dokusunda olmak tizere merkezi ve periferal birgok
dokuda yaygm olarak bulunan noronal bir enzimdir.
(Tungsoy 2017). AChE'nin ana islevi, norotransmitter
asetilkolini  (ACh) hidroliz ederek ndrotransmisyonu
diizenlemektir (Kim 2017). ACh sinir uglarindan
etkilendigi organa veya sinir ucundan ikinci bir sinir
hiicresine, sinir implusu tasima gorevini yapmaktadir.
Sinapsislerdeki artan ACh konsantrasyonu ve daha fazla
uyartlmis merkezi sinir sistemi boceklerde olime yol
acmaktadir (Yorulmaz 2009 ). Yapilan calismada farkli
konsantrasyonlarda  uygulanan ZnO  NP’nin  G.
mellonella’nin yag dokusundaki AChE enzim aktivitesi
iizerine etkisi incelenmistir. Toksisite caligmalart igin
basit, ucuz ve hizli iretilebilen bir model olan G.
mellonella larvalarinin yag dokusundaki
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makromolekiillerin olast degisikliklerinin tespit edilmesi
ile biyokimyasal etkilerin anlagilmasi, ¢evreye daha az
olumsuz etkisi olan yontemlerin gelistirilmesine yardimci
olacagi ve elde edilen veriler dogrultusunda yapilacak
immiinolojik ve fizyolojik ¢alismalara yol gdsterebilecegi
disiiniilmektedir.

2. Materyal ve Metod

G. mellonella L. larvalari, laboratuvar ortaminda kitle
diretimi yapilan 28 + 2°C sicaklik ve %70+5 bagil neme
sahip ortam kosullarinda Bronksill (1961) tarafindan
belirlenmis olan yar1 sentetik besin ile beslenen stok
kiilltirinden elde edilmistir. G. mellonella son evre
larvalarina arka bacaklarindan ZnO NP enjeksiyon yoluyla
30 ug/L ve 30 mg/L derisimlerinde uygulanmigtir.
Uygulama sonunda larvalar sirt kismi strafora gelecek
sekilde sabitlenerek birinci ¢ift arka bacaklarinin éniinden
orta eksen boyunca alkol ile dezenfekte edilmis mikro
makas ile kesilerek larvalarin yag dokusu alinmistir. Daha
sonra eppendorf tiiplere almman yag doku orneklerinin
iizerine 1:5 oraninda Tris HCI (100 mM, pH: 8.0) ¢ozeltisi
eklenmistir. Tris HCIl soliisyonun miktarinin 10 kati
hacminde %10 Triton karisima ilave edilmistir. Ornekler 2
dk. homojenize edilmis ve toplam homojenat 12000 g’ de
+4 °C’ de 30 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda elde
edilen supernatantin bir kismi total protein tayini igin,
kalan kism1 ise AChE aktivitesinin belirlenmesi igin -80
°C’ de derin dondurucuda saklanmistir. AChE aktivitesi
Ellman ve ark. (1961), total protein tayini ise Bradford
(1976) tarafindan belirlenen metoda gore analiz edilmistir.
Istatistiksel analizler kontrol ve deney gruplari arasindaki
istatistiksel veriler SPSS 21.0 bilgisayar programmda SNK
testi kullanilarak degerlendirilmistir. P<0.05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

3. Bulgular

Tablo 1°de G.mellonella larvalarimin kontrol ve ZnO NP
(30 pg/L, 30 mg/L) uygulamasmin yag dokusundaki
AChE enzim aktivitesi gosterilmistir. G. mellonella’nin
yag dokusundaki AChE enzim aktivitesinde kontrole gore
her iki uygulama grubunda da istatistiki olarak farkliliklar
goriilmiigtiir. (Sekil 1)

Tablo 1: Farkli derisimlerdeki ZnO NP’nin G. mellonella’nin
yag dokusundaki AChE enzim aktivitesi {izerine etkileri

DERISIM AChE AKTIVITESI
(U/dk/mg protein)

Kontrol 8,993+0,158 a

30 pg/L 13,970+0,254b

30 mg/L 7,28140,034 C

*SNK; Kiigiik harfler uygulama ve kontrol arasi farki gostermek igin
kullanilmigtir. Ayni harflerle gosterilen veriler arasinda istatistiki fark
yoktur(P< 0.05).
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Sekil 1: Farkli derisimlerdeki ZnO NP’nin G. mellonella’nin yag
dokusundaki AChE enzim aktivitesi tizerine etkisi

4. Tartisma

ACh sinir uglarindan etkilendigi organa veya sinir ucundan
ikinci bir sinir hiicresine, sinir implusu tasima gorevini
yapmaktadir. AChE'nin ana islevi, nérotransmitter ACh’yi
hidroliz ederek norotransmisyonu diizenlemektir (Kim
2017). Apis melifera ile yapilan ¢aligmada ZnO NP’nin
bocegin AChE enzim aktivitesinde 6nemli derecede artisa,
beyin ve protein iceriginde azalmaya neden oldugu
bildirilmistir (Milivojevi ve ark. 2015). Spodoptera
littoralis ile yapilan bir ¢alismada ZnO NP’nin enzim
aktivitelerinde belirgin bir artis oldugu gozlenmistir
(Ibrahim ve Ali 2018). Schistocerca gregaria nimfleri ile
yapilan bir calismada abamectin uygulamasi sonucunda
AChE aktivitesinde artiy meydana gelirken, Spodoptera
litura larvalarindaki enzim aktivitesinde Onemli bir
degisim olmadig1 bildirilmistir (Abd El-Aziz 2010, 2015).

Yapilan bu ¢alismada 30 pg/L grubunda AChE aktivitesi
kontrole gore %62,5 oraninda belirgin bir artig gostermistir
(Sekil 1). G. mellonella ile yapilan baska bir ¢alismada
sodyum tetraboratin farkli konsantrasyonlarina maruz
birakilmasi sonucunda, hemolenfte AChE aktivitesinde
azalma meydana geldigi, yag dokuda ise artis oldugu tespit
edilmistir (Durmus 2007). Oksidatif stresin yani serbest
radikallerin artmasi ile ACh saliniminda bir artig olmus ve
bu nedenle de AChE aktivitesinin artmis olabilecegi
disiiniilmektedir.  Ayrica  nanopartikiillerin  etkileri,
konsantrasyona, dokuya ve siireye bagli olarak degisiklik
gosterebilmektedir.

Boceklerin toksik maddeler ile reaksiyonlar1 hizli ve
gliclidiir. Yapilan g¢alismalarda toksik metallerin bu tiir
bocekler lizerindeki  biiylime inhibisyonu, gelisim
bozukluklari,  mortalitesi, fizyolojilerinin  yeniden
diizenlenmesi, biyokimyasi vb. akut ve kronik etkiler
siklikla bildirilmektedir (Peric-Mataruga ve ark. 2019).

Metallerin ~ dokuda  birikmesi, yilksek  siiperoksit
radikallerinin veya hidrojen peroksit (H20-) gibi tiirevlerin
Olusumunu arttirir  (Gopi ve ark. 2019). Yapilan

¢alismalarda ZnO NP’nin dokularda biriktigi ve apoptozise
neden oldugu gozlenmistir. Calismamizda 30 mg/L
derisiminde uygulanan grupta kontrole gore %12,5
oraninda bir diislis gozlenmistir (Sekil 1). ZnO NP’nin
toksisitesi sonucunda serbest radikallerin artmasi ve artan
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radikallerin AChE aktivitesini azaltmasiyla enzim
aktivitesi inhibe olmus olabilir. Bagka bir yorum artan
serbest radikallerin, enzimlerin kofaktdrii olan Zn iyonlar
ya da enzim yapisindaki aminoasitler ile etkileserek
enzimlerin aktivitesini azaltmis olabilir. Sinapsislerdeki
AChE organizmalarda ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonundan  sorumlu  enzimlerden  biridir.
Ksenobiyotikler AChE’ ye baglanir, ACh hidroliz
edilmesine ragmen  ksenobiyotikler  enzim-substrat
kompleksi olarak sabit kalir ve AChE enzimi bloke
edilerek ACh resopterlerinin  uyusmast  saglanir.
Detoksifikasyon enzimleri genellikle ksenobiyotiklere
kargi enzimatik savunma olarak gésterilmekte ve normal
fizyolojik fonksiyonlarin devam ettirilmesinde 6nemli rol
oynamaktadir (Tungsoy 2018). Bu gibi enzimlerin artislar
ve/veya azaliglart  ksenebiyotiklerin  toksik etkisinin
belirlenmesinde biyomarkir olarak kullaniimaktadir.

5. Sonuc¢

Yapilan c¢aligmada farkli konsantrasyonlardaki ZnO
NP’nin in vitro kosullarda biyoindikator bir tiir olan G.
mellonella’nin yag dokusundaki AChE enzim aktivitesi
lizerine etkisi arastirilmistir. Sonug olarak organizmaya
farkli konsantrasyonlarda uygulanan Zn0O
nanopartikiillerinin, canlida oksidatif strese neden oldugu
ve AChE enzim aktivitesini etkiledigi goriilmiistiir. Diinya
niifusunun biiyiik bir kismini olusturan bocekler dogada
cok yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Nanopartikiillere
hava, su, oral yollarla maruz kalabilen bocekler, c¢evre
kirliligi diizeylerinin belirlenmesinde biyoindikatér olarak
kullanilmaktadir. Ayrica yasam dongiilerinin kisa olmasi
ve hizli tiremelerinden dolay1 laboratuvar ortaminda kolay
iiretilebilmektedirler. Bu o6zelliklerinden dolayr da insan
akut  toksisite, bakteriyel ve fungal patojenite,
antimikrobiyal farmokinetik etkilerinin  arastirilmasi
calismalarinda omurgalilara alternatif olarak yaygin
bicimde kullanilmaktadir. Omurgalilara benzer immiin
sistem  tepkileri gosteren model organizma ve
biyoindikator bir tir olan G. mellonella’nin, bocek
fizyolojisinde dnemli bir parametre olan detoksifikasyon
sistemlerinin ZnO NP’ye verdigi tepkilerin anlagilmasi
ileride yapilacak toksikolojik, genotoksik, fizyolojik ve
ekotoksikolojik ¢aligmalara katki saglayacaktir.
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