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Abstract: CoCrMo alloy has been oxidized for 3 and 5h at the temperature of
850°C with 100% O2 gas by thermal oxidation. The XRD, SEM, microhardness and
ball-on-disc wear test devices were used to find out the structure, mechanical and
wear properties of untreated and treated specimens. Outcomes showed wear
resistance of oxidized specimens were became better than untreated CoCrMo alloy.
Also, wear resistance of oxidized specimens improved with increased processing
time (from 3h to 5h) increased.

Termal Olarak Oksitlenmis CoCrMo Alasiminin Asinma Davranisi Uzerine Oksidasyon

Siiresinin Etkisi

Anahtar Kelimeler
CoCrMo alloy,
Asinma ozellikleri,
Termal oksidasyon,
islem siiresi

Ozet: CoCrMo alasimi, %100 O gazi ortaminda, 850°C'de, 3 ve 5 saat siire ile
termal oksitlenmistir. islemsiz ve islem gérmiis numunelerin yapisal, mekanik ve
asinma ozelliklerin tespit edilmesi i¢in XRD, SEM, mikro sertlik ve pim-disk asinma
test cihazlar1 kullanilmistir. Sonuglar, oksitlenmis numunelerin asinma
direnclerinin, islem gérmemis CoCrMo alasimindan daha iyi oldugunu
gostermistir. Ayrica, oksitlenmis numunelerin asinma direngleri, islem siiresi

arttikca (3 saatten 5 saate kadar) artmistir.

1. Introduction

Biomaterials are used for various applications in a
numerous of areas of the human body. Particularly,
CoCrMo alloys are generally preferred for joint
prosthesis [1, 2]. However, wear and corrosion in
body fluid will create metal debris and ion release for
CoCrMo alloy implants. This case can cause to some
problems such as, inflammation, poisoning etc.
Therefore, there are many surface treatments to
minimize this effect. Thermal oxidation is one of
these techniques and it has some advantages such as,
require less expensive equipment and not need high
skills person to operate this process [3, 4]. Therefore,
the favourable advantages of thermal oxidation on
wear and electrochemical feature of metallic
biomaterials in the scientific literature was seen.
Cimenoglu et al. [5] indicated that thermal oxidation
may considerably improve triblogical properties of Ti
alloys. Kumar et al. [6] pointed out that thermal
oxidation is useful method to improve corrosion
resistance of titanium. Arslan et al. [7] demonstrated
that tribological features of pure titanium increased
as an oxide layer was created with thermal oxidation
Shih et al. [8] investigated that influence of thermal
oxidition method on corrosion properties of 316L

Corresponding author: onur.comakli@atauni.edu.tr

stainless steel. They found that the treatments
improved the corrosion resistance of specimens. Ayu
et al. [9] reported that thermal oxidation method
improved corrosion resistance in cobalt chromium
molybdenum alloys. However, there are no enough
works dealing influence of oxidation time on
tribological features of CoCrMo Alloy in scientific
literature. Hence, in our study we observed the effect
of process time on wear behaviour of thermally
oxidized CoCrMo alloy. The structural of untreated
and oxidized CoCrMo Alloys were analyzed by X-ray
diffractometer and Scanning Electron Microscopy.
Tribological behaviour of untreated and oxidized
specimens were carried out using pin on disk type
tribo-tester.

2. Methodology

The materials used in this study were forged low
carbon (LC) CoCrMo alloy. Its nominal chemical
composition is 27.4 % Cr, 5.7% Mo, 0.62% Mn, 0.67%
Si, 0.1% Ni, 0.17% Fe, 0.05 %C and balance (wt.%)
Co. Specimens with 14-mm diameter and 6 mm thick
were cut from this alloy bar. First, specimens were
polished using SiC abrasive papers with 80-1000
followed by mirror polishing. Second, their surfaces
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were cleaned in ethanol. Thermal oxidation of the
specimens was performed at the temperature of
850°C for 3h and 5h with 100% Oz in a muffle furnace
at normal  atmospheric  condition. = X-ray
diffractometer was operated with CuKa radiation for
phase analysis. Thickness of oxide layers was
observed by scanning electron microscope (SEM).
The tribological experiments were examined on a
ball-on-disc tester (Bruker UMT). 6 mm diameter
Al203 balls were utilized as pin. Wear tests were
investigated with a sliding distance of 141 m at 25°C
and at normal load of 2 N. The wear volume values of
specimens were calculated using Bruker Contour GT-
K1 3D profilometer. Furthermore, afterwards the
wear experiments the wear tracks were observed by
SEM.

3. Results and Discussion

Figurel displays phase structures of untreated and
oxidized CoCrMo alloys as detected by XRD.
Diffraction pattern of untreated specimens exhibits fcc
a-(CoCrMo) peaks.
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Figure 1. The XRD patterns of untreated and oxidized
surfaces

After the oxidizing process, it was seen that the
chromium oxide phases were dominant in the
microstructure of specimens owing of the fact that
chromium atoms have higher affinity to oxygen
atoms than to cobalt atoms. At high time (5 hour), the
required activation energy of atoms to form oxide is
more than that at low time. Therefore, the intensity of
oxide phases increased at the specimens that were
treated for 5 hour. SEM micrograph of cross-section
of oxidized CoCrMo alloys are illustrated in Figure 2.

According to Figure 2, while the lowest oxide layer
thickness was obtained from the oxidized samples for
3h, the highest surface layer thickness was obtained
from the oxidized samples for 5h. When the process
time increased, film thickness also increased with
increasing diffusion process (Table 1). The surface
hardness values measured from the untreated and

oxidized samples are given in Table 1. The

microhardness of untreated CoCrMo alloy was
measured as 430HVo.1, while the highest hardness
value was obtained from the samples oxidized for 5h
as 1690 HVo.1.

Figure 2. Cross-section SEM imagines of oxidized surfaces
(a) 3hand (5)

ETU - Mec

Tablo 1. Surface hardness and layer thickness of untreated
and thermally oxidized CoCrMo alloys

Treatment time Layer Surface hardness
(hour) thickness (um) HVo1
3 1.8 1250
5 2.1 1690
untreated - 430

The increment in surface hardness was owing to
formed Cr203 phase on the surface of CoCrMo alloys
after thermal oxidation process. It was also seen that
when the treatment time increased, the
microhardness values increased due to more oxide
phase intensity and thicker oxide layer thickness. The
coefficients of friction (COF) of untreated and
oxidized specimens are illustrated in Figure 3 for dry
conditions.

According to Figure 3, the increment in COF values
was observed at the initiation of the wear tests
because of Hertzian contact, afterwards, these values
were more balanced owing to reduction of roughness
for all of specimens. It is seen that the COF value is
about 0.71 for the untreated specimen in Figure 3.
After thermal oxidation treatment under different
process times, the COF of CoCrMo alloys diminished.
This decrease is associated with hard oxide layer and
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oxide layer thickness. Because thick and hard oxide
layer ensure preferable load bearing cases for
preventive tools and the existence of hard oxide layer
lead to increasing the abrasion resistance of surface
and reducing plastic deformation in contact between
two surfaces [10].
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Figure 3. The coefficients of friction of untreated and of
oxidized surfaces
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Figure.4 Wear rate of untreated and of oxidized surfaces

Figure 4 shows wear rates of untreated and oxidized
specimens. According to results, the thermal
oxidation process decreased the wear rate of CoCrMo
alloy. Low wear rate of the all oxidized specimens can
be ascribed to hard Cr:0s phase, high surface
hardness and low friction coefficients compared to
untreated specimen. When the treatment time
increased, growth of Cr203 peaks and increment in
surface microhardness were observed and the wear
rate of oxidized CoCrMo alloy diminished. In Figure 5
the SEM images of wear tracks of specimens are
displayed. In Figure 5a, plate-like debris and
excessive plastic deformation in the wear scars have
been clearly approved that the untreated specimen
have exhibited adhesive wear under dry condition. As
the wear tracks of untreated and oxidized specimen
are investigated, it may be seen that the width of
wear tracks diminished after thermal oxidizing
process. Also, the narrowest wear tracks were
formed on oxidized specimens for 5h (Figure 5c). Itis
seen that width of the wear track decreased with
increasing treatment time. Excellent wear resistance
of the treated oxidized samples for 5h may be
attributed to its hard Cr203 layer, film thickness and
low coefficients of friction.

Plate-like Wear

Debris

E— 1 L —

ETU-YUTAM

q [ : D d P — 1011 Re—

10.00 kV | 200 x ETU-YUTAM

— 1T —

10.00 KV | 200 ETU-YUTAM

Figure.5 SEM images of wear tracks of (a) untreated and of
oxidized surfaces (b) 3h and (c) 5h

4. Conclusion

Thermal oxidation was successfully was performed to
CoCrMo alloy substrates at 850°C for 3h and 5h. The
XRD results indicates that the Crz03 phases were
observed from oxidized specimens. Also, intensity of
the phases increased with increasing the treatment
times. The applied surface process improved the
surface microhardness of CoCrMo alloy. It was
concluded the thickness and surface hardness of
oxide films increased by increasing treatment time.
Wear test results under dry conditions showed the
improvement in wear resistance of thermal oxidated
specimens in comparison with untreated specimens.
Moreover, wear resistance of thermal oxidated
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CoCrMo alloy specimens increased with increment of
the treatment time.
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Iplik diizgilinsiizliik

Ozet: Tekstil sektorii, hizla gelisen ve Tiirkiye ihracatinin biiyiik kismim olusturan
bir sektor haline gelmistir. Tekstil iirlinlerinin dis piyasa ile rekabet edebilmesi
icin {irtin kalitesinin artmasi gerekmektedir. Uriin kalitesi ise iplik kalitesine bagh
olarak degisebilmektedir. Bu ¢calismada iplik kalitesini belirleyen parametrelerden
biri olan iplik diizglinsiizliiglinlin kapasitif olarak 6l¢iimii i¢in farksal paralel plaka
yontemine dayanan yeni bir 6l¢iim devresi 6nerisi yapilmis ve matematiksel olarak
analiz edilmistir. Paralel plakalarin ve analog devrenin tasarim adimlari,
gerceklenmesi, deney diizenegi anlatilmis ve o6l¢iim sonuglart irdelenmistir.
Tasarlanan devre ile dilzglnsiizlik o6l¢limi olduk¢a hassas sekilde
gerceklestirilmistir.

Capacitive Measurement Circuit Design for Yarn Unevenness Analysis:

Mathematical Approach and Realization

Keywords

Analog circuit design,
Capacitive measurement,
Sensor,

Yarn unevenness

Abstract: Textile sector has become a rapidly growing export sector constitutes a
large part of Turkey. In order to compete with the foreign market, product quality
needs to be increased. Product quality may vary depending on yarn quality. In this
study, a new measurement circuit based on the differential parallel plate method
was proposed and analyzed mathematically for the capacitive measurement of
yarn unevenness, which is one of the parameters that determine the yarn quality.
The design steps of the parallel plates and the analog circuit, their implementation,
the experimental setup are explained and the measurement results are given. With
the designed circuit, the yarn unevenness measurement was carried out very
precisely.

1. Giris

Diizglinsiizliik,

iplik iretiminde

hizda gecerken kesit alanm1 ya da kiitlesiyle orantil
olarak kapasite degisimine yol acar. Bu degisimin

iplik kalitesini dogrusal olmasi beklenir (Sekil 1).

etkileyen en oOnemli faktorlerden biridir. Kesikli
liflerden yapilan ipliklerde lif uzunluk farki, incelik
farki, bitkisel liflerde olgunluk farki, hayvansal
liflerde liflerin alindig1 yer farki gibi sebeplerden
dolayi, ipliklerin birim uzunluklarinda agirlik,
mukavemet, c¢ap vb. varyasyonlar meydana
gelmektedir [1]. Iplikteki diizgiinsiizliikleri iplik
mukavemetinin diismesine ince ya da kalin
noktalarin olusmasmma ve bu iplikle olusan
kumaslarin boyanmasinda lekeli ve bozuk goriintiiye
sebep olmaktadir. Uretilen ipligin Kalitesinin
belirlenmesi ve standartlarin iizerinde olan
diizglinsiizliigiin aninda tespit edilebilmesi i¢in en
yaygin Olciim yontemi kapasitif dl¢timdiir. Kapasitif
yontemde iplik paralel plakalar arasindan belirli bir

*ilgili yazar: kgurkan@istanbul.edu.tr

. Paralel Plakalar Iplik

H

Sekil 1. iplik diizgiinsiizliigiiniin kapasitif 6l¢timii

Iplik

Ayni sartlar altinda bu kapasitenin zamana gore
degisimi olciiliirse ipligin kiitle degisimine ait iki
onemli parametre olan diizglinsuzlik (% U) ve
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degisim katsayisi (% CV) elde edilir. U ve CV asagidaki
sekilde bulunur;

100f [x; — x|dt (N

CV = 100 1[ (x; — %)2dt (2)

Bu esitliklerde 7 dlglim stiresi, x; ipligin anlk kiitle
degeri, X 6lciim stiresi icerisindeki ortalama kiitledir.
Kiitle degisimlerindeki hata da ti¢ tir olarak
siniflandirlir. Kiitlenin az oldugu alanlar ince yer, %
100'den daha diisiik olmak tizere kiitlenin arttig
noktalar kalin yer ve % 100 oranindaki kiitle artislari
olan noktalar Neps olarak adlandirilir [2].

Dilizglinsiizliiglin  analizi ve hatali noktalarin
yakalanabilmesi icin kapasitif yontemde kapasitenin
6lclimii titiz bir calisma gerektirmektedir. Olgiilen
kapasitenin seviyesi oldukc¢a diisiik seviyelerde
oldugundan paralel plaklarin ve analog devrenin
tasariminda ekranlama, digsik giraltili  aktif
elemanlarin kullanimi, nem ve sicaklik gibi ¢evresel
sartlara duyarsiz Ol¢ciim oOnemlidir. Tasarim iyi
yapilmazsa hem Kkacak kapasitelerden hem de
degisen c¢evre sartlarindan dolay1 6l¢iim devresi
tutarsiz sonuglar verebilir ya da doyuma gidebilir.

Clive ve Slater [3], dizglnsizlik 6lglim
kapasitelerindeki elektrik alanin benzetimini yaparak
paralel plaka etrafina yerlestirilecek koruma
elektrodunun elektrik alan dogrusalligim arttirdigini
ve koruma elektrodu olmadan alinan o6l¢iimlerdeki
hatalarin yok oldugunu gostermislerdir.

Carvalho vd. [4], yaptiklann ¢alismada 4 mm
genisligindeki plakalarla olusturduklar1 kapasitenin
Olcimini 100 kHz'de hazir bir tiimlesik devre
(Microsensors, MS3110) kullanarak
gerceklestirmislerdir. Devre Kkapasite degeriyle
orantili analog cikis verdiginden kapasite degisimini
PCI-6024E veri toplama karti ile 200 kHz'de alip
LabView programiyla analiz etmislerdir. Timlesik
devre 10 pF’a kadar 6l¢ciim yapabilmektedir.

Bir diger calismada Pinto vd. [5], paralel plakalar1 bu
kez 1 mm genisliginde tasarlamis ve farksal dlgiim
yontemini uygulamiglardir. Bu yonteme gore
sistemde iki farkli kapasite bulunmaktadir. Birincisi
sadece havanin kapasitesini dlgerken digeri ipligin ve
havanin kapasitesini olctigiinden diferansiyel 6lciim
saglamislardir. Bu sekilde cevresel kosullarin 6l¢ciime
etkisi azaltilmistir.

Gang vd. [6] yaptiklar1 calismada kapasitif sensor icin
paralel plaka ile silindirik yapidaki elektrot yapisinin
karsilastirmali olarak sonlu elemanlar yontemi ile
analiz etmislerdir. Ayrica hassas olarak kapasite

degisimini gerilime ceviren ve otomatik olarak
doyumu engelleyen bir devre 6nermislerdir.

Bu calismalara ek olarak Zellweger Uster firmasinin
kapasitif elektrot tasarimina iliskin patentleri
bulunmaktadir [7-11]. Bu patentlerde de kapasite
plakalarinin nasil olmasi gerektigi, tiretim yontemleri
ve algilama elektronigi 6nerilmistir. Kapasite farkinin
asirl artmasi sonucu meydana gelebilecek doyumu
engellemek amaciyla otomatik dengeleyici
eklenmistir.

Kapasitif yonteme ek olarak diizgiinsiizliigiin optik
olarak Ol¢limiine yonelik calismalar da
bulunmaktadir [12-18]. Bu yontemler tamamen farkli
bir prensipte ¢alistigindan bu makale kapsaminda
detaylarina girilmeyecektir.

Bu makalede iplik diizgiinstizligiiniin kapasitif olarak
6l¢ciimi i¢in farksal paralel plaka yontemine dayanan
yeni bir o6lcim devresi Onerisi yapilmis ve
matematiksel olarak analiz edilmistir. Paralel
plakalarin ve analog devrenin tasarim adimlari,
gerceklenmesi, deney diizenegi ve 6l¢lim sonuglari
irdelenmistir.

 Paralel Plakalar Pl

Iplik c, c,

Sekil 2. iplik diizgiinsiizliigiiniin farksal 8l¢timii
2. Materyal ve Metot
2.1. Ol¢iim devresinin tasarimu ve teorisi

Iplik diizgiinsiizligiiniin kapasitif olarak 6lgiimii icin
onerilen devrenin blok semasi Sekil 3’te verilmistir.
C1 ve (2 Sekil 2’de belirtilen kapasitorleri ifade
etmektedir. Bu kapasiteler farksal yapida olan sensor
yapisini olusturmaktadir. Plaka mesafeleri farkh
yapilarak iki ayr1 farkli kalinlikta ipin gecebilecegi
olciim ortami yaratlmistir. Olciim  ortamindaki
havanin dielektrik degisiminden kaynakl etki iki
kapasiteye ayni anda etkiyeceginden bu ortak mod
etki tasarlanan devre ile kompanze -edilecektir.
Burada Ci icerisinden ip gegerken C2 bostadir. Tam
tersi durumda C: igerisinden ip gecerken C1 de bosta
birakilabilir. Prensip olarak mutlaka bir plakanin
bosta olmasi gerekmektedir. V1, V2 ve V3 siniizoidal
kaynaklardir. V.  kapasite  bdliiciiniin  orta
noktasindaki gerilim olup K ile kuvvetlendirildikten
sonra analog carpicida Vs ile carpilarak Vs gerilimini
olusturmaktadir. Yiiksek frekansh bilesenler alcak
geciren siizgec ile siizlildiikten sonra Kz ile
kuvvetlendirilerek V, ¢ikisini olugturmaktadir.
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Sekil 3. Onerilen 6l¢iim yénteminin blok semasi

Sekil 3’teki devrede I akimi asagidaki sekilde
yazilabilir;

I = Ye§(V1 - VZ) (3)

Burada VYe; seri bagh (i1 ve (2 kapasitelerinin
olusturdugu esdeger admitanstir.

v, = sl 4
es C1+C2 ( )

Va gerilimi;
Vo=V — Yes(V1 - VZ)ZC1 (5)

denklemi ile elde edilir. (3), (4) ve (5) yoluyla;

G
+C,

v, G
e, + ¢,

Vo= (6)

+V, G
seklinde diuzlenebilir. V; ile V> kaynaklar
arasinda 180, V; ile V3 kaynaklar1 arasinda 6
kadar faz farki oldugunu varsayarsak;

Vy = Acos(wt) %)
V, = Acos(wt + m) (8)
V3 = Acos(wt + 0) 9)
Vp gerilimi;
Vy = KiVaVs (10)
o =fa [V1V3 ay VaVs & ] (11)
Ci+G €, +C,
Vb
A2

=K, — 2 lc + G [cos(8) + cos(2wt + )] 2

o + C, [cos(m — 6) + cos2wt + 6 + )]

Gorildugi gibi carpia ¢ikisindaki Vi gerilimi kaynak
frekanslarinin iki kat1 frekansinda titresen siniizoidal
isaretten ve DC isaretten meydana gelmektedir.
Yiksek frekansl isaret algak geciren silizgece girip K2
ile kuvvetlendirildiginde Vs ¢ikisi elde edilir;

AZ
Vo = K1K;— 2 [

cos(0)
C, +C, (13)

C,
+ 1e, cos(m — 9)]

Bu durumda faz farkina gore c¢ikisin maksimum
degerleri asagidaki sekilde bulunur;

I(KKAZ[Cl_CZ] 6=0
24 ™2 20c + ¢, (14)
i 'KKAZ[CZ_Cl] 6=

"2 2 e, + ¢, -7

Esitlik 14’e gore 8 = 0 icin C1>Cz2 durumunda ¢ikis
pozitif, aksi durumda negatif olacaktir. Sekil 2’deki
paralel plakalar icin C1 ve C2 kapasitelerini olusturan
levhalarin yiizey alanlar1 S1ve Sz, birbirine uzakliklar
d1 ve dz ve ip kalinlig1 di olsun. £y vakumun dielektrik
sabiti (8.85x10-12 F/m), &; ipin bagil dielektrik sabiti
olmak iizere olusan Ci1 ve C: kapasiteleri asagidaki
sekilde hesaplanabilir [6];
$1 S2

T TR (15)
Pratik olarak diizginsizlik miktarinin %100
degerine cikabilecegi disiiniilirse ipin levhalar
arasindan slrtiinmeden gecebilmesi i¢cin di
mesafesinin, di degerinin iki katindan daha biiyiik
olmasi gerekir. Plakalarin boyutlarinda ipin
hareketine paralel olan dogrultudaki yiizeyin
uzunlugu diizgiinstzlik ol¢liminin ¢ozinirligini
belirler. ipin hareket dogrultusuna dik olan plaka
yuzeyinin uzunlugu ise yine ip kalinligina gore
belirlenir ve 6l¢iilmesi diisliniilen ip kalinhiginin en az
iki kati olmalidir. Plakalarin yiizey alam1 ve plaka
mesafeleri i¢in S1=52=S ve di=dz=d kabulii yapilip 8 =
0 i¢in V, cikisi hesaplanirsa;

AZ di (1 - sil)
L P (1-2)

i

Vo = (16)

esitligi elde edilir. Farkli plaka mesafesinin ve iplik
kalinhginin V, cikisina etkisini gorsellestirebilmek
adina keyfi olarak secgilen Ki=K»=1, A=10, & =2
durumu icin dort farklh plaka mesafesinde iplik
kalinhgina gore V, degisimi Sekil 4'te verilmistir.
Goruldugi gibi plakalar yakinlastikca hassashk
artmasina ragmen iplik kalinhg ile V, ¢ikisi
arasindaki dogrusal iliski bozulmaktadir.
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Sekil 4. Farkli plaka mesafeleri ve ip kalinliklar i¢in Vo
degisimi

2.2. Gergekleme

Olgiim yéntemi olarak énerilen Sekil 3'deki devrenin
V1, V2 ve V3 isaretleri tek bir siniizoidal kaynaktan
elde edilmistir. Fonksiyon iiretecinden alinan,
sinilizoidal isaret sirasiyla hem evirmeyen hem de
eviren devre topolojisi ile uygun islemsel
yukselticilerle (Analog Devices, AD843) 20 dB
kuvvetlendirilerek zit fazdaki V1 ve V2 gerilimleri elde
edilmistir. 8 = 0 icin V3=V1 olacagindan V3 kaynag: da
saglanmistir. Va gerilimi ise 23 dB kuvvetlendirilerek
analog ¢arpiciya baglanmustir.

Sekil 5. Kullanilan analog ¢arpicinin blok semasi [19]

Kullanilan analog ¢arpicinin (Analog Devices, AD633)
blok semasi Sekil 5'te goriilmektedir. Carpicinin
transfer fonksiyonu =~ W=(X1-X2).(Y1-Y2)/10+Z
seklindedir. X2, Y2 ve Z girisleri toprak seviyesine
cekildiginde W cikis1 X1 ve Y1 ¢arpiminin 10’da biri
olmaktadir. Boylelikle Vb ¢ikisi da elde edilmistir. Vb
cikisindaki isaret kesim frekansi 50 Hz olan alcak
geciren silizgec ile siiziildikten sonra kazanci
ayarlanabilir ~ bir  evirmeyen  yiikseltici ile
kuvvetlendirilerek (ST, TL081) V. cikis1 elde
edilmistir. Devredeki tiim islemsel yiikselticiler ve
analog carpici +/- 12V DC ile beslenmistir.

2.3. Paralel plakalarin tasarimi ve iiretimi

Kapasitorii olusturan paralel plakalar iki ayr1 grup

seklinde tasarlanmistir. Ortadaki plakalar ug
plakalardan farkli olarak koruma elektrotu ve
algilama elektrotundan olusmaktadir. Algilama

elektrotu ile koruma elektrotu o6lgim devresinde
elektriksel olarak ayni potansiyele getirilerek kacak
kapasitenin  olusmasi  engellenmistir.  Algilama
elektrotunun boyutu kapasitenin alanini
belirlemektedir ve denemeler i¢in 4.2 mm x 4.2 mm
olacak sekilde tasarlanmistir (Sekil 6). U¢ plakalarin

sinir1 ise koruma elektrotu ile ayn1 boyuttadir. Paralel
plakalar arasindaki mesafe 3 mm olacak sekilde
tasarim yapilmistir. Bu parametrelere gore C1 (iplik
yokken) ve (2 kapasiteleri hesaplandiginda teorik
olarak 0.052 pF’lik kapasite degeri elde edilmektedir.

Tiim plakalar PCB prototipleme makinesi (MITS
Electronics, ElevenLab) ile kazima yoluyla 1.6 mm
kalinhiginda 30 pm Dbakir yiizeyi olan FR4
malzemeden iiretilmistir.

KorumaElektrotu Olgiim Elektrotu

Sekil 6. Orta boliimdeki paralel plakalarin yapisi
2.4. Testler

Iplik diizgiinsiizlik 6l¢iimii icin kurulan devrenin
statik testi icin fonksiyon iretecinden (Rigol,
DG1062) alinan frekansi 200 kHz ve tepe degeri 500
mV olan siniizoidal isaret devreye uygulanmigtir. ip
sabitken frekansin ve genligin cikis isaretine etkisi,
carpici ¢ikisi ve devre ¢ikisi incelenmis bu amagla Vo
ve W c¢ikisi sayisal osiloskop (Rigol, MS01074)
ekraninda goriintillenmistir. Dinamik test icin ipligin
ileri ve geri yonde Ol¢im plakalarini ortalayacak
sekilde hareket edebilmesini saglayan diizenek ve
kapasitif plakalari sabitleyen kaide Pro-Ser Tekstil
Test Cihazlar1 Ltd. Sti. destegiyle iiretilmistir (Sekil 7).
Mekanik hareketi saglayan adim motorunun devri
ayarlanarak iplik hareketi istenilen hiza getirilmis ve
devrenin dinamik tepkisi incelenmistir.

Sekil 7. Gergeklenen 6l¢iim sisteminin 6nden goriiniimi
3. Bulgular

Devrenin statik testinde ortalama kalinligi 0.4 mm
olan iplik kullanildiginda isaret frekansi 200 kHz icin
isaret genligi arttikca cikistaki DC kayikhigin arttig
gozlenmigtir.  Olgillen  degerlere  gére  egri
uyduruldugunda degisimin karesel oldugu
goriilmektedir (Sekil 8). Frekans artis1 da aym etkiyi
yapmistir (Sekil 9). Uygulunan isaret frekansi 200
kHz icin ¢ikis isareti ip yokken 6.44 V, ip plakalar
arasina girdiginde 8.54 V él¢iilmiistir.
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Sekil 9. Cikis isaretinin uygulanan isaret frekansina gére
degisimi

Sekil 10. Viisaret kaynagi (mavi) ve ¢arpici ¢ikisinda
olciilen isaret (sar1)

Sekil 11. Sistemin el ile hareketiyle cikis isaretinin
osiloskoptan alinan degisimi

Sekil 3’teki prensip devredeki V1 isaret kaynag ile
carpicinin ¢ikist olan Vb, noktasindaki isaretin
gerceklenen devreden Olglilen osiloskop goriintiisi
Sekil 10’da verilmistir. Carpici ¢ikisinda belirli bir
kayiklikta Vi frekansinin iki kati frekansinda (400
kHz) siniizoidal isaret goriilmektedir.
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Sekil 12. Sistemin el ile hareketiyle ¢ikis isaretinin degisimi
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Sekil 14. Guriltiisi giderilmis ¢ikis isareti

Sistemin elle tek ydnde dondiirilmesi ile ip
kalinligindaki degisimden dolay1 ¢ikisin etkilenmesi
Sekil 11’de goriilmektedir.

Osiloskop verilerinin bilgisayara alinarak detayl
cizdirilmesi sonucu elde edilen grafik Sekil 12’de
verilmistir. Duragan halde 8.54 V okunan deger ipin
gecisiyle +/-280 mV’lik degisim gostermistir.
Standart sapma 110 mV olarak hesaplanmistir.

Adim motoru cahstirilarak belirli bir siire ileri ve
daha sonra geri yonde 0.145 m/s hizda iplik hareketi
verildiginde alinan ¢kis gerilimi Sekil 13’te
verilmistir.  Motor sargilarindan  kaynaklanan
elektromanyetik akim darbelerinin sistem cikisini
etkiledigi goriilmektedir.

Guriiltintn giderilmesi amaciyla, osiloskoptan alinan
veriler Excel ortamina aktarilmistir. Ham durum i¢in
standart sapma 374 mV'dir. Kayan ortalama stlizgeci
ile siiziilen verinin istatistik analiz icin kullamlabilir
hale gelebildigi gortlmiistiir (Sekil 14).
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Sekil 14'te ipin hareket yoni 3. saniyede
degismektedir. Egriye dikkatle bakildiginda 3.
saniyeye gore simetriktir. Bu da o6lciilen gerilimdeki
degisimin 6nce ileri daha sonra geri yonde ilerleyen
ip  kiitlesindeki  degisimden  kaynaklandigini
dogrulamaktadir. Gerilim degerinin standart sapma
degeri ipin kiitle degisiminden kaynaklanan standart
sapma degeri ile orantili olacaktir. Bu nedenle
diizgiinsiizliik ve degisim katsayisi belirli bir 6lgek
farkiyla hesaplanabilir.

4. Tartisma ve Sonug¢

Iplik diizglinsiizligiint kapasitif olarak dlgmek tizere
onerilen devre teorik ve pratik olarak dogrulanmistir.
Devre ¢ikisinin, uygulanan siniizoidal isaret genligi ile
karesel olarak degismesi analiz sonucu ulasilan ¢ikis
denklemi ile uyusmaktadir. Devre ¢ikisinin iplik
yokken sifir degerine gelmemis olmasi paralel
plakalarin olusturdugu C: ve C2 kapasite degerlerinin
esit olmadigim1 goéstermektedir. Devrede olglilmesi
hedeflenen ve femto Farad seviyelerindeki
kapasiteler kacak kapasitelerin etkisiyle
dengesizlestiginden devrenin yiiksek kazanc ile
beraber c¢ikis1i yiksek bir kayiklik seviyesine
getirmektedir. Devrenin c¢ikisinda iplik varken ve
yokken 6lciilen DC degerler devrenin olduke¢a hassas
calistigim gostermektedir. Ipligin hareket ettigi
durumda da ¢ikis isaretindeki degisimin net
gorilmesi bu sonucu dogrulamaktadir. Onerilen
devre ile iplik diizglinsiizliigli net olarak gozlenmistir.
Diizglinsiizliik analizi icin daha uzun ip gegisi
saglayan diizenek ile daha uzun siireli kayit alinmasi
planlanmaktadir. Yapilacak yeni calismalarla hareket
mekanizmasindaki giriltiiniin  etkisi azaltilacak,
sicaklik ve nemin ¢ikisa olan etkisi farkl iplikler i¢in
incelenecektir.
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Ozet: Bu calismada Asperygillus niger katalazinin iiretimi, saflastirilmasi ve
karakterize edilmesi amaglanmistir. Buna gore 1 litrelik YpSs sivi biiyiime
ortaminda 37°C ve 155 rpm c¢alkalama hizinda biiytitillen A. niger'den 7. giinde
ham enzim ekstrakti elde edilmistir. Katalaz enzimi tglii-faz ayirma (TPP) teknigi
ile saflastirilmistir. Bunun i¢cin %80 (w/w) amonyum siilfat iceren ve ham
ekstrakt:t-butanol orani 1:1.5 olacak sekilde pH 7.0’da hazirlanan sistemden enzim
%263 verim ile 7.9 kat saflastirilmistir. Km degeri (21.4 mM), optimum reaksiyon
sicakligl (50°C) ve optimum reaksiyon pH’s1 (6.0) belirlenmistir. Kararlilik testleri,
enzimin genis pH (4.0-9.0) araliginda dayanikh kalabildigini gostermistir. Ayrica
katalaz aktivitesinin %7.5’lik (v/v) etanol varliginda yaklasik %77’sinin
korundugu goézlenmistir. Bununla birlikte, esas fonksiyonunun yaninda 4-metil
katekol ve katekol gibi fenolik bilesikleri peroksitten bagimsiz olarak okside
edebilmistir. Sonuc olarak, A. niger’den katalaz enziminin geleneksel kromatografi
yontemi yerine zamandan tasarruf saglayan, maliyeti ucuz ve kullanimi oldukga
kolay olan tglii faz sistemleri ile saflastirilabildigi gortilmektedir. Enzimin sahip
oldugu biyokimyasal 6zellikleri (pH ve etanol kararlilig1 ve ikincil oksidaz aktivite
varlig1), cesitli endiistriyel uygulama alanlarinda avantaj saglayabilir.

Production, Purification of Aspergillus niger Catalase by Three-Phase Partitioning and

Its Biochemical Characterization

Keywords

Aspergillus niger,
Catalase,

Three-phase partitioning,
Oxidase,

Peroxidase

Abstract: In this study, it was aimed to produce, purify and characterize catalase
enzyme from Aspergillus niger. For that purpose, the cells of A. niger were grown at
37°C and 155 rpm in 1 liter YpSs broth media and on the 7th day of cultivation the
crude enzyme extract was obtained from the growth media. Catalase enzyme was
purified by three-phase partitioning method. Accordingly, the system prepared by
80% (w/w) ammonium sulfate saturation at pH 7.0 with 1:1.5 (v/v) ratio of crude
extract to t-butanol gave 7.9-fold purification with 263% activity recovery. The K
value (21.4 mM), the optimum reaction temperature (50°C) and the optimum
reaction pH (6.0) were determined. Stability tests indicated that the enzyme can
remain its activity in a broad pH (4.0-9.0) range. Additionally, it was observed that
about 77% of initial catalase activity was maintained in the presence of 7.5% (v/v)
ethanol. Besides its main function, it can also oxidase some phenolic compounds
like 4-methyl catechol and pyrocatechol in a peroxide-independent way. As a
consequence, it was seen that the catalase enzyme can be purified from A. niger by
a three-phase partitioning system known as a time-effective and inexpensive
system and very easy to use rather than a conventional chromatography. Its
biochemical properties (pH and ethanol stabilities and presence of a secondary
oxidase activity) can provide advantages in various industrial applications.

*ilgili yazar: yyuzugullu@yahoo.com
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1. Giris

Katalazlar (E.C. 1.11.1.6) antioksidan etkilerini
hiicredeki fazla hidrojen peroksidin (Hz202) molekiiler

oksijen ve suya parcalanmasini saglayarak gosterirler.

Genel olarak katalazlar1i ii¢ gruba ayirabiliriz:
Monofonksiyonel “hem” grubu iceren katalazlar,
Katalaz-peroksidazlar ve Demir/hem icermeyip Mn
iceren Kkatalazlar [1]. Aspergillus tiirlerinde farkli
saylda ve cesitte katalaz enzimi iiretilmektedir. Genel
olarak Aspergillus’larda bir adet katalaz-peroksidaz
enzimi (miselyumda) bulunur. Diger yandan
monofonksiyonel katalazlar (miselyum ve konidyada
bulunan) bir veya daha fazla sayida olabilir [2-4].

A. niger ticari katalaz enzim kaynaklarindan biri
olmakla birlikte bu kiifte en az dort farkh katalaz
enziminin Uretildigi bulunmustur. Bunlardan ikisinin
glukoz oksidaz enziminin varhgna bagh olarak
tretildigi rapor edilirken diger iki katalazin
Neurospora crassa katalazi (monofonksiyonel) ile
genetik benzerlik tasidigi belirtilmistir [5]. Ancak A.
niger'de gozlenen katalaz enzimlerinin kinetik
ozellikleri heniiz arastirilmamistir.

Bu calismada, A. niger katalazinin tiretimi, Uglii-Faz
Ayirma Sistemi (Three-Phase Partitioning-TPP) ile
saflastirllmas1 ve biyokimyasal karakterizasyonu
hedeflenmistir. TPP proteinlerin bozulmadan sivi
fazda kalmasi i¢cin uygun bir ortam saglamasinin yan
sira islem siiresinin kisa olmasi, enzimin yiiksek geri
kazanimla ve diisiik maliyette saflastirilmasi gibi
ayricaliklara sahiptir. Sistem, ham enzim ekstraktina
amonyum siilfat (tuz) ve t-butanol (organik ¢dziicii)
eklenmesinden olusur. Sonugta iki ayr1 siv1 faz (listte
alkol iceren faz ve altta tuzlu sulu faz) meydana gelir.
Amonyum siilfat, proteinlerin “salting-out” etkisiyle
dereceli olarak c¢o6kmelerini saglayan bir tuzdur.
Butanol ise istenmeyen bilesiklerin (diisiik molekiil
agirhgina sahip lipid ve fenolik maddeler)
biyomolekiillerden secici olarak uzaklastirilmasini
saglar. Disiik hizda uygulanan santrifij ile proteinler
pellete (ara faza) gecer. Ara fazin tamponda tekrar
¢oziinmesiyle spesifik ve toplam aktivite geri
kazanilir, bazen de artar. TPP’nin en 6nemli avantaji
biiyik ve kiiciik 0lgekli bitiin ¢alismalara
uygulanabilmesidir. Diger saflastirma yontemleri ile
kiyaslandiginda; harcanan amonyum stlfat miktari,
protein saflastirmada ara islemlerden biri olan tuzla
coktliirme islemine gore c¢ok diisiik olacagindan ve
geri kazaniminin da miimkiin oldugu disiiniiliirse,
maddi acidan olduk¢a makul bir maliyet tablosu
ortaya c¢ikmaktadir [6]. TPP, gilinimiizde bircok
biyomolekiiliin saflastirilmasinda kullanilmaktadir.
Bunlara 6rnek olarak invertaz (Solanum tuberosum)
[7]1, pektinaz (Lycopersicon esculentum) [8], B-
galaktozidaz (Cicer arietinum) [9], proteaz inhibitori
(Eleusine coracana) [10], tripsin inhibitéra (Glycine
max) [11], «-galaktozidaz (Solanum muricatum)
[12]ve ksilinaz (A. niger) [13] verilebilir.
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Literatiirde katalazlarin farkh mikrobiyal
kaynaklardan saflastirilmasina yonelik raporlar
mevcuttur; ancak kiiflerden katalaz eldesi tizerine
yapilan c¢alismalar smirhidir [14]. Bu calismalar
incelendiginde cogunlukla kromatografik
yontemlerin kullanildigr goériilmektedir [15-17].
Dolayisiyla, Kkatalazlarin  kiiflerden = TPP ile
saflastirllmasina yonelik herhangi calisma
bulunmamaktadir.

bir

2. Materyal ve Metot
2.1. Mikroorganizma ve Kkiiltiir hazirlanmasi

Kiife ait spor siispansiyonlarini hazirlamak amaciyla
ornek PDA’da (Patates Dekstroz Agar, Potato
Dextrose Agar) 30°C sicaklikta 7 giin siireyle
biiyiitilmiistiir. Agar uzerinde gelisen sporlar 30
ml’lik steril %0.01 (v/v) Tween 80 igeren ¢ozelti icine
alinarak spor sayimi Petroff - Hausser Lami
kullanilarak gercgeklestirilmistir [18]. Daha sonra
spor siispansiyonlar1 steril Tween 80 igeren ¢ozelti
ile ml'sinde 1 milyon spor icerecek sekilde
seyreltilmis ve %80 (v/v) gliserol eklenerek -80°C’de
muhafaza edilmistir.

Kiifiin bliyiitilmesi icin 6rnege ait 100 pl'lik spor
stispansiyonu (106 spor/ml) 20 ml'lik éncii biiyiime
ortaminda canlandirildiktan sonra 2000 mllik
erlenler icerisinde 1000 ml hazirlanan besiyerine (10
g/1 glukoz, 0.5 g/1 MgS04.7H20, 1 g/1 K2HPO4 ve 4 g/1
maya ekstrakti) aktarilmis ve 10 giin boyunca 155
rpm’de inkiibasyona birakilmistir [19]. Katalaz
iiretiminin optimizasyonu i¢in 1s1 soku ile oksidatif
stres uygulamalann gerceklestirilmistir. Is1 soku
yaratmak amaciyla kiiltiirler 37, 42, 45, 50 ve 55°C
sicaklik derecelerinde biiyiitiilmiistiir [20]. Oksidatif
stres icin ise on kiltirin aktarildigi ana biiytime
ortamina H202, 0.1 mM, 0.5 mM, 1 mM ve 2 mM
derisimlerinde Kkatalaz aktivitesinin  optimum
tiretildigi giinde (7. giin) her 30 dakikada bir
eklenerek 2 ila 6 saat (2, 3, 4, 5 ve 6 saat) inkiibe
edilmistir [21].

2.2. Biyokiitle tayini

Biyokiitle tayini icin 24 saatte bir 50’ser ml 6rnek
kiltiir ortamindan toplanarak hiicreler Whatman
filtre kagidindan (No:1) filtrasyon yolu ile
uzaklastirilmistir. Siiziilmis ortam S1V1S1
(siipernatan), enzim aktivite ve protein miktar
tayinlerinde kullanilmistir. Filtre kagidinda bulunan
hiicreler ise distile su ile yikandiktan sonra kuru
agirhginin belirlenmesi iizerine 100°C’de sabit bir
agirhga ulasincaya kadar bekletilmis ve biyokiitle
tayininde kullanilmistir [22]. Biyokiitleden ayrilan
ortam sivis, ham enzim ekstrakti olarak
isimlendirilmis, saflastirma ve katalitik aktivite
tayininde kullanilmistir.
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2.3. Enzim aktivite tayini

Katalaz  aktivitesi  spektrofotometrik yontemle
Olctilmiistiir. 1 ml'lik reaksiyon sivisi, 10 mM H20:
soliisyonundan 2.9 ml ve enzim soliisyonundan 0.1
ml (pH 7.0) konularak hazirlanmistir. Reaksiyon
sicakhigi 25°C’'ye ayarlandiktan sonra hidrojen
peroksidin kaybolma hizi 240 nm’de odlglilerek
hesaplanmistir. 1 Unite aktivite, 1 pmol H202i 1
dakikada pargalayabilen enzime karsilik gelmektedir
[15]. Enzim aktivite analizlerinde “kontrol” olarak
reaksiyon ortamina enzim yerine tampon c¢o6zelti
eklenerek aktivite 6l¢limleri yapilmistir.

2.4. Protein miktar tayini

Protein konsantrasyonu Bradford Metoduna gore
belirlenmis; standart grafigin cizilmesinde protein
olarak sigir serum albiimini kullanilmistir [23].

2.5. Uglii-faz ayirma sistemi

Calismada, 2 ml ham enzim ekstrakti, farkli amonyum
siilfat doygunluklarina (%40, %50, %60, %70, %80
ve %90, w/w) getirilmis ve karisima farkli ham
enzim ekstrakt/t-biitanol oranlar1 (1.0:0.5, 1.0:1.0,
1.0:1.5 ve 1.0:2.0) saglanacak sekilde t-butanol
eklenmistir. Sistem pH’s1 farkli pH’larda (4.0-9.0)
hazirlanmistir. Karisim oda sicaklifinda 1 saat
bekletildikten sonra 4500 rpm’'de 10 dak
santrifiijlenerek faz ayrimlar1 gozlenmistir [7, 24].
Proteinin bulunmasinin beklenmedigi butanolce
zengin Ust faz dikkatlice pipetlenerek ortamdan
uzaklastirildiktan sonra orta ve alt fazlar toplanarak
100 mM sodyum fosfat tampon ¢ozeltisine (pH 7.0)
kars1 bir gece diyaliz edilmistir. Diyaliz sonrasi orta
ve alt fazlarda aktivite ve protein degerleri yukarida
anlatilan sekilde spektrofotometrik yontemle tespit
edilmistir.

Spesifik bir enzimin TPP ile ayriminin analizi asagida
verilen  parametrelerin  degerlendirilmesi ile
mimkiindiir [25]:

Spesifik aktivite (SA), 1 mg protein basina diisen
enzim {nitesidir. Her bir basamaktaki enzimatik
aktivitenin (U/ml) yine her basamaktaki protein
konsantrasyonuna (mg/ml) boliinmesiyle hesaplanir.
Saflastirma katsayis1 (PF), herhangi bir fazda 6l¢iilen
enzime ait spesifik aktivitenin ham enzim
ekstraktinda o6lciilen enzim aktivitesine orandir.
Protein geri kazanim degeri (%R) ise herhangi bir
fazdaki enzim aktivite degerinin sisteme eklenen
enzimin baslangictaki aktivitesine oranidir.

2.6. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE)

Katalaz enzim safliginin kontrolii SDS-PAGE analizi
ile yapilmistir. Buna gore elektroforez, Bio-Rad Mini-
Protean sistemi kullanilarak; %5 (v/v) yiikleme jeli
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ve %15 (v/v) aywrma jeli  hazirlanarak
gerceklestirilmistir [26]. Protein markor'i olarak
BioRad Low Range (14-97 kDa) kullanilmstir.
Elektroforez 200 V’da yaklasik 50 dak yiirttiilerek
gerceklestirilmis ve yiiriitilen jeller elde edilen
protein konsantrasyonuna gére giimiis boyama [27]
ile boyanmustir.

2.7. Sicaklik ve pH’'nin enzim aktivitesi ilizerine
etkisi

Sicakligin enzim tizerine etkisini incelemede 30°C -
70°C  sicaklik araliginda  aktivite  Olglimleri
gerceklestirilmistir. Enzim aktivitesi (% Bagil
Aktivite) ve reaksiyon sicaklik degerleri arasinda
cizilen grafik ile enzimin optimum reaksiyon sicaklik
degeri belirlenmistir. Termal kararlilik tayini i¢in ise
ayni miktarda protein ihtiva eden enzim érnekleri 60
dak boyunca farkl sicakliklarda (30, 40, 50, 60 ve
70°C) inkiibe edilip ardindan standart aktivite 6l¢iim
degerinde (25°C’de) aktivite tayinleri yapilmistir.

Farkli pH degerlerinin katalitik aktivite tizerindeki
etkilerini belirlemek i¢in 4.0 ila 9.0 arasinda degisen
farkli pH’larda (4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0) standart
kosullar altinda spektrofotometrede (Cary60, Agilent)
enzim aktivite Ol¢imi alinmistir. pH 4.0 - 5.0
arasindaki reaksiyonlar icin 100 mM sitrat tampon
¢ozeltisi, pH 6.0 ila 7.0 icin 100 mM sodyum fosfat
tampon ¢ozeltisi, pH 8.0 i¢cin 100 mM tris tampon
cozeltisi ve pH 9.0 icin 100 mM glisin sodyum
hidroksit tampon c¢ozeltileri kullanilmistir. pH'nin
enzim dayanikliligi izerine etkisini test etmek icin ise
ayni pH araligt arasinda hazirlanmis tampon
cozeltilerde enzim ornekleri 1 saat inkiibe edildikten
sonra katalaz aktivite 6l¢ctimleri yapilmistir [28].

2.8. Organik coéziicillerin enzim aktivitesi iizerine
etkisi

Organik c¢oziiclilere karst katalaz  enziminin
dayaniklilik derecesini incelemek amaciyla, aseton,
etanol, dimetil siilfoksit (DMSO) ve metanol son
konsantrasyonlar1 % 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20 ve 25 (v/v)
olacak sekilde reaksiyon karisimina direk eklenmis
[22] ve katalaz aktivite tayini yukarida aciklanan
sekilde gerceklestirilmistir.

2.9. Kinetik parametrelerin belirlenmesi

A. niger'den saflastirilan katalaz 6rnegi 0.1-70 mM
arasindaki farklh  konsantrasyonlarda hidrojen
peroksit substrat olarak kullanilarak aktiviteleri
oOlglilmiis; Km ve Vmax degerleri Lineweaver-Burk Plot
ile hesaplanmistir [29].

2.10. Oksidaz/peroksidaz substrat 6zgiilliigii
Katalaz enziminin olasi ikincil oksidatif/peroksidatif

aktivite ozelligi spektrofotometrik yontemle test
edilmistir. Buna gore (saf) enzim aktivitesi farkl
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oksidaz/peroksidaz substratlar1 varliginda analiz
edilmistir. Kullanilan substratlar arasinda pirogallol
(430 nm), hidrokinon (440 nm), ABTS (2,2'-azino-
bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid, 420
nm), guaiakol (465 nm) ve L-tirozin (475 nm) yer
almaktadir [22, 30].

2.11. istatistiksel analiz

Denemeler farkli zaman dilimlerinde ii¢ kez tekrar
edilmistir. Veriler arasindaki istatistiksel farkliligin
derecesi (p<0.05) veri setine gore Duncan veya Tukey
HSD c¢oklu karsilastirma testine gore belirlenmistir.
Istatistiksel analiz IBM SPSS Statistics 19 programi
kullanilarak gergeklestirilmistir.

3. Bulgular

3.1. Zamana bagh katalaz iiretimi

%1 (w/v) glukoz iceren besi ortaminda 10 giin
boyunca biiyiitiilen A. niger'de o6l¢iilen hiicre disi
katalaz iiretimi ve biyokiitle tayin sonuglar1 Sekil 1’de
gosterilmektedir. Buna goére, kiifiin biiylimesi
sirasinda gozlenen Logaritmik faz altinc giine kadar
stiirmiistiir. Diger yandan kif 6. giinde duragan faza
girmis ve 8. giine kadar bu fazda kalmistir. Katalaz
aktivitesi ise kiif biiylimesine paralel olarak artis
gostermis; en yiiksek degerine kiif duragan fazda (7.
giin) iken ulagmistir.

(A) a a a

Biyokiitle (g/l )

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Zaman (Gin)

10000

L 1(B) a

8 8 8 8
g8 8 B

g 8
8 8
=

Katalaz aktivites! (U/l )
@

g g
g

2000 j
vo:: I:l H
1

2 3 4 5 [ 7 8 9 10
Zaman (Gin)

Sekil 1. A. niger’e ait (A) biyokiitle (g/1) ve (B) katalaz (U/])
aktivite grafigi. A. niger, karbon kaynagi olarak %1 (w/v)
glukoz iceren 1 litrelik YpSs biiyiime ortaminda
biiyiitiilmiistir. Hata cubuklar1 standart sapmay1 ifade
etmektedir. Ayni harfleri tasiyan degerler arasinda Duncan
coklu karsilastirma testine gore istatistiki 6nemli fark
yoktur (p<0.05).

3.2. Katalaz iiretiminin optimizasyonu

Katalaz enzim iretiminin optimizasyonunda esit

miktarda spordan canlandirma yapilarak biiyiitiilen A.
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niger'de sicakligin ve H:0z'nin katalaz iiretimine
olumlu/olumsuz etkileri arastirilmistir. Buna gore,
katalaz aktivitesinin en yiiksek bulundugu deger
kiifiin 37°C sicaklikta (Tablo 1) biyitildigi ve
H20: 'nin biiylime ortamina eklenmedigi (Sekil 2)
kosullarda 6l¢iilmiistiir.

Tablo 1. Sicaklifin katalaz liretimine etkisi

Sicaklik (°C) Katalaz aktivitesi (U/])
30 8688+480b
37 9128+148a
45 6269+937c
47 -d
50 -d
55 -d
Bir kritere ait kolondaki farkli harfler, Duncan ¢oklu

karsilastirma testine gore istatistiksel olarak ortalamalar

arasindaki onemli farkhliklar1 gostermektedir (p<0.05).
Standart sapma (#SS).
12000
mKontrol (OmM) =0.1 mM 0.5 mM
TmM S2mM
10000 a
a ) ;
g | ¢ P b
§ sooo | d |
3 :
: ab|?
© 4
% - . abc
% b b b 'p b
. t i b
4000 c b I be Iy
i " i A d cc
2000 i d
0
0 2 3 4 5 6

Zaman (Saat)

Sekil 2. Hidrojen peroksit (H202) konsantrasyonun katalaz
aktivite lizerine etkisi. A. niger, karbon kaynag olarak %1
(w/v) glukoz iceren 1 litrelik YpSs siv1 biiylime ortaminda
biyttilmistiir. H202, bliylime ortamina enzim tretiminin
optimum oldugu yedinci giiniinde 30’ar dakika arayla
eklenmistir. Hata c¢ubuklar1 standart sapmay1 ifade
etmektedir. Ayni harfleri tasiyan degerler arasinda Tukey
HSD c¢oklu karsilastirma testine gore istatistiki 6nemli fark
yoktur (p<0.05).

3.3. Katalaz enziminin iiclii-faz ayirma sistemi ile
kismi saflastirilmasi

A. niger’den elde edilen siipernatandan (1 mg protein;
79 U/mg) katalaz enziminin saflastirilmasinda
kullanilan TPP sistemi Bolim 2.5'te agiklandig
sekilde uygulanmistir. Bu amagla, farkli derisimlerde
hazirlanan amoyum siilfat ve t-butanol c¢ozeltileri
kullanilmistir. Oncelikle optimum amonyum siilfat
konsantrasyonunu belirlemek i¢cin ham ekstrakt/t-
butanol oram1 1:1 olan farkli amonyum  siilfat
konsantrasyonlar1 ile hazirlanan sulu tgli faz
sistemlerinde A. niger katalazinin  dagilim
gerceklestirilmis ve sonuglar Tablo 2’de verilmistir.
Buna gore A. niger Kkatalazi hazirlanan faz
kompozisyonlarinin ¢ogunda dagilma gostermistir.
En yiiksek saflagtirma katsayisi (7.0) ve aktivite geri
kazanim degerleri (%206), %80 (w/w) amonyum
stlfat ile hazirlanan sistemin ara fazinda dlgilmiistir.
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Tablo 2. Amonyum siilfat (AS) konsantrasyonunun TPP sisteminde katalaz ayrimina etkisi

Toplam Toplam protein
SA (U/mg) aktivite (U) miktari (mg) PF %R
Ham ekstrakt 79 79 1.0 1.0 100
Ust faz* - - - - -
%40 (w/w) AS Ara faz - - 0.1 - -
Alt faz 316 151 0.5 4.0 191
Ust faz* - - - - -
%50 (w/w) AS Ara faz 24 13.4 0.6 0.3 17
Alt faz 71 40 0.6 0.9 51
Ust faz* - - - - -
%60 (W/w) AS  Ara faz 103 104 0.9 1.3 132
Alt faz 270 27 0.1 3.4 34
Ust faz 97 67 0.7 1.2 85
%70 (w/w) AS Ara faz 75 13 0.2 3.0 160
Alt faz* - - - - -
Ust faz - - 0.3 - -
%380 (w/w) AS Ara faz 540 162 0.3 7.0 206
Alt faz 79 32 0.4 1.0 40
Ust faz* - - - - -
%90 (w/w) AS Ara faz 383 115 0.3 5.0 146
Alt faz* - - - - -

*Bu fazlarda enzim aktivite ve protein miktar tayinleri negatif sonug¢ vermistir. SA: spesifik aktivite, PF: Saflastirma katsayisi, %R: Enzim

aktivite geri kazanimu. Sistem pH’s1 6.0, sicakligl ise 25°C’dir.

Daha sonra amonyum siilfat konsantrasyonu (80%,
w/w) sabit tutularak farkli ham ekstrakt/t-butanol
oranlarinda hazirlanmis sistemlerde
spektrofotometrik analizler gerceklestirilmistir. Bir
onceki basamakta enzimin secici olarak ara fazda
toplandig1 belirlendiginden sadece ara faz sonuglari
degerlendirilmistir. Tablo 3’de belirtildigi {izere
enzimin saflik derecesi 1:1, 1:1.5 ve 1:2 sistemlerinde
1:0.5’'e gore daha iyi ckmistir. 1:1.5 oraninda
hazirlanan sistemde maksimum saflastirma katsayisi
(7.7) ve aktivite geri kazanimi (%212) elde
edilmistir. Bu sebeple, ileriki denemeler ham
ekstrakt:t-butanol oraninin 1:1.5 oldugu sistemlerde
yapilmistir.

Tablo 3. Ham ekstrakt/t-butanol oraninin TPP sisteminde
katalaz ayrimina etkisi

Toplam
Toplam protein
SA aktivite miktar1
(U/mg) ) (mg) PF %R
HE 79 79 1.0 1.0 100
HE: t-but
1.0:0.5 158 96 0.6 2.0 121
HE: t-but
1.0:1.0 540 162 0.3 7.0 206
HE: t-but
1.0:1.5 611 168 0.3 7.7 212
HE: t-but
1.0:2.0 466 161 0.3 5.9 204

HE: Ham ekstrakt, t-but: t-butanol, SA: spesifik aktivite, PF:
Saflastirma katsayisi, %R: Enzim aktivite geri kazanimi. Sistem
pH’s1 6.0, sicaklig1 ise 25°C’dir.

Optimum sistem pH’sim1 tayin etmek icin ham
ekstrakt %80 (w/w) amonyum siilfatla
doyurulduktan sonra sistem pH’s1 ayarlanmustir.
Tablo 4, farkh pH’larda hazirlanan sistemlerde
Olcillen enzim aktivite ve miktar bulgularin
gostermektedir. En ytliksek saflastirma katsayisi (7.9)

ve aktivite geri kazanim degerleri (%263), pH’s1 7.0
olan sistemde 6l¢iilmiistiir.

Tablo 4. TPP sistem pH’sinin katalaz ayrimina etkisi

Toplam

Toplam  protein

SA aktivite  miktar
(U/mg) ) (ng) PF__ %R
HE 79 79 1.0 1.0 100
pH 3.0 142 16 0.1 1.8 20
pH 4.0 158 28 0.2 2.0 35
pH 5.0 198 36 0.2 2.5 45
pH 6.0 611 168 0.3 7.7 212
pH7.0 624 208 0.3 7.9 263
pH 8.0 174 28 0.2 2.2 36
pH 9.0 150 19 0.1 1.9 24
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HE: Ham ekstrakt, t-but: t-butanol, SA: spesifik aktivite, PF:
Saflagtirma Kkatsayisi, %R: Enzim aktivite geri kazanimi. Sistem
sicakligl 25°C’dir.

3.4. SDS-PAGE analizi

TPP sistemi ile saflastirllan katalaz enziminin
safiginin  kontroli  %15’lik  SDS-PAGE  ile
gerceklestirilmistir. Elektroforez sonrasi jel, giimiis
boyama metodu ile boyanmistir. Sekil 3’de gorildiigi
lizere Ornege ait yaklasik 87 kDa civarinda tek bir
bant gézlenmistir.

3.5. A. niger Kkatalazinin

karakterizasyonu

biyokimyasal

3.5.1. Sicakligin enzim aktivitesi iizerine etkisi

Sicakligin enzim aktivitesi ve dayanikliligl lizerine
etkisinin incelenmesi denemelerinde TPP sistemi ile
kismen saflastirillmis enzim kullanilmistir. Optimum
reaksiyon sicakliginin belirlenmesi i¢in enzim aktivite
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Olciimleri 30 ila 70°C arasinda degisen sicakliklarda
yapilmistir. En yiiksek aktiviteler 50-60°C arasinda
Olclilmiis olup maksimum aktivite degerine 50°C’de
ulasilmistir (Sekil 4A).

kDa M

o7+ ()

66.2
45 .

31 -

1
:]— 87 kDa

215

14.4 -

i)
Sekil 3. A niger'den TPP ile saflastirilan katalazin SDS-
PAGE jel goriintiisii. M, protein markoér (marker) (Bio-Rad
Unstained SDS-PAGE Standards, Amerika); 1, %80 (w/w)
(NH4)2S04 konsantrasyonunda, 1:1.5 ham ekstrakt/t-
butanol oraninda ve pH 7.0’da hazirlanmis sistemden izole
edilen katalaz 6rnegi.

Termal kararlilik testlerinde ise enzim yukarida
belirtilen sicaklik araliginda yaklasik 60 dak inkiibe
edildikten sonra Ornekler 25°C’ye (aktivite Ol¢clim
sicakligl) sogutulmus ve aktivite ol¢ctimleri standart
kosullarda (pH 7.0, 25°C) gerceklestirilmistir. Sekil
4B’de goruldigi ilizere enzim 40°C’de aktivitesini
korumaktadir. Ancak 40°C’den sonra aktivitede %53-
55 oraninda kayip goézlenmistir.

3.5.2. Ortam pH’sinin enzim aktivitesi iizerine
etkisi

Katalaz enzimi i¢in optimum reaksiyon pH degeri 6.0
olarak belirlenmistir (Sekil 5A). Diger yandan pH
7.0da, pH 6.0da Olglilen aktiviteye gore
yaklasik  %82’sinin, pH 5.0'da ise %70’inin
korundugu gozlenirken 8.0 ve iizerindeki pH
degerlerinde ise aktivitede hizh bir disiis oldugu
gorilmiistiir.

Enzimin pH kararhligmm tayin etmek icin
saflastirllmis 6rnek pH’s1 4.0’dan 9.0’a kadar degisen
farkli tampon c¢ozeltilerde yaklasitk 60 dak
bekletildikten sonra standart kosullarda (pH 7.0,
25°C) aktivite analizleri yapilmistir. Buna gore,
katalaz enziminin aktivitesini en iyi korudugu pH
degeri 6.0’dir (Sekil 5B). Bu degerin iizerinde rezidiiel
aktivitede pH artisina bagh olarak kademeli bir diistis
gozlense de bu disiis en fazla %77-97 arasindadir.
Benzer sekilde diisiik pH degerlerinde de aktivitenin
%63’linden fazlasinin korundugu goriilmektedir.
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Sekil 4. Sicakligin A. niger katalaz (0.022 mg protein/ml)
aktivitesi ve kararlilgina etkisi. Enzim aktivite
ol¢timlerinde 10 mM H202 ve 100 mM Sodyum fosfat
tampon ¢ozeltisinden (pH 7.0) olusan karisim

kullanilmistir. (A) Farkli reaksiyon sicaklik degerlerinde
o6l¢lilen bagil aktivite grafigi (B) Farkl sicakliklarda enzimin
60 dak inkiibasyon sonrasi standart aktivite (pH 7.0, 25°C)
ol¢ctimlerine dayal rezidiiel aktivite grafigi. Hata ¢ubuklar:
standart sapmay1 ifade etmektedir. Ayni harfleri tasiyan
degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine goére
istatistiki dnemli fark yoktur (p<0.05).
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Sekil 5. Ortam pH’sinin A niger katalaz (0.022 mg
protein/ml) aktivitesi ve kararhhgina etkisi. Enzim aktivite
6l¢timlerinde 10 mM H202 ve 100 mM Sodyum fosfat
tampon ¢ozeltisinden (pH 7.0) olusan karisim
kullanmlmustir. (A) Farkh reaksiyon pH degerlerinde dlciilen
bagil aktivite grafigi (B) Farkh pH degerlerinde hazirlanan
tampon cozeltilerde enzimin 60 dak inkiibasyon sonrasi
standart aktivite (pH 7.0, 25°C) él¢limlerine dayal rezidiiel
aktivite grafigi. Hata cubuklar1 standart sapmay: ifade
etmektedir. Ayni harfleri tasiyan degerler arasinda Duncan
coklu karsilastirma testine gore istatistiki 6nemli fark
yoktur (p<0.05).
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3.5.3. Organik céziiciilerin etkisi

Biyotransformasyon uygulamalarinda ¢ogunlukla
organik coziicliler kullanilmaktadir [31]. Bu nedenle,
biyokatalizor olarak katalazin bazi organik ¢oziiciiler
varliginda aktivitesinde meydana gelebilecek olasi
degisiklikleri analiz etmek {lizere enzim aktivite
Olctimleri etanol, metanol, aseton ve DMSO varliginda
yapilmistir. Bulgular Tablo 5’de gésterilmektedir.

Organik ¢oziiclilerin eklendigi reaksiyon
ortamlarinda genel olarak ¢oziici
konsantrasyonunun artisina bagl olarak aktivitede
kademeli olarak azalma go6zlenmistir. Kullanilan
¢ozlciiler icinde katalaz enzimini olumsuz yonde en
fazla etkileyen asetondur. %5 (v/v) ve lzeri
konsantrasyonlarda  aktivite tamamen inhibe
olmustur (Tablo 5). Diger yandan etanol enzim
aktivitesi Uzerinde %7.5'e (v/v) kadar onemli
diizeyde bir azalmaya sebep olmamistir. Fakat, %10
(v/v) derisiminde reaksiyon ortamina eklendiginde
kontrole gore (¢oziicli eklenmemis ortam) aktivitenin
yaklasik %56 kadarn kaybolmustur. Metanol ve DMSO
eklenmesi ise %2.5'luk (v/v) derisimlerinde
aktivitenin yaklasik yarisinin kaybolmasina sebep
olurken %10°’da (v/v) metanol enzimi tamamen
inhibe etmistir.

3.5.4. Km ve Vmax tayini

A. niger katalazina ait Km ve Vmax degerlerinin
hesaplanmasi icin olusturulan Lineweaver-Burk
diyagrami Sekil 6’da verilmistir. Enzimin hizim1 ve
substratina olan afinitesini belirten bu degerlerin
hesaplanmasi amaciyla katalaz enziminin substrati
olan H202’nin 0.1 - 70 mM aralifindaki
konsantrasyonlarinda  aktivite tayini  yapild1
Lineweaver-Burk diyagramindan (1/S’ye kars1 1/V)
Km ve Vmax degerleri sirasiyla 21.4 mM ve 20.000
umol/dak/1 olarak belirlendi.
3.5.5. Oksidatif/Peroksidatif substratlarin
belirlenmesi

A. niger katalazinda diger katalazlarda [15, 28, 30,
32, 33, 34, 35] oldugu gibi peroksitten bagimsiz
ikincil aktivitenin varhigini arastirmak tzere farkl
peroksidaz ve oksidaz substratlarina karsi aktivite
analizleri gerceklestirilmistir. Elde edilen bulgular

Tablo 5. Organik coziiciilerin katalaz aktivite iizerine etkisi

Tablo 6’da gosterilmistir. Buna gore A. niger'den izole
edilen katalazin polifenol oksidaz (substrat ilgisi: 4-
metil  katekol>katekol) aktivitesi  gosterdigi
bulunmustur.
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Sekil 6. Katalaz enziminin Lineweaver-Burk diyagrami
(Substrat [S]: Hidrojen peroksit, H202) [29]. Ekli kii¢iik
resim, H202 konsantrasyonunun Kkatalaz aktivitesine
etkisini gosteren Michaelis-Menten grafigini
gostermektedir. Hata c¢ubuklan, Sigmaplot 14.0 (Systat
Software Inc.) kullanarak hesaplanmis olup her bir verinin
ortalamaya gore ne kadar wuzakhkta oldugunu
gostermektedir.

Tablo 6. A niger katalazinin farkl oksidatif/peroksidatif
substratlarina ilgisi ve T. versicolor lakkaz ile turp
peroksidaziyla karsilastirilmasi

%Bag1l Oksidatif/Peroksidatif

aktivite

A. niger  T. versicolor Turp
Substrat (mM*) katalazi lakkaz peroksidazi
4-Metil Katekol 100 3.4 -
(100 mM)
Katekol 1.8 0.02 -
(100 mM)
Pirogallol - 100
(285 mM)
Guaicol - 28.4 -
(2 mM)
Guaicol - 41.5 -
(5 mM)
ABTS (5 mM) - 100 -
Hidrokinon - - -
(100 mM)
L-Tirozin - - -
(5 mM)

*Substratlar i¢in kullanilan konsantrasyon degerleri literatiirden
[22, 53] segilmistir.

Organik ¢oziicii % v/v Bagl katalaz aktivitesi (%) Organik coziicli % v/v Bagl katalaz aktivitesi (%)
Negatif kontrol 100 Negatif kontrol 100
(organik ¢oziicii yok) (organik ¢oziicii yok)
2.5 98 2.5 59
5 87 5 -
Etanol Aseton
7.5 81 7.5 -
10 44 10 -
2.5 45 2.5 49
Metanol 5 25 DMSO > 5
7.5 29 7.5 33
10 - 10 31
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4. Tartisma ve Sonug¢

Kiifler dogada hava, toprak, su ve organik maddeler
lizerinde yaygin olarak bulunan ¢ok hiicreli 6karyotik
mikroorganizmalardir. Bunlardan Aspergillus, nem
iceren hemen her ortamda kolaylikla gelisebilen ve
yaklasik 340 mantar tiirinden olusmus bir cinstir
[36]. Dogadaki esas islevi karbon ve nitrojen
cevrimiyle ilgilidir, biyodegredasyonda da rol alir.
Aspergillus’lar ekonomik, ekolojik ve tibbi ydnden
onemlidirler [37]. Bunlardan A. niger agirlikl olarak
biiyiik o6lgekli enzim, organik asit ve biyoaktif
bilesiklerin tiretiminde kullanilmaktadir [36]. Bu
nedenle A. niger, endiistriyel agidan énemli bir sustur.

Genel olarak mantarlar tarafindan {retilen
katalazlarin kinetik ve biyokimyasal o6zellikleri
hakkinda literatiirdeki bilgiler smnirhdir. Son
zamanlarda  hidrojen  peroksitin  endiistride
kullaniminin artmasi, H202’nin su ve oksijene
doniistiirilmesini saglayan ekonomik ve kararl
katalaz enziminin {iiretilmeye c¢alisilmasini gerekli
kilmistir [38]. Yakin bir ge¢cmiste termofilik bir
mantar olan Scytalidium thermophilum tarafindan
biiylimeye paralel olarak iiretilen ve
monofonksiyonel katalaz ailesine dahil oldugu kristal
yapist belirlenerek bulunan enzimin hidrojen
peroksit yoklugunda cesitli orto- ve para-difenolik
bilesikleri okside ettigi rapor edilmistir [15, 39].
Scytalidium  katalazinda gozlenen bu  ikincil
aktivitenin varligi memeli katalazi [30] basta olmak
tizere, Bacillus pumilus [32], Thermobifida fusca [33]
ve Amaranthus cruentus [34-35] gibi mikrobiyal ve
bitkisel kaynakli katalazlarda da vurgulanmistir.
Ayrica Corynebacterium glutamicum ve insan
eritrositleri gibi c¢esitli kaynaklardan izole edilen
ticari  katalazlarda benzer oksidaz aktivite
gozlenmistir [15]. Buradan, ikincil aktiviteye sahip
katalaz tiirii enzimlerin ¢ok daha yaygin olabilecegi,
hatta insanda da olabilecegi anlasiimaktadir.

Bu calismada, mezofilik bir ékaryot olan A. niger'de
tiretilen katalazin saflastirllmasi ve biyokimyasal
ozelliklerinin incelenmesi amag¢lanmistir. Buna gore
oncellikle enzim kaynag olarak kullanilan A. niger’in
zamana bagh katalaz iiretimi analiz edildi. Elde edilen
bulgular, A. niger’de biiyiimeye paralel olarak katalaz
aktivitesinin arttigin;; en ylksek degerine kiifiin
duragan faza ge¢mesi ile ulastigin gostermistir (Sekil
1). Bu durum sasirtici degildir; c¢iinki bilindigi gibi
kesikli kiiltlirlerde mikroorganizmalar substrat ve
besin kaynaklarn ile oksijenin tiiketilmesi sonucu
duragan faza girerler. Bu sirada oksidatif stres
varhginda ¢ok sayida reaktif oksijen tiirleri (ROS)
olusur [40, 41]. Katalazlar ise antioksidan enzimler
olup esas islevleri stres varliginda hiicrede meydana
gelen bu ROS’lar1 ortamdan uzaklastirmaktir [3]. Bu
nedenle hiicre bliyiimesi sirasinda radikal iiretiminin
artmasina bagh olarak bas edebildigi stirece katalaz
aktivitesinin artmasi beklenir [42]. Ayrica Escherichia
coli tarafindan tiretilen monofonksiyonel katalaz HPII
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(Hidroperoksidaz II) enzim sentezinin duragan fazda
arttigini  gosteren rapor, calisma bulgularimizi
destekler niteliktedir [43].

A. niger'de katalaz iiretimini arttirmak i¢in 1s1 soku ve
oksidatif stres denemeleri gerceklestirildi. Cilinkii
enzim lretiminin bazi Aspergillus’larda oksidatif stres
veya 1s1 sokuna bagh olarak hiicrede artan H20:'ye
karst savunma amaciyla arttigina dair raporlar
bulunmaktadir [44, 45]. Calismada elde edilen
bulgular, en yiiksek katalaz aktivitesinin 37°C’de
biiytiitiilen kiifte ol¢iildiigiinii géstermektedir (Tablo
1). Bu sicakligin iizerinde aktivitede anlaml bir diisiis
gozlenmistir. 45°C’de aktivite optimum degere gore
sadece %31 oraninda azalirken 50°C ve iizerinde
gelisme olmamasina bagh olarak aktivite tamamen
kaybolmustur (Tablo 1). Mezofilik bir canli olarak A.
niger'in 50°C ve {lzerinde biiylimesinin durmasi
beklenen bir durumdur. Literatiirde katalaz kaynagi
olarak kullanilan gesitli Aspergillus suslariyla yapilan
calismalarda sicaklik olarak genellikle 30°C tercih

edilirken [14], bu ¢alismada daha yiiksek
sicakliklarda (37-45°C) katalaz tretimi
gerceklestirilmistir. Yiikksek sicakliklarda gelisen

mikroorganizmalardan sicakliga dayanikli enzimler
iiretilir [40]. Bu nedenle literatiirde katalaz treticisi
olarak kullanilan Aspergillus’lara kiyasla daha ytiksek
sicaklikta biiyttiilebilen A. niger’in kullanilmasinin
ticari enzim uygulamalarinda bir avantaj olusturacagi
oOnerilebilir.

Katalaz tretimi i¢in oksidatif stres yaratmak iizere
bliyiime ortamina Bolim 2.1'de belirtilen sekilde
H20: eklendi. ROS olarak bilinen H202'nin test edilen
hemen hemen tiim derisimlerinde negatif kontrole
(H202'siz ortam) gore daha diisiik katalaz aktivitesi
gozlendi (Sekil 2). Sadece 1 mM H202'nin eklendigi an
(t=0) katalaz liretiminde negatif kontrole gore %5’lik
bir artis goriildii; ancak bu artis inkiibasyonun
ilerleyen zamanlarinda kademeli olarak kayboldu. 1
mM derisimde diger konsantrasyonlara gore aktivite
daha yiiksek ol¢lilmesine ragmen gozlenen bu artis
negatif kontrolden daha diisiik seviyededir. Bulgular,
A. nidulans katalaz i¢in rapor edilenden [45] farkl
olarak, oksidatif stresin olumlu etkisinin olmadigini
gostermektedir. Genel olarak peroksidaz aktivitesi
gosteren katalazlarin oksidatif stres varliginda
sentezinin tetiklendigi, diger yandan
monofonksiyonel katalazlarin H202'den etkilenmedigi
bilinmektedir [43]. Bu durum calismada kullanilan A.
niger katalazinin monofonsiyonel katalaz ailesine
dahil olabilecegine isaret etmektedir.

Katalaz enziminin A. niger'den saflastirilmasinda
disiik maliyette ve yliksek verimle calisan bir
izolasyon yontemi olarak tanimlanan TPP sistemi [6]
kullanildi. Bu sistemin tercih edilmesinin baslica
sebebi, enzimin ham oOrnekten tek basamakta
saflagtirllmasimt  miimkiin kilmasidir. Literatiirde
katalaz enziminin saflastirilmasi lizerine ¢ok sayida
rapor mevcuttur. Ancak hepsinin ortak 6zelligi birden
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fazla asamadan olusmasidir ki bu durum verimi
azaltirken maliyeti yiikseltir. Ornegin, Nerospora
crassa katalazi asetonla ¢Oktiirme, ardindan
amonyum silfatla ¢oktiirme ve hidrofobik etkilesim
kromatografisi (Fenil Sefaroz Kolonu ile) olmak iizere
lic basamakta saflastirilmistir. Benzer sekilde,
Septoria tritici katalaz1 diyaliz islemini takiben iyon
degisim kromatografisi (DEAE-C, DietilAminokEtil
Selilloz) ve ardindan  hidrofobik  etkilesim
kromatografisi (Fenil Sefaroz Kolonu ile) kullanarak
saflastirllmistir. S. thermophilum katalazinin da yine
lic basamakta (amonyum siilfatla ¢oktiirme, iyon

degisim ve jel filtrasyon kromatografileri)
saflagtirilldigi rapor edilmistir [14].
TPP sistemini etkileyen ¢ok sayida faktor

bulundugundan, proteinlerin karisik bir ortamdan
etkili bir sekilde ayrilmasi i¢in saflastirma islemini
etkileyen her bir parametrenin ayr1 ayri incelenmesi
gerekir [6]. Bu sebeple, katalaz enziminin ayrimin
etkileyen parametreler (amonyum stilfat
konsantrasyonu, ham ekstrakt:t-butanol oram ve
sistem pH’s1) sirayla incelendi. Hazirlanan sistemlerin
hepsinde baslangicta kullanilan o6rnekteki toplam
protein miktar1 1 mg (79 U katalaz aktivitesi iceren)
olarak belirlendi ve enzimin islem sonunda segici bir
sekilde ara fazda dagildigi gorildi. Sistem
parametrelerinin saflagtirma katsayisi ve aktivite geri
kazanima olan etkileri sirasiyla Tablo 2-4’de
gosterilmektedir. Tablolardan goriildiigii iizere, tim
parametreler katalaz enziminin A. niger'den
saflagtirllmasinda etkin rol oynamaktadir.

Amonyum siilfat konsantrasyonu, TPP sisteminde
kritik bir Ooneme sahiptir. Dolayisiyla karisimdan
katalaz enziminin yeterli miktarda ayrimi icin
optimize edilmesi gerekir. Bunun icin genellikle %20
(w/w) gibi minimum konsantrasyonda o6rnek
¢Ozeltisinin hazirlanmasiyla baslanir ve yavas yavas
konsantrasyon arttirilarak istenilen protein ara fazda
coktirilmesi icin optimizasyonu yapilir [6]. Tablo 2,
farkli amonyum siilfat doygunluklarinda hazirlanmis
¢ozeltilerden (ham enzim ekstraktina esit hacimde t-
butanol eklenerek) ara faza ayrilmis olan katalaz
enziminin saflastirma analiz sonuglarini
gostermektedir. Buna gore, en yiliksek saflastirma

katsay1 (7.0) ve aktivite geri kazamim degeri
(206) %80 amonyum siilfat doygunlugunda
hazirlanmis  sistemden elde edilmistir. TPP
sistemlerinde  enzim  aktivasyonuna  siklikla

karsilasilmaktadir. Ornegin, pektinaz [8], peroksidaz
[46], proteinaz K [47] ve tripsin inhibitor [48] gibi
proteinlerin sulu tcli-faz sistemlerinden
saflastirllmalar1 sirasinda Kkatalitik aktivitelerinde
artis gozlenmistir. Bu durumun saflastirma sirasinda
enzim molekiliniin esnekliginde meydana gelen
artisla baglantil olabilecegi aciklanmistir. Diisiik sulu
¢ozeltilerde enzimin yapisinda meydana gelen
degisiklik enzim aktivasyonuna neden olabilmektedir

[6].
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Sisteme eklenen t-butanol miktarinin da TPP’de
onemli bir diger faktor olmasi sebebiyle karisimdaki
ham ekstrakt:t-butanol orani1 optimize edildi. En iyi
sonuglar %80 (w/w) amonyum siilfat doygunlugunda
hazirlanan ve ham ekstrakt:t-butanol orami 1.0:1.5
olan sistemden o6l¢iildii (Tablo 3). %80 (w/w)
amonyum stlfat iceren ve ham ekstrakt:t-butanol
oran1 1.0:0.5, 1.0:1.0 ve 1.0:2.0 olacak sekilde
hazirlanan sistemlerinden ise sirasiyla 2.0, 7.0 ve 5.9
kat enzim saflastiriirken aktivite geri kazanim
degerleri sirasiyla %121, %206 ve %204 seklinde
belirlendi. Enzimi saflastirmak amaciyla kullanilan
TPP sistemlerinde, t-butanol ayirmada en iyi sonucu
verdigi icin genelde yardimci organik ¢oziicli olarak
secilmektedir. Ayrica, t-butanolun biylik ve
dallanmis bir yapiya sahip olmasi sebebiyle katlanmis
proteinin icine kolaylikla giremeyecegi, dolayisiyla
protein  denatiirasyonuna  sebep  olmayacagi
diistiniilmektedir [6]. Nitekim bu c¢alismada t-
butanoliin katalaz aktivitesi ilizerine herhangi bir
olumsuz etkisi gézlenmemistir.

Proteinlerin TPP sistemlerinde etkin bir sekilde
coktiirilmesi stilfat konsantrasyonuna bagh oldugu
gibi proteinlerin net yiikiine de baghdir. TPP
sistemlerinde ham ekstrakt olarak farkl izoiyonik
noktalara sahip bir protein karisiminin kullanilmasi
durumunda, pH'nin protein ayrimina etkisini tayin
etmede pH’s1 3.0’den 7.0’ye kadar degisen sistemler
hazirlanabilir ~ [6]. Katalaz = enziminin = TPP
sistemlerinde ayrimina pH'nin etkisi Tablo 4'te
gosterilmistir. Buna gore, pH 7.0’de hazirlanan
sistemde katalaz karisimdaki diger proteinlerden
secici bir sekilde ayrilarak ara faza ge¢mistir. Diger
yandan, diisik ve yiliksek pH’larda saflastirma
etkinliginin oldukca diisiik oldugu gorilmektedir. Bu
durum, H* (asidik kosullarda) veya OH- (bazik
kosullarda) iyonlarinin asiri miktarlarda bulunmasi
ile agiklanabilir. Bu iyonlar ortamda yiiksek seviyede

bulundugunda karisimdaki katalaz enzimi ile
yarisarak  enzimin  ¢oziici  ile  etkilesimini
engelleyebilir ve sonucta katalazin c¢oziiciiden

uzaklasarak orta faza gecmesini engellemis olabilir
[46].

Saflastirilan katalaz enzim 6rnegi SDS-PAGE ile analiz
edildiginde jel iizerinde tek bir bant gozlenmis olup
bu bant yaklasik 87 kDa’ya denk gelmektedir (Sekil
3). Bu bulgu, c¢alsilan enzimin tipik Dbir
monofonksiyonel katalaz  oldugunu  dogrular
niteliktedir. Ciinkii bu biytklik degeri (87 kDa),
biiyiik alt iiniteli monofonksiyonel katalazlar icin
rapor edilen deger (>75 kDa) araliginda yer
almaktadir [49].

Saflastirilmis enzimin karakterizasyonu icin enzim
aktivitesini ve dayamikhihgim1 etkileyen bazi
parametreler segilerek bunlarin etkileri analiz edildi.
Karakterizasyon sonuglar1 Sekil 4-6 ve Tablo 5-6'da
verilmektedir.
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Katalaz aktivitesine sicaklifin etkisi 30-70°C sicaklik
araliginda incelenmis olup enzimin optimum
reaksiyon sicakhigi 50°C olarak belirlendi(Sekil 4A).
Ayrica 40 ila 70°C gibi genis sicakhk araliginda
aktivitenin %80’den fazlasinin korunmus oldugu
gozlendi. Elde edilen bulgular literatiirde katalaz i¢in
rapor edilen sicaklik degerleri ile uyumludur. Genel
olarak, farkli kiif ve mayalardan izole edilen
katalazlar i¢in optimum reaksiyon sicaklik araligi 30
ila 85°C arasinda degismektedir [14].

Enzimin termal kararlilig), substrati bulunmayan bir
ortamda enzimin sicakliga karst  yapisinin
bozulmadan kalmasi i¢in gosterdigi direnci
yansitmaktadir. Katalaz enziminin termal kararhigini
test etmek tizere enzim 30-70°C sicaklik araliginda 60
dak siireyle inkiibasyona maruz birakildiktan sonra
rezidiel aktivitesi 6lciildii. Sonucta, katalazin yiiksek
diizeyde kararli kaldig1 sicaklik degerinin 40°C
oldugu gozlendi. Bu sicaklik degerin lizerinde ise
aktivite hizli bir sekilde optimum aktivite
degerinin %45’ine kadar diisiis gosterdi. Diger
yandan 50-70°C sicaklik araliginda aktivitede 6nemli
bir degisiklik olmamakla birlikte belirtilen sicaklik
araliginda 40°C’'de 6lgiilen aktivitenin %55’inin hala
korunmus durumda oldugu bulundu (Sekil 4B).
Bulgular, literatiirle daha o6nceden yayinlanan
raporlar ile uyumludur [14].

Katalaz aktivitesine pH'nin nasil etki ettigini
gozlemlemek lizere ise saf enzim drneginin pH’s1 4.0
ila 9.0 arasinda degisen reaksiyon ortamlarinda bagil
aktiviteleri 6l¢iildii (Sekil 5A). Buna gore katalaz icin
optimum reaksiyon pH degerinin 6.0 oldugu
belirlendi. Ayrica 4.0-7.0 pH araliginda enzimin
oldukga aktif oldugu goriildi; bu aralikta enzimin
baslangi¢ aktivitesinin %>50’sinden fazlasi
korunmustur. A. niger katalazi i¢cin bulunan optimum
pH degeri (6.0), bakterilerden Klebsiella pneumoniae
ve Pseudomonad EF’den, mantarlardan ise Septoria
tritic’den izole edilen Kkatalazlarla benzerlik
gostermektedir [14].

Enzimin pH kararhiligi analizi icin saf enzim ornegi
pH’s1 4.0 ila 9.0 arasinda degisen tampon ¢ozeltilerde
yaklasik 60 dak inkiibasyon birakildi ve akabinde
bagil aktiviteleri olciildii (Sekil 5B). Buna gore
enzimin 6.0-7.0 pH araliginda oldukga aktif oldugu
gozlendi. Belirtilen bu aralikta baslangi¢ aktivitesinin
%96’dan fazlast korunmustur. Ayrica, pH 9.0’da
baslangictaki aktivitenin %77’si, pH 4.0 ve 5.0’te ise
sirastyla %64 ve %72’si korunmustur. Buradan
enzim aktivitesinin test edilen tiim pH’larda %60’dan
fazlasinin korundugu, dolayisiyla oldukca genis bir
pH araliginda enzimin bozunmadan kalabildigi
goriilmektedir. Enzimin farkli pH’larda kararh dzellik
gostermesi  endiistriyel uygulamalar acisindan
onemlidir. Siireclerin uzamasindan kaynakli olarak
ortam pH’sina uzun siire maruz kalabilecek bir enzim
icin bu parametre 6nem arz etmektedir [47].
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Organik c¢oziiciler proteinlerin  fizikokimyasal
ozelliklerini degistirme yetenegine sahip bilesiklerdir.
Genelde proteindeki kovalent olmayan baglar, iyonik
gruplar ve dipoller, hidrojen baglar1 ve hidrofobik
etkilesimler gibi ozellikleri degistirirler. A. niger
katalazinin organik ¢oziiciilere olan dayaniklilig
Etanol>DMSO>Metanol>Aseton seklindedir (Tablo 5).
Etanol, %7.5’'luk (v/v) derisime kadar reaksiyon
ortamina konulabilirken diger c¢oziicliler aktivitede
daha biiytik kayiplara sebep olmaktadirlar.

Enzimin Km ve Vmax degerleri sirasiyla 21.4 mM ve
20,000 umol/dak/l (Sekil 6) olarak hesaplandi.
Benzer Km degeri Neurospora crassa’dan (maya, 21.7
mM) izole edilen katalazda da olglilmiistiir [50].
Ayrica bakterilerden Methanosarcina barkeri ve
Oceanobacillus  oncorhynchi  katalazlarinda  Km
degerleri sirasiyla 25 ve 24 mM olarak bulunmustur
[51, 52]. Katalaz enziminin cesitli oksidaz/peroksidaz
substratlarina olan ilgisini arastirmak amaciyla
gerceklesen spektrofotometri analizlerinde hidrojen
peroksit yoklugunda 4-metil katekol ve katekoli
okside edebildigi goriildii (Tablo 6). Diger yandan
guaiakol, hidrokinon, pirogallol, ABTS ve L-tirozin
tizerinde herhangi bir etki gézlenmedi. Bu durum A.
niger katalazinin o6zellikle orto-difenolik bilesikler
tizerinde etkili olduguna isaret etmektedir [22, 28,
39].

Basit, hizli ve ekonomik bir yo6ntem olarak
tanimlanan TPP sisteminin ¢esitli endiistriyel
uygulamalarda protein geri kazanimi agisindan

faydali bir yontem oldugu kanitlanmistir. Bu
calismada, TPP sistemi kullanilarak ilk kez katalaz
enzimi A. niger’den tek basamakta basarili bir sekilde
saflastirllmistir. Sistemden elde edilen Kkatalaz
enziminin genis pH araliginda kararl olmasi, etanole
karsi gdstermis oldugu dayaniklilik ve ikincil oksidaz
aktivite yetenekleri endiistriyel uygulamalarda iyi bir
biyokatalizor olarak islev gorebilecegi sinyalini
vermektedir.
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Ozet: Bu calismanmn amaci, potansiyel yara ortiisii olarak ilag tasiyici-yeni bir
karboksil modifiyeli poli(vinil alkol)-gapraz bagh ipek fibroin esasl hidrojel filmi
(IF/PVA) gelistirmektir. Capraz bagh hidrojellerin hazirlanmasi icin poli(vinil
alkol) (PVA), karboksil modifiye poli(vinil alkol) (PVA-COOH) verecek sekilde
stiksinik anhidrit (SA) ile modifiye edilmis, FTIR ve 'H NMR analizleri ile
karakterize edilmistir. Takiben c¢oziici doékim yontemi ile 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC) ve n-hidroksisiiksinimid (NHS) varliginda
farkli konsantrasyonlarda PVA-COOH ve ipek fibroin (iF) esash bir seri hidrojel
filmler hazirlanmistir. Elde edilen filmlerin yapilar1 FTIR ve XRD analizleri ile
karakterize edilmis, ylizey morfolojileri optik mikroskop altinda incelenmis, sisme
davranislart ve mekaniksel dayanim 6zellikleri belirlenmistir. Gergeklestirilen
sitotoksisite testleri ile sentezlenen IF/PVA membran yara ortiilerinin toksik
olmadig1 bulunmustur. Optimum 6zelliklere sahip IF/PVA hidrojel filmine model
ilac olarak kuersetin yiiklenmis, etken madde yiklii filmlerin fosfat tamponu
ortaminda (pH:7,4) salim davranis profili incelenmistir. Gergeklestirilen in vitro
yara modeli (¢izik testi) sonuglari, 10 giine kadar kontrollii kuersetin salim profili
gosteren IF/PVA filminin potansiyel ila¢ tasiyict bir yara ortiisii olarak
kullanilabilecegini gostermistir.

Silk Fibroin/Polyvinyl alcohol Based Drug Carrier Wound Dressings

Keywords

Silk fibroin,
Polyvinyl alcohol,
Wound dressing,
Hydrogel film,
Controlled release

Abstract: The aim of this study was to develop a novel carboxyl modified
poly(vinyl alcohol) - crosslinked silk fibroin based hydrogel film (IF/PVA) as a
potential drug carrier wound dressing. For the preparation of crosslinked
hydrogels, poly(vinyl alcohol) (PVA) was modified with succinic anhydride (SA) to
give carboxyl modified poly(vinyl alcohol) (PVA-COOH) and characterized by FTIR
and 'H NMR analyzes. Subsequently, a series of hydrogel films based on different
concentrations of PVA-COOH and silk fibroin (IF) were prepared in the presence of
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDQC) and n-
hydroxysuccinimide (NHS) by solvent casting method. The structures of the
synthesized films were characterized by FTIR and XRD analyzes and their surface
morphology was examined under optical microscope and their swelling behavior
and mechanical strength properties were determined. According to the performed
cytotoxicity tests, it was found that the synthesized IF/ PVA membrane dressings
were not toxic. The selected IF/PVA hydrogel film with optimum properties was
loaded with quercetin as a model drug and their release profile was investigated in
phosphate buffered media (pH: 7.4). The results of the in vitro wound model
(scratch test) have shown that IF/PVA film showing a controlled quercetin release
profile over 10 days can be used as a potential drug-carrier wound dressing.
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1. Giris

Deri dokusu; organlari, enfeksiyonlara ve cevresel
faktorlere  karst  koruyarak  bariyer  gorevi
yapmaktadir. Bu nedenle; cesitli kimyasal, mekanik,
termal ve mikrobik ajanlardan dogrudan etkilenir.
Yara ortiileri, cilt yaralanmalarmin onarimi icin
potansiyel malzemelerdir. ideal bir yara értiisii, yara
arayiziinde nemli bir ortam saglamali, hemostazi
korumak igin iyi bir sivi tutma kapasitesine sahip
olmali, gaz degisimini saglamal ve
mikroorganizmalara karsi koruyucu bir bariyer
gorevi gormelidir [1]. Hidrojeller, ideal yara ortiileri
icin gerekli ozelliklere sahip olmalar1 nedeniyle diger
malzeme formlarina kiyasla en etkili secimdir.

ipek, tekstil endiistrilerinde yiizyillardir
kullanilmaktadir. ipekbécegi Bombyx mori'den elde
edilen ipek proteini, serisin adi verilen yapistirici
benzeri bir protein ile bir arada tutulan iki fibroin
proteinini icermektedir. Serisin proteini viicuda
verildiginde, T hiicreleri tarafindan antijenik bir
faktor olarak algilanir ve immiinolojik reaksiyonlara
neden olmaktadir. Bu nedenle serisin proteini, zamk
giderme (degumming) denilen bir prosesle koza
liflerinden uzaklastinlmahdir. Ipek fibroin, iyi
derecede  biyouyumluluk, gecirgenlik, kontrol
edilebilir biyodegradasyon hizi, sulu c¢ozeltilerde
islenebilirlik (boylelikle film, jel, toz gibi farkh
formlarda kolaylikla hazirlanabilme) gibi
ozelliklerinden dolay1 ideal yara orti
materyallerinden biridir [2, 3]. Ayrica epidermal
hiicrelerin ve fibroblastlarin yapismasini, yayilmasini
ve c¢ogalmasini artirmakta ve yara iyilesmesini
hizlandirmaktadir [1]. Ipek fibroin esash doku
mithendisligi iskeleleri (skafoldlar1), kontrolli ilag
tastyici sistem matrisleri, yapay deri substitentleri ve
yumusak kontakt lensler gibi biyomateryallerin
gelistirilmesinde de uygulama alani bulmaktadir [4].

Ipek fibroinin yukarida sayllan avantajlarimin yani
sira, filmleri kuru formda zayif ve kirilgandir. Isitma,
metanol igine daldirma, kesme, sodyum aljinat,
selilloz ve kitosan gibi dogal polimerler ile veya
poli(akrilamid), poli(vinil alkol), poli(etilen glikol) ve
poli(etilen oksit) gibi sentetik polimerler ile
harmanlama veya kimyasal olarak capraz baglama
gibi cesitli islemlerle kolaylikla modifiye edilerek
ozellikleri ayarlanabilmektedir [4,5]. Yaygin olarak
kullanilan c¢apraz baglayicilar; glutaraldehit ve
formaldehitler gibi aldehitler veya disikloheksil
karbodiimid (DDQ) ve 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid (EDC)
gibi karbodiimidlerdir. Literatiirde, biyouyumlu
capraz baglayicilar olarak bilinen karbodiimidler;
proteinler ve/veya polisakkaridlerden yapilan
filmlerin ozelliklerini iyilestirmek icin
kullanilmaktadir. Arastirmacilar genellikle hazirlanan
filmlerin film olusturma o&zelliklerini, esnekliklerini
ve gerilme mukavemetlerini ¢apraz baglandiktan
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sonra iyilestigini rapor etmislerdir [4].
Karbodiimidler ile ¢apraz baglama ydntemi, yapida
bulunan primer aminleri karboksilik asitlerle
reaksiyona sokarak bir amid bag olusumuyla
sonuclanan standart bir yontemdir. Bu yontem
(karbodiimid kimyasi) o6zellikle protein kimyasinda
genis bir kullanim alanina sahiptir [6].

ipek fibroin filmleri 6zellikle, kristalizasyondan
sonra, sert ve kirilgan formdadirlar. Bu o6zellikleri
yara iyilestirme uygulamalar: i¢in yetersizdir [7,8].
PVA polimeri, mitkemmel biyouyumluluk,
ayarlanabilen fiziksel 6zellikler ve sulu c¢ozeltilerde
yiksek derecede sisme ozellikleri nedeniyle ¢ok
tercih edilen bir materyaldir. Yara ortiist, ila¢ tasiyici
sistemler ve yapay organlar gibi c¢esitli ileri
biyomedikal uygulamalarda kullanilmaktadir [9]. Bu
calismada ipek fibroin filmlerinin 6zelliklerini
iyilestirmek icin, stiksinik anhidrit (SA) ile modifiye
edilen PVA polimeri (PVA-COOH) kullanilmustir. Ipek
fibroinin mekaniksel dayanimini ve sudaki
stabilitesini iyilestirmek icin c¢apraz baglanmasi
gerekmektedir [5]. Bu nedenle literatiirde ilk defa
ipek fibroin ve PVA-COOH; capraz baglayic ajan
olarak 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid
(EDC) ve n-hidroksistiksinimid (NHS) varliginda
capraz baglanmis (ipek fibroinin amin gruplar ile
PVA-COOH polimerinin karboksil gruplari) ve
gelistirilen hidrojel filmlerinin model ila¢ varliginda
yara Ortiisi  olarak kullanim potansiyelleri
arastirilmistir.

Etkili bir yara ortiisii, sarginin sik degismesini 6nlemek
ve iyilesme siirecini hizlandirmak i¢in kontrolli ilag
salimmi uzun siire siirdiirmelidir [9]. Bu kapsamda
yara iyilestirme hizin1 artirmak icin bir takim etken
maddeler kullanilmaktadir. Flavonoidler, iyilestirme
potansiyeli olan ¢ok sayida bitki 6zlinde bulunan ana
bilesenlerdir [10]. Kuersetin; anti-kanser, anti-iilser,
anti-enflamatuar, anti-alerjik, anti-bakteriyel ve anti-
viral Ozellikler gosteren tipik bir flavonoiddir.
Fibroblast proliferasyonunu artirdigl, immiin hiicre
infiltrasyonunu  azaltt@  bilinmektedir.  Yapilan
arastirmalar kuersetinin in vivo ve in vitro olarak yara
iyilesmesinde fibrozis ve skar olusumunu azalttigini
gostermektedir [11,12].

Bu calismada; ¢6ziicii dokiim yontemi ile EDC/NHS
varliginda farkli konsantrasyonlarda PVA-COOH ve
ipek fibroin (IF) esasli bir seri hidrojel filmler
(IF/PVA) sentezlenmis ve FTIR, XRD, sisme testleri,
mekaniksel dayanim, in vitro sitotoksisite ve cizik
testi analizleri ile karakterize edilmistir. Optimum
ozelliklere sahip 1F/PVA hidrojeline model ilag olarak
kuersetin yiiklenmis ve salim profili incelenmistir.
Elde edilen sonuglar, gelistirilen uzun siireli ila¢ salim
profili gésteren IF/PVA filminin potansiyel ilag
tasiyicl bir yara ortlsii olarak kullanilabilecegini
gOstermisgtir.
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2. Materyal ve Metot
2.1. ipek fibroin ekstraksiyonu

Calismada kullanilan ipek bocegi kozalar1 Bursa Koza
Tarim Satis Kooperatifleri Birligi'nden (Kozabirlik)
temin edilmistir. Ipek bocegi kozalar1 bir makas
yardimiyla kii¢iik parcalara kesilerek yaklasik 5 gram
tartilmistir. 0,02 M 2L NaCOs ¢ozeltisinde yarim saat
kaynatilmis, deiyonize su ile yikandiktan sonra fazla
suyu sikilarak uzaklastirilmis ve oda sicakliginda
kurutulmustur. Kurumus iiriinden yaklastk 1 g
tartildiktan sonra tizerine 4 mL 9,3 M LiBr ¢ozeltisi
ilave edilerek 4 saat siire ile bekletilmek iizere 6n
1s1tilmis 60°C etiive konmustur. Bu siiresinin sonunda
elde edilen sar1 renkli ¢ozelti diyaliz membranina
(MWC0=12000-14000 Da) alinarak distile suya karsi
diyaliz edilmistir. Elde edilen iiriin santrifiij edilmis
ve 4°C de saklanmistir [13]. Bu islem sonrasinda
agirlikca %7,5'1uk IF ¢ozeltisi elde edilmistir.

2.2. Karboksil sonlu PVA polimerinin sentezi
(PVA-COOH)

Agirhikea %10luk 100 mL PVA sulu ¢ozeltisi
hazirlanmis ve ¢ozelti 65°C ’ye 1sitilmistir. Cozeltiye,
bu sicaklikta siirekli karistirma altinda 2,77 g 4-
dimetilaminopiridin (DMAP) ve 22,72 g siiksinik
anhidrit (SA yavas yavas eklenmis ve reaksiyona 24
saat devam edilmistir. Takiben elde edilen iirtin oda
sicakligina soguduktan sonra asetonda ¢oktiiriilerek
vakum etiivinde kurutmustur (Sekil 1A). Beyaz
renkli irlin elde edilmistir. PVA-COOH yapis1 ATR-

FTIR (Fourier Dontisiimlii Kiziltesi Spektroskopisi)
ve 1H NMR (Proton Niikleer Manyetik Rezonans
Spektroskopisi) analizleri ile karakterize edilerek
dogrulanmistir. FTIR analizi 4000-500 cm! spektral
araliginda Brucker marka Tensor II model ATR
iinitesine sahip FTIR cihazi ile yapilmistir. tH-NMR
analizleri ¢o6ziicii olarak D20 kullanilarak Varian
UNITY INOVA  cihazi ile (500 MHz)
gerceklestirilmistir.

2.3. Hidrojel yara ortii filmlerinin hazirlanmasi

Hidrojel yara ortiileri ¢oziici dokim teknigi
kullanilarak hazirlanmistir [14]. %3’lik ipek fibroin
ve %5'lik PVA-COOH c¢ozeltileri ve gliserin (GLS)
belirli oranlarda Kkaristirilarak (Tablo 1) bir seri
harman ¢ozeltileri hazirlanmis, takiben belirli
miktarlarda EDC ve NHS, ¢ok kisa bir siire
kanistirildiktan sonra teflon petrilere dokiilmistiir.
37°C de etiivde kurutulmustur (Sekil 1B).

Tablo 1. ipek fibroin /PVA-COOH hidrojel filmlerinin
bilesimi ve adlandirilmasi
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ipek PVA- GLS EDC NHS
Ornek fibroin COOH (mL) (ng) (ng)
Kodu cozeltisi cozeltisi
(mL) (mL)
OiF 0,00 10,0 1,0 10,0 10,0
10iF 1,00 9,00 1,0 10,0 10,0
20iF 2,00 8,00 1,0 10,0 10,0
30iF 3,00 7,00 1,0 10,0 10,0
50iF 5,00 5,00 1,0 10,0 10,0
70iF 7,00 3,00 1,0 10,0 10,0
100iF 10,00 0,00 1,0 10,0 10,0
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24. Hidrojel
karakterizasyonu

yara orti filmlerinin

Hazirlanan hidrojel yara ortii filmlerinin yapis1 ATR-
FTIR analizi ile yapilar1 karakterize edilmistir. Analiz
Bolim 2.2'de belirtildigi sekilde Brucker marka
Tensor Il model ATR iinitesine sahip FTIR cihaz ile
gerceklestirilmistir. Yara orti filmlerinin XRD
analizleri, Rigaku marka XRD cihazinda
gerceklestirilmistir. Her filmden 2 cm?lik parcalar
kesilmis ve 20= 10-40°araliginda tarama yapilmistir.
X-151m1  kaynagi olarak Cu Ka (A=1.54 A°)
kullanilmistir.  Filmlerin yiizey oOzellikleri 151k
mikroskobu (Zeiss Stemi 5008) ile incelenmistir.
Hidrojel filmlerinin sisme davranislarini belirlemek
icin gravimetrik yontem kullanilmistir [14]. Belirli
tartimlardaki hidrojel filmleri pH 7,4 fosfat tampon
¢ozeltisine daldirilmis, 48 saatin sonunda filmlerin
yuzeyindeki fazla su filtre kdgidi ile uzaklastirildiktan
sonra tekrar tartilmistir. Filmlerin sisme 6zellikleri;
Sisme orani (%) = (W+-Wo/Wo) x100 (D)

esitligi ile belirlenmistir. Bu esitlikteki Wo iirliniin
kuru haldeki agirligt Wt 48 saat sonundaki agirhigidir.
Filmlerin mekanik 6zellikleri, ¢ekme-uzama testi
Instron marka (Model: 3366 K 1630) Universal Test
Cihazi kullanilarak incelenmistir. Film o6rnekleri
literatiirde belirtildigi sekilde [8]. 10mmx150 mm
ebatlarinda kesilerek cihazin c¢eneleri arasina
tutturulmus ve 10 mm/dakika hiz ile g¢ekilmistir.
Filmlerin cekme-uzama egrileri, kopma anindaki
uzama miktarlar1 ve kopma anindaki gerilim
degerleri belirlenmistir.

2.5. ilag yiikleme ve salim ¢alismalar1

Gergeklestirilen karakterizasyon sonuglarina gore
optimum ozelliklere sahip (ylizey, sisme, mekaniksel
dayanim) yara oOrtiisii formiilasyonu belirlenmistir.
Bolim 2.3’de belirtilen prosediir Kkullanilarak
(EDC/NHS ilavesinden 6nce polimer ¢ozeltisine 2 mg
kuersetin ilave edilerek) kuersetin ytkli yara ortiisii
hazirlanmis ve elde edilen kuersetin yiikli yara
ortiileri 30IF-K kodu ile isimlendirilmistir. Kuersetin
yiklii yara ortiilerinin salim davranislari, belirli
miktarda tartilan filmlerin in vitro sartlarda PBS
cozeltisine (pH 7,4) daldirilarak belirli zaman
araliklarinda salim ortamindan alinan ¢ozeltilerin
UV-vis spektrofotometre cihazi (Genesys™ 10S UV-
Vis, Thermo Scientific) ile 375 nm de absorbans
degerleri olciilerek belirlenmistir [14-15].

2.6. Sitotoksisite testi

Bu calismada indirekt MTT yontemi kullanilmistir
[16]. Bu yontem 1S010993-5 standart test
yonteminden uyarlanarak gelistirilen bir yontemdir
[16]. Calisma kapsaminda gobek kordonundan elde
edilen = Mezenkimal Kok  Hiicreler = (MKH)
kullanilmistir. MKH’lar Liv Hospital’'dan (Ulus,
Istanbul) temin edilmis olup, calismada kullanilan
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MKH’larin pasaj numaralar1 4-6’dir. MKH kiiltiir
ortami olarak; %10 Fetal Sigir Serumu (FBS), %1
Penisilin-Streptomisin iceren Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) ortaminda 372C'de %5
CO2li ortamda 75 cm?lik kiiltiir kabinda inkiibe
edilmistir. Kiltiir ortamu iki giinde bir degistirilmistir.
MKHlar %80 yogunluga ulastifinda %0.05
Tripsin/0.02 EDTA soliisyonu ile kiiltiir kabindan
ayrilmis, takiben DMEM ile siispanse edilerek 1500
rpm de 5 dakika santrifiij edilmistir. Besiyeri, pipet
yardimiyla atildiktan sonra hiicreler DMEM ile
slispanse edilmis ve thoma lami ile hiicre sayim
yapilmistir. MTT analizi icin drneklerin her iki tarafi
30 dakika UV 15181 altinda sterilize edilmistir. Steril
orneklerin tizerine 1 cm?/mL oram ile MKH kiiltiir
ortami ilave edilerek 24 saat 372C'de %5 CO2'li
ortamda inkiilbe edilmistir [16]. Inkiibasyon
periyodundan sonra orneklerin bulundugu MKH
kiltiir ortami ayni miktarda DMEM ile seyreltilmistir.
MKH’lar, 96 kuyucuklu plakalara kuyucuk basina
5x103 hiicre olacak sekilde ekilmis, iizerine 200pl
MKH kiiltiir ortami eklenmis ve 1 gece 37°C'da %5
CO2’li ortamda inkiibe edilmistir. Sonrasinda
kuyucuklardaki besiyeri, 6rneklerin inkiibe edildigi
besiyeri ile degistirilerek 6 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra kuyucuk basina 200ul DMEM
ve 20ul MTT soliisyonu (20pg/ml, PBS ile
seyreltilerek) eklenmis ve 4 saat daha inkiibe
edilmistir. Islemin devaminda, ortamdaki hiicre
kiltir besiyeri 200ul DMSO ile degistirilmis ve 20
dakikalik bir inkiibasyondan sonra mikroplaka
okuyucu kullanilarak 570 nm’de okunmustur.

2.7.In Vitro yara iyilestirme etkinligi testi

Orneklerin yara iyilestirme etkinlikleri “in vitro cizik
testi” ile belirlenmistir [4]. Yaklasitk 2x10%4 hiicre
bulunan 24 kuyucuklu plakalar konfluent duruma
geldiginde steril 200pl mikropipet ucu ile hafifce
¢izilmis (yaray1 simiile etmek icin) ve tiim hiicresel
artiklar PBS ile yikama yapilarak uzaklastirilmistir.
Ornekler MTT analizi ile aym sekilde (Bolim 2.3.)
hazirlanmistir. DMEM ile ayni sekilde inkiibe edilerek
hazirlanan steril 6rnek c¢o6zeltileri, hazirlanan 24
kuyucuklu plakalara ilave edilmis 37°C'de %5 CO2'li
ortamda  inkiibe edilmistir.  Belirli zaman
araliklarinda (0, 24 ve 48 saat) yara modelindeki
kapanma miktar1 (yarali bolgeye hiicrelerin ¢ogalma
orani) invert mikroskop (Nikon Eclipse TS2-Tokyo,

Japonya) altinda fotograflar cekilerek
degerlendirilmistir.
3. Bulgular

3.1. PVA-COOH sentezi

Karboksillenmis PVA polimeri (PVA-COOH) eldesi
icin, PVA polimeri esterifikasyon reaksiyonu yoluyla
SA ile modifiye edilmistir. PVA-COOH polimerinin
yapisi, Sekil 2'de gosterildigi gibi FTIR ve 'H NMR
spektrumu ile dogrulanmistir. PVA ve PVA-COOH
polimerlerinin FTIR spektrasi, Sekil 2A 'da
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goriilmektedir. PVA ve PVA-COOH polimerlerinin
FTIR  spektrasi karsilastirildiginda, her iki
spektrumda da serbest -OH gruplarinin gerilme
titresiminden ileri gelen 3000-3400 cm bolgesinde
genis bir absorpsiyon bandi, CH gruplarinin gerilme
ve deformasyon titresimlerinden ileri gelen 2898 cm-
Lve 1401 cm de keskin pikler goriilmektedir. PVA-
COOH polimerinin FTIR spektrumunda belirtilen
absorpsiyon bantlarinin disinda maksimumu 1710
cm? 1172 cm? ve 1640 cm! bulunan yeni piklerin
ortaya giktig1 goriilmektedir. Bu absorpsiyon pikleri
sirasiyla ester baglarindaki C=0 ve -CO gruplarinin
gerilme titresimleri ve karboksilik asit gruplarindaki
C=0 gerilme titresiminden ileri gelmektedir. Bu
durum esterifikasyon reaksiyonun istenildigi sekilde
meydana geldigini dogrulamaktadir [9]. PVA-COOH
polimerinin 'H NMR spektrumu, Sekil 2B 'de
gorilmektedir. SA'nin asidin metilen protonlarina
atanan yaklasik 2,4-2,6 ppm araligindaki yeni iki pik
(c ve d) SA'nin PVA 'ya asilandigin teyit etmektedir
[9,17].

3.2. Hidrojel yara ortii filmlerinin hazirlanmasi ve
karakterizasyonu

Coziicii dokiim teknigi kullanilarak bir seri (0IF, 10iF,
201F, 30iF, 50iF, 701F ve 100iF) iF/ PVA-COOH igeren
hidrojel filmleri hazirlanmistr. IF oram %30’un
iizerinde kullanildiginda homojen goriintimlii filmler
elde edilememistir (50iF ve 70iF filmleri). Yapilan
literatlir arastirmasina gore bunun en biiyiik nedeni
PVA’nin artan polimerizasyon derecesi (DP) ile diisiik
coziiniirliige sahip olmasina ve IF molekiiliiniin B-
formundaki konformasyonuna atfedilmektedir [18,
19]. Tanaka ve arkadaslar: farkli kompozisyonlardaki
[F/PVA filmlerinin yapismi incelemis, PVA ve IF
polimerlerinin birbirleriyle uyumsuz (incompatible)
olduklarini rapor etmistir [18]. Daha sonraki yillarda
Dai ve arkadaslar1 iF/PVA filmlerinde katki olarak
kullanilan GLS ‘nin filmlerin yapisal davranislarina
etkisini  incelemislerdir. ~ Yaptiklar1  arastirma
filmlerinin yapisinin belirli miktarda GLS ilavesi ile
bir dereceye kadar degisebilecegini gdstermistir [19].
Ortamdaki GLS wvarhig, iki polimer arasinda
etkilesimin meydana gelmesine neden olmaktadir. Bu
etkilesimler; IF’in amid gruplari-gliserinin hidroksil

Transmittans (%)

gruplari-PVA'nin hidroksil gruplar1 arasinda olusan
hidrojen baglaridir. Bu ¢alismada hazirlanan IF/PVA
filmlerinden 10iF, 201F ve 30iF filmlerinde faz ayrimi
gozlenmemistir. Bunun nedeni sentez sirasinda
kullanilan GLS molekiilii iF ve PVA filmleri arasinda
uyumlastirict gorevi gérmesinden
kaynaklanmaktadir. Sekil 3A’da 0iF, 10iF, 20iF, 30iF
ve 100iF filmlerinin FTIR spektrasi gorilmektedir.
ipek fibroinin yapisinda, alpha heliks ve beta
konformasyonu olmak iizere iki olasi bilesim
bulunmaktadir. Her iki konformasyon da belirgin
karakteristik pikler vermektedir. 3-konformasyonu;
1630 cm? (amit I), 1530 cm?! (amit II), 1265 cm?
(amit III) ve 700 cm' (amit V) bolgelerinde; alpha
heliks-konformasyonu ise 1660 cm (amit 1), 1235
cm? (amit III) ve 650 cm'! (amit V) bolgelerinde
absorpsiyon pikleri vermektedir [20, 21]. 100iF
filminde %100 oraninda yer alan ipek fibroin -
konformasyonundan kaynaklanan pikler 1538 cm!
(amit II) ve 681 cm'! (amit V) bolgelerinde; alpha
heliks-konformasyondan kaynaklanan pikler ise 1654
cm! (amit 1) ve 1240 cm™ (amit III) bolgelerinde
gozlenmistir. 100iF filminde 1538 cm ! ve 1240 cm-!
de gozlenen Kkeskin piklerin IF/PVA filmlerinde
siddetlerinin olduk¢a azaldigi goriilmektedir. Bu
durum IF ve PVA-COOH polimerleri arasinda
EDC/NHS ile kimyasal ¢apraz-baglanmanin
geceklestigine atfedilmistir.

X-151m1 difraksiyonu, numunenin Kkristalinite derecesi
hakkinda bilgi almak icin kullanilir [9]. IF/PVA
membran yara ortiilerinin X-151n1 paternleri Sekil 3B
‘de goriilmektedir. PVA 20 = 19,8° de bir adet
difraksiyon piki vermektedir. ipek fibroininin ana
kirinim pikleri ise sirasiyla 20 = 12,88° (ipek-I
yapisini gosterir) ve 20,11° (ipek-II yapisini temsil
eder) olarak ortaya cikmaktadir [19, 20]. IF/PVA
filmlerinin XRD paternlerinin, saf ipek fibroin (1001F)
ve saf PVA (0IF) filmlerine kiyasla bazi farkliliklar
gosterdigi gorillmiistir. IF ve PVA'nin yapisindan
kaynaklanan ana kirinim piklerinin birbiriyle
ortustiigli, filmlerde artan [F miktar1 ile kirinim
piklerinin tepe noktasinin sag tarafa dogru kaydig:
goriilmektedir. Sonuclar, iIF/PVA filmlerinin kirinim
desenlerinde, her iki bilesenin egrilerinin birbiri ile
list liste cakistigini gostermistir.

=] ) o
PVA-COOH a2 ) b
~ HO C, d
a
2 M
-]
=]
~
4,000 3,500 3,000 2,500 2,000 1,500 1,000 500 ppm 5 4 3 2 1

Dalga sayisi (cm-1)

Sekil 2. (A) PVA ve PVA-COOH iirlinlinlin FTIR grafigi ve (B) PVA-COOH {iriiniiniin 1H NMR grafigi
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Sekil 4. (A) IF/PVA membran yara értiilerinin sisme sonuglari, (B) ila¢ salim sonuglari, (C-E) mekaniksel dayanim sonuclari

Sekil 3C'de; OIF, 30iF ve 100iF filmlerinin optik
mikroskop altindaki gériintiileri gérilmektedir. 301iF
filminde herhangi bir faz ayrimi gézlenmemektedir.
Yukarida da agiklandigy iizere bunun temel nedeni

sentez sirasinda kullamilan GLS molekiiliiniin
uyumlastirici gorevi gérmesinden
kaynaklanmaktadir. Optik mikroskop  goriinti

sonuglari; PVA/IF filmlerinde yiiksek IF oranlarinda
(>%30iF) meydana gelen faz ayrigmasinin GLS
katkisiyla bir dereceye kadar gelistirilebildigini
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dogrulamistir [19]. Buna ek olarak; iki polimerin
karistirilmasiyla indiiklenen kristalizasyon nedeniyle
30iF filminin iist yiizeyinin morfolojisinde piiriizler
meydana gelmistir [20].

Hazirlanan [F/PVA membran yara oértilerinin %
sisme degerlerini belirlemek icin sisme deneyleri
yapimstr. Sekil 4A'daki % sisme degeri sonuglari,
[F/PVA membran yara oértiilerinin denge % sisme
degerlerinin  %1025-116  aralifinda  oldugunu
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gostermektedir. Tiim test edilen filmler arasinda en
yiiksek % sisme degerine sahip olan OIF (%1025); en
diisiik % sisme degerine sahip olan filmi ise 1001F
(%116) oldugu bulunmustur. Yapida PVA miktarinin
artmasiyla birlikte filmlerin % sisme degerlerinde artis
gozlenmistir. Bu durum yapida bulunan PVA ’'nin
IF/PVA filmlerinin higroskopisitesini artirdigini
gostermektedir. Tm bu sonuglar literatiir ile uyumlu
olup; IF/PVA fimlerindeki hidrofilik gruplarin
sayisinin artisiyla birlikte polimer-i¢i ve polimerler-
aras! zincir reaksiyonlariyla olusan esnek ag yapiya
atfedilebilir [22, 23].

Saf ipek fibroin filmlerinin (100iF) mekanik giicii
zayifur, kuru kosullarda kirilgan yapidadirlar. Bu
nedenle yara ortiileri olarak tek baslarina kullanimlari
uygun degildir. Daha iyi yara ortii performansi icin
mekanik o6zelliklerinin iyilestirilmesi gerekmektedir
[24]. Bu dezavantaji ortadan kaldirmak icin diger
polimerlerle birlikte kullanimlar1 arastirilmaktadir. Bu
calismada; yara iyilesme siirecini hizlandiran IF
filmlerinin mekaniksel dayanimlarini iyilestirmek i¢in
PVA-COOH polimeri ile birlikte kullanimlar
arastirilmistir.  Farkhi formiilasyonlardaki iF/PVA
filmlerinin (OIF, 20iF ve 30iF) gerilme mukavemeti
ve kirllma noktasindaki uzamasini karakterize etmek
icin cekme testi uygulanarak gerilme-gerinim egrileri
cizilmistir. Sekil 4C’de OIF 20iF ve 30iF érneklerine
ait gerilme-gerinim egrileri goriilmektedir. 100iF

filminin kirillgan bir yapida olmasi nedeniyle
mekaniksel  dayanim  testi  uygulanmamuistir.
Beklendigi gibi, OIF filminin kirilma anindaki

%86,5’lik uzama degeri ile diger karisim filmlerinden
(201F icin %61,75 ve 30iF icin 51,27) daha esnek
yapida oldugu goériilmektedir. (Sekil 4D). iF/PVA
filmlerindeki IF miktar1 arttikca kirilma anindaki
uzama degerinde diisiis gozlenmistir. IF iceren
tiriinler (20IF ve 30IF) benzer gerilme dayammlari
sergilerken, icermeyen orneklere kiyasla bir miktar
diisiis s6z konusu olup 30IF iiriiniiniin yara ortiisii
olarak kullanimin (10iF ve 20IF filmlerine gore daha
yuksek oranda ipek fibroin icermesi nedeniyle) daha
uygun oldugu sonucuna varilmistir.

Yiiksek oranda PVA iceren IF/PVA membran yara
ortileri, daha fazla sivi absorbe edeceginden yara
yatagini eksudanin birikmesinden koruyarak yara
ortisiiniin degisim sikligini azaltacaktir [9]. Bunun
yaninda yapiin ipek fibroin icermesi yaranin iyilesme
hizin1 artiracaktir [25-28]. Tiim sonuglar goz Oniine
alindiginda en optimum formulasyonun 30iF iriini
oldugu sonucuna varilmis ve ilag ylikleme ve salim
calismalari icin 301F {iriind kullanilmistir.

Etkili bir ideal yara ortiisii, sarginin sik degismesini
onlemek ve iyilesme siirecini hizlandirmak igin
kontrollii ila¢g salimin1 uzun siire stirdiirmelidir [10].
Bu calismada; IF/PVA membran yara értiilerinin ilag
salim davranislarini incelemek i¢in model bir ilag
olarak kuersetin, kullanilmistir. Kuersetin, Boliim 2.5
"de belirtildigi sekilde 30iF filmlerine sentez sirasinda
yuklenmistir. Filmlerin salim davramis1 fosfat
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tamponunda (pH 7,4) incelenmistir. Kuersetin yiikli
30iF filmlerinden (30iF-K) zamana bagh kuersetin
salimi Sekil 4B’de verilmistir. Sonuclardan da
anlasilacagi iizere, 30iF-K filmi tipik bir bifazik ilag
salim davranigi sergilemistir. Salimin birinci fazinda
patlama etkisi ile ilk 4 saatte kuersetinin yaklasik
%23’ salinirken  (salman toplam  kuersetin
miktarinin yaklasik %50’si), patlama etkisini takiben
uzatilmis bir salim gergeklesmistir. Kuersetin salimi
yavaslamis ve 8 giin igerisinde kuersetinin yaklasik
%55 ‘si salinmistir. Sonuglar, uzun siireli ila¢ salim
profili gésteren 30IF filminin potansiyel bir yara
ortiisu olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Klasik yara ortiilerinin kullanim stireleri 1-3 giin
arasinda degismektedir. Uzun siireli ila¢ salim profili
gosteren yara ortiileri ise yara bolgesinde etken
maddenin salimini uzun siirede ve siirekli sekilde
gerceklestirdiklerinden sik sik yara Ortilisiiniin
degistirilmesine olan ihtiyac1 azaltmaktadir. Boylece
yara bolgesinin ihtiyacindan fazla ila¢ ve malzeme
kullanilmasinin 6niine gecilmis olmaktadir [29]. Bu
calismada gelistirilen uzun siireli ila¢ salimi yapabilen
yara ortiisi ile bir haftaya kadar degisim yapilmadan
kullanilabilecek bir tirtin gelistirilmistir.

3.3. Membran yara értiilerinin sitotoksisite testi
sonuglari

IF temelli malzemelerin biyouyumlu malzemeler
olduklar1 hem in vitro hem in vivo hiicre gogalmasini
ve biiylimesini artirdiklari bilinmektedir [30-34].

Capraz baglanmis IF/PVA membran yara értiilerinin
biyouyumlulugu; MTT testi ile MKH’lar iizerinde
Bolim 2.6'da agiklandig1 sekilde gerceklestirilmistir.
[F/PVA membran yara oértiilerinin sirasiyla (0iF, 10iF,
201F, 30IF ve 100iF) %106, %125, %132, %140 ve
%163; kuersetin ytikli 30[F-K filminin ise %148
canlilk  gosterdigi  bulunmustur.  Sonuglardan
anlasilacag iizere, yapidaki IF miktan arttikca %
hiicre canlih@1 artmaktadir (Sekil 5). Dolayisiyla
yapidaki IF miktarinin artmasi kontrol gruplarina
gore hiicrelerin ¢ogalma hizlarini artirmaktadir.
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Sekil 5. IF/PVA membran yara értiilerinin hiicre canlihg
sonuglari
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Kuersetin fibroblast proliferasyonunu arttirir, immiin
hiicre infiltrasyonunu azaltir ve fibrozis ile iliskili
sinyalleme yolaklarinda sinyallemede degisiklik
yapmaktadir. Buna ek olarak, in vivo ve in vitro olarak
yara iyilesmesinde fibrozis ve skar olusumunu
azalttig1 bilinmektedir [11]. Bu bilgiler 1s181nda; 30iF
ve kuersetin yikli 30IF filminin (30iF-K)
sitotoksisite sonuglar1 karsilastirildiginda, model ilag
olarak kullanilan Kkuersetinin hiicrelerin c¢ogalma
hizlarina 30iF filmine kiyasla ¢ok daha fazla oranda
artirdigl  goriilmekte olup sonuglar literatiir ile
uyumludur. Sonug¢ olarak, hazirlanan tiim filmlerin
biyouyumlu oldugu ve basta yara ortiisii olmak tlizere,
doku miihendisligi ve rejeneratif tip dahil bircok
alanda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

3.4. Membran yara ortii In Vitro yara iyilestirme
etkinlikleri

Geligtirilen IF/PVA membran yara ortiilerinin
mitkemmel biyouyumlulugu, hidrojellerinin in vitro
yara iyilestirme etkinliklerini arastirilmasina neden
olmustur. Yara modeli icin steril 200 pl pipet ucu
kullanilmis ve MKH’larin konfluent tabakasi iizerinde
diiz bir ¢izik olusturulmustur. Sonugclar islem sonrasi
yara modelindeki kapanma bakimindan
degerlendirilmistir. Sekil 6'da 30iF ve 30iF-K
filmlerine ait yara iyilestirme etkinligi (¢izik testi)
sonuglar1 gériilmektedir. Sonuclar, 30iF ve 30iF-K
filmlerinin varliginda kontrol grubuna karsi yara
modelinin daha hizli kapandigin1 géstermekte ve bu
durum hiicre gocii Ulzerinde olumsuz etkilerinin
olmadigina isaret etmektedir. Gelistirilen 30iF
filminin potansiyel ilag¢ tasiyici bir yara ortiisi olarak
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

0. saat

6. saat

4. Tartisma ve Sonuc¢

Bu ¢alismada; uzun sireli ilag salimi yapabilen
kuersetin yiikli IF/PVA membran yara ortiisii
gelistirilmistir. Coziicii dokiim yontemi ile EDC/NHS
varliginda PVA/IF esash bir seri hidrojel filmler
sentezlenmis potansiyel ila¢ tasiyicl bir yara ortiisi
olarak kullanilabilirligi arastirilmistir. Filmlerin FTIR
sonuglar;, IF ve PVA-COOH polimerleri arasinda
EDC/NHS ile kimyasal ¢apraz-baglanmanin
gerceklestigini gostermistir. Yapida beklendigi gibi
PVA miktarinin artmasiyla birlikte % sisme
degerlerinde artis, IF miktan arttik¢a kirllma anindaki
uzama degerinde disis gozlenmistir. Sitotoksisite
analizlerinde, yapidaki artan IF miktarinin % hiicre
canliligini olumlu yonde etkiledigi gorilmistiir. Bu
sonuc¢, yapidaki IF miktarindaki artismm kontrol
gruplarina kiyasla hiicrelerin ¢ogalma hizlarim
artirdigl anlamina gelmektedir. Elde edilen sonuglar
1s18inda, 30IF {irtintiniin  yara ortiisii  olarak
kullaniminin (10iF ve 20iF filmlerine gére daha
yuksek oranda ipek fibroin icermesi nedeniyle) daha
uygun oldugu bulunmustur. Takiben 30iF iiriiniine
model ila¢ olarak kuersetin yiiklenmis ve salim profili
incelenmistir. 301F-K filmi tipik bir bifazik ila¢ salim
davranis1 sergileyerek ilk 4 saatte yapisinda
sonrasinda uzatilmis bir salim ile 8 giin icerisinde
yaklasik %55 ‘sini salmistir. Sonuglar, kursetin yiiklii
30iF filminin uzun siireli ila¢ salim profil davranisina
sahip oldugunu gostermistir. 301F tiriiniine ve 30iF-K
iiriiniine gerceklestirilen in vitro yara modeli testi
(¢izik testi) sonuclari, gelistirilen triiniin potansiyel
ila¢ tasiyicl bir yara ortiisii olarak kullanilabilecegini
gostermistir.

24, saat 48. saat

Sekil 6. IF/PVA membran yara értiilerinin (30iF ve 30iF-K) yara iyilestirme etkinligi (¢izik testi) sonuglar
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Abstract: The utilization of biochar in polymer composites can be considered as a
sustainable approach that provide valorization of a waste to a value-added
material and at the same time diminish biowaste in a smart way. This study is
focused on the evaluation of biochar as a filler in polyvinyl alcohol /corn starch
composites. The composites were prepared via solution mixing and casting
method using citric acid as a plasticizer and glutaraldehyde as a cross-linker.
Distribution of biochar in the PVA/starch matrix was evaluated by optical
microscopy. The structural features of composites were characterized using FTIR
spectroscopy. Effects of biochar loading ratio (0-12 wt%) on the thermal stability
of the PVA/starch blends were determined by differential scanning calorimetry
and thermogravimetric analyses. The decomposition temperatures of the
PVA/starch/biochar composites decreased in comparison to PVA/starch
composites.

Biyokomiir Takviyeli Polivinil Alkol /Misir Nisastas1 Biyokompozitler

Anahtar Kelimeler
Biyokomiir,

Capraz bagh kompozit,
Polivinil alkol,

Nisasta

Ozet: Biyokomiiriin polimer kompozitlerde kullanilmasi, atigin katma degerli bir
malzeme olarak degerlenmesini saglayan ve ayni zamanda biyo-atigi akillica
azaltan siirdiirtlebilir bir yaklasim olarak diisiiniilebilir. Bu ¢alisma, polivinil alkol
/misir nisastas1 kompozitlerinde biyokdmiiriin dolgu maddesi olarak
degerlendirilmesine odaklanmistir. Kompozitler, plastiklestirici olarak sitrik asit
ve capraz baglayici olarak glutaraldehit kullanilarak ¢ozelti karistirma ve dokim
yontemi ile hazirlandi. PVA / nisasta matrisindeki biyokdmiir dagilimi optik
mikroskop ile degerlendirildi. Kompozitlerin yapisal o6zellikleri FTIR
spektroskopisi kullanilarak karakterize edildi. Biyokomiir oraninin (agirlik¢a %0-
12) PVA/nisasta karisiminin 1s1l kararliligi tizerindeki etkileri diferansiyel taramali
kalorimetre ve termogravimetrik analizle belirlendi. PVA/nisasta /biyokdémiir
kompozitlerin bozunma sicakliklari, PVA/nisasta kompozitlerine kiyasla azaldi.

1. Introduction

various polymer biocomposites, polyvinyl alcohol
(PVA) and starch based composites have been
considered as one of the most

Recently, there has been a growing interest in
composite materials, with a particular focus on
polymer based ones due to their superior and unique
properties. At the same time, the replacement of
traditional petroleum based plastics by eco-friendly
polymers become attractive in scientific and
technological communities with respect to
environmental concerns [1, 2]. Therefore, extensive
researches on polymer biocomposites are going on
around the world.

Polymer biocomposites can be defined as materials
formed by a biodegradable polymer matrix and a
filler derived from natural biomass [3, 4]. Among the

* Corresponding author: pinar.terzioglu@btu.edu.tr
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promising
biodegradable materials [5]. However, widespread
applications of the blends of PVA and starch are
limited because of their water sensitivity, poor
thermal and mechanical properties. Earlier studies
showed that incorporation of suitable reinforcement
fillers is a way to overcome these drawbacks [6-8].
Over the last few years, the evaluation of carbon
based fillers as carbon nanotubes [9, 10], graphene
[11, 12] and graphene oxide[13] has become a hot
research for enhancement of the properties of
PVA/starch composites. Jose et al. [9] prepared
carbon nanotube reinforced PVA/starch composites
by solution casting method. Two carbon nanotube
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addition ratios were used as 0.5 and 2 wt% of
polymer blend. It was reported that the 2 wt%
carbon nanotube addition improved the thermal
stability due to increased compatibility of the blends.
In the study of Massoumi et al. [10], poly(ethylene
glycol)-functionalized multiwalled carbon nanotubes
were used as filler for poly(vinyl alcohol)/starch
nanocomposites. It was shown that the incorporation
of functionalized multiwalled carbon nanotubes
enhanced the mechanical properties of the
composites which was related to the formation of
strong interfacial forces and hydrogen bonds
between the carbon nanotubes and the PVA/starch
matrix. Bin-Dahman et al. [11] studied the electrical
and dielectric features of PVA/starch/graphene
nanocomposites. The results demonstrated that
graphene addition increased the DC and AC
conductivity of composites. Wu et al. [13] added
graphene oxide to the PVA/starch composite films
and found that increase in the graphene oxide
concentration resulted in the enhancement of film's
moisture resistance and slight improvement of the
thermal stability. This has been attributed to the
chemical interaction between nano-graphene oxide
and PVA/starch composite film.

Biochar is also a carbonaceous renewable material
which can be obtained through pyrolysis of several
wastes [14]. Biochar presents very attractive
properties such as low cost, high chemical stability,
high porosity and renewability [15]. It is primarily
evaluated in soil amendment applications as fertilizer
and carbon sequestration agent [16]. Another
widespread usage area of biochar is adsorption of
contaminants [17, 18]. In recent years, biochar has
received significant attention as an effective filler to
improve properties of various polymer materials
including epoxy [19, 20], polyethylene [21, 22],
polypropylene [23-26], polylactic acid [27], PVA [28-
30] and nylon [31]. The biochar incorporation to the
polymer matrix provides multiple advantages.
Generally, the electrical and mechanical features of
the resulting composite materials were finer
compared with the neat polymers [4].

It is important to take into consideration that both
PVA and starch have a polar nature [28]. Especially,
the biochar addition to the PVA/starch blends can
enhance the interaction between PVA and starch due
to containing surface functional groups such as
hydroxyl, aliphatic, etc. [28, 32, 33].

To the best of the authors’ knowledge, no research
has been reported yet in order to evaluate biochar
incorporated PVA/starch biocomposites. The present
study aims to investigate the effect of biochar
addition on the thermal stability of PVA/starch
biocomposites.
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2. Material and Method
2.1. Materials

Biochar (particle size <500 pm) was a kind gift from
Synpet Technologies (Istanbul, TURKEY). Poly (vinyl
alcohol) (Mw 30,000, purity 95.4%, degree of
hydrolysis 87.16%, viscosity 24.9 mPa.S) was
purchased from Zag Kimya, TURKEY. Corn starch was
obtained from Giines Company, TURKEY. Citric acid
was purchased from Aksu Company, TURKEY.
Glutaraldehyde was purchased from Alfosol.

2.2, Preparation of biocomposites

PVA/starch biocomposites with different biochar
concentrations (0, 3, 6, 9, 12 wt% of total polymer)
was prepared in several steps. The blend ratio of PVA
and starch was 80:20 (Table 1). The used total
distilled water was 100 mL. First, an adequate
amount of PVA was dissolved in water for at 90°C
overnight. Separately, corn starch was gelatinized for
10 minutes at 100°C under continuous stirring.
Afterward, gelatinized starch was added to the PVA
solution and continuously stirred for 30 minutes at
70°C. Then, biochar dispersion in distilled water was
ultrasonicated for 30 minutes using an ultrasonic
probe (Bandelin Sonorex) and poured onto the
PVA/starch mixture. The PVA/starch/biochar
mixture was stirred for 30 min to obtain
homogeneous solution in a 600 mL beaker. Citric acid
(25 wt % of total polymer) was added to the solution
and stirred for 10 minutes at 50°C. Finally,
glutaraldehyde (500 pL) was added to the mixture
with holding at 100°C for 5 minutes and the dried at
50°C in a vacuum oven (JEIO TECH/OV-11) for 16
hours. The composites were kept in zip lock
polyethylene bags.

Table 1. The preparation formulation of polyvinyl alcohol
/corn starch/biochar composites

Biochar Citric acid
Ségldpele (vl\D/XOA/o ) ?‘i?tzz)})l (wt % of total  (wt % of total

polymer) polymer)
PSBO 80 20 0 25
PSB3 80 20 3 25
PSB6 80 20 6 25
PSB9 80 20 9 25
PSB12 80 20 12 25

2.3. Characterization of starting materials

The moisture, ash and volatile matter content of
biochar were determined according to the European
Biochar Certificate - Guidelines for a Sustainable
Production of Biochar [34]. The moisture content of
biochar and corn starch were determined by oven
drying at 105°C, while the ash content was
determined by combusting the samples at 550°C in
an oven (Nabertherm LHT 08/18, Germany). The
volatile matter of biochar was examined by heating at
950°C for 7 min in an oven. The results were
calculated according to mass loss of samples.
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2.4. Characterization of biocomposites

All of the samples were characterized using an optical
microscope (Nikon Eclipse LV150N) with 20X
magnification.

Thermogravimetric analyses were carried outon a
TGA Q500 thermogravimetric analyzer (TA SDT 650
Instruments, USA) to assess the relative thermal
stabilities of the composites.

Differential scanning calorimetry (DSC) was also
performed to determine the glass-transition and
melting behavior of the biocomposites using a TA
DSC 25 Instrument (USA). Samples (6-8 mg) were
weighted into standard aluminum pans and then
heated from 20°C to 300°C at a heating rate of
10°C/min under nitrogen atmosphere.

3. Results

The properties of starting materials have great
influence on the final properties of produced
materials. The proximate analyses of biochar and
corn starch were summarized in Table 2. The
moisture, ash and volatile matter of biochar were
found to be 2.75, 1.00 and 25.12%, respectively.
Moreover, the corn starch had 0.15 and 6.04%
moisture and ash content, respectively.

Table 2. Moisture, volatile matter, and ash contents of
biochar and corn starch

Sample Moisture Ash  Volatile matter
P ) (%) (%)
Biochar 2.75 1.00 25.12
Corn starch 0.15 6.04 -

The digital photographs of the neat PVA/starch
composite and  PVA/starch/biochar (PSB6)
composite are given in Figure 1a and 1b, respectively.
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The IR spectra were measured with a Thermo
scientific Nicolet 1550 spectrophotometer at a
resolution of 4 cm-! in the range of 4000-500 cm-1.
The other PSB composites had an appearance like
PSB6 sample (not given). After the biochar addition,
the color of the PVA/starch composite was changed
from white to black. In addition, the thickness of neat
PVA/starch and PSB3 sample were found to be
similar (~5 mm). Further, the thickness of
composites increased with the increment of biochar
addition ratio. The thickness of PSB6 was 5.75 mm
while the thickness was 6.10 and 6.25 mm for PSB9
and PSB12, respectively.

Figure 1. Digital image of (a) neat PVA/starc:h cotﬁposite
(b) PVA/starch/biochar (PSB6) composite

Figure 2 presents the optical micrographs of neat
PVA/starch composite and PVA/starch/biochar
composites with different addition levels. The neat
PVA/starch composite had a relatively smooth
surface containing small bubbles (Figure 2 a). There
was an apparent change in the surface appearance
and topography of the biochar added composites
compared with the neat PVA/starch composite. The
biochar can be clearly specified in the composites
with bright particles which showed a tiny flake-like
appearance. Additionally, the shapes of biochar
particles were irregular with an average particle size
distribution in the range of 70 to 150 pm. Optical
micrographs of the PVA/starch/biochar composites
showed that biochar particles are uniformly
distributed throughout the surface (Fig. 2 b-e).
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Figure 2. Optical micrographs of the surfaces of (a) neat PVA/starch composite and PVA/starch/biochar composites (b)PSB3

(c) PSB6 (d)PSB9 (€)PSB12 (20x)

The FTIR spectra of the initial components (PVA,
starch and biochar) and composites are illustrated in
Figure 3 and the functional groups of composites are
listed in Table 3. The changes in the functional groups
were the evidence of the chemical modifications in
the blends.
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Figure 3. FT-IR spectrum of (a) PVA, starch, and biochar;
(b) PVA/corn starch and PVA/corn starch/biochar
composites
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In the spectra of biochar, the -OH peak centered at
3330 cm! was missing indicating that the biochar
had lower moisture than PVA and starch. The peaks
at 2920 and 2850 cm-! represent the -CHz groups
[35].

There was an increased intensity decrease for
hydroxyl band (3100-3400 cm-!) with the increment
of biochar ratio. The band also became narrower.
This phenomenon is attributed to the good
compatibility of PVA, starch and biochar, as shown in
their increased hydrogen bonding [36]. The other
shifts and slight intensity changes (1645 and 1250
cml) were possibly resulting from intramolecular
and intermolecular bonding between starting
materials. Compared the PSBO in the spectrum with
the PSB3-PSB12, a new peak (1217 cm) appeared
with the incorporation of biochar at 6, 9 and 12 wt %,
while the 3 wt % biochar incorporated sample (PSB3)
had a similar band pattern with PSBO. The peak at
1700 cm'! was due to C=0 functional group and the
peak moved to the low frequency region with the
incorporation of biochar (PSB6-PSB12).

The results revealed that there was a strong
interaction between PVA/starch with biochar
because of the formation of hydrogen bond between
the oxygen-containing groups in biochar and -OH
groups available in either starch or PVA. A similar
result was encountered by other researchers during
the incorporation of graphene to the PVA/starch
blends [9].

Thermal degradation behavior is taken into
consideration as a significant and simple tool to
determine thermal stability of polymer-composites
during thermal processing [43]. TGA analysis curves
of PVA/starch and PVA/starch/biochar composites
are represented in Figure 4. Moreover, 10% weight
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loss temperature (Tda0), 50% weight loss
temperature (Tdaso) and 90% weight loss temperature
(Ta 90) are presented in Table 4. As expected, the
weight loss of PVA/starch composite was higher than
the biochar reinforced composites. Neat PVA/starch
decomposed without solid residue formation while
PSB3-PSB12 biocomposites produced around 4.0-
10.7 and 0.7-1.9% solid residue at 500°C and 900°C,
respectively (Table 4). This consequence indicating
that the biochar may display a condensed phase
flame retardant mechanism [39]. There is an increase
in the residue with increased biochar incorporation
ratio.

——PSBO
PSB3
—— PSB6
PSB9
100 4 \ PSB12
53, 50 -
[«}]
=

400 600 800 1000

Temperature (°C)

0 200

Under gradually increased temperature, the TGA
curves demonstrated that all the biochar reinforced
biocomposites decomposed in a four-step weight loss
process, while PVA/starch composite showed three-
stage degradation. It was observed that higher
moisture adsorption was found in all biochar
incorporated composites. The biochar reinforced
PVA/starch composites decomposed earlier than neat
PVA/starch composite.

Similar results were obtained for bamboo charcoal
loaded polylactic acid composites [29] and sewage
sludge  biochar loaded wood/polypropylene
biocomposites [14].

Figure 4. TGA curves of PVA/starch and PVA/starch/biochar composites

Table 3. Assignment of FT-IR bands for PVA/starch, and PVA/starch/biochar composites

Frequency (cm-1) Assignment
PSB0-PSB3 PSB6-PSB12
1022 1022 C-0 stretching of the glucose ring [2, 37]
1080 1080 C-0-H stretching vibration [38]
- 1217 C-H stretching vibration [39]
1250 1250 CH2 wagging vibration [40]
1374 1374 CH:bending vibration[40]
1420 1420 CH:bending vibrations [40,41]
1645 1645 0-H bending vibration, C=0 asymmetric stretching [40]
1700 1690 C=0 functional group [42]
2985 2985 CHzsymmetric stretching [29]
2940 2940 CH: asymmetric stretching [30]
3100-3400 3100-3400 O-H stretching vibration, free hydroxyl [42]
Table 4. Degradation temperature of PVA/starch, and PVA/starch/biochar composites at residual weight 90% (Ta90), 50%
(Tas0) and 10% (Ta10)
Biochar Vimax at Tmax Charat500 Charat900
Sample ID Content (%) Ta10 (°C) Taso (°C) Taoo (°C) (min % at °C) oC (wt %) oC (wt %)
PSBO 0 75.7 296.7 455.3 3.07 at 424.61 4.07 0
PSB3 3 58.9 136.4 440.2 2.08 at 428.85 6.14 0.68
PSB6 6 59.5 131.4 457.8 1.76 at 431.8 8.31 1.47
PSB9 9 59.9 124.2 499.8 1.81 at427.24 10.72 1.78
PSB12 12 51.8 114.4 431.8 1.63 at431.38 9.95 1.92
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For PSB3-PSB12, the first region at a temperature of
80-150°C is due to the evaporation of water. The
other two steps above 150°C were due to the melting
and degradation of the side chains and main
backbone cleavage of polymer matrix. The final stage
was the thermo-oxidation of carbonized residue. The
starting temperatures of the different decomposition
steps for biochar reinforced biocomposites were
lower than the neat PVA/starch composite.

These findings indicated that the incorporation of
biochar to the PVA/starch matrix can lower the
thermal stability of the biocomposites. This can be
explained by the slight outgassing of CO, COz, and Hz20
from inside due to biochar reduction may finally lead
to a quick breakdown of the PVA/starch matrix [44].
The result was in accordance with the previous

findings reported by Wang et al. [44] on the
graphene oxide loaded poly(vinyl alcohol)
composites.

The results of the DSC analyses are summarized in
Table 5. The PSB3 sample showed approximately
similar behavior with the PSBO sample, which was
also realized in the FT-IR spectrum. Merely, the
addition of 3 wt% biochar increased the glass-
transition temperature (Tg) from 157.81°C to
165.49°C. Tg is highly related to the flexibility of
polymeric segments and thus segmental chain motion
[45]. The increased Tg represents new hydrogen
bond interactions between the polymer matrix and
biochar which may result in the limited mobility of
polymer chains with the incorporation of biochar.
This consequence had an agreement with the study of
Sedaghat et al. [46] for the 2.5 wt% of graphene oxide
incorporated poly (vinyl alcohol)/starch
nanocomposites. As the amount of biochar in the
blend increased from 3 wt% to 6-12 wt% the Tg
decreased. This is probably related to the weakening
of the hydrogen bonding between starch and PVA as a
consequence of addition of higher amount of biochar
as mentioned in the literature for poly(vinyl
alcohol) /starch/graphene  nanocomposites [11].
Moreover, the melting temperature of PSB0O and PSB3
samples were found to be 197°C which were slightly
higher than the other biochar incorporated
composites. Similarly, it was reported that there were
decrease in the Tm of biochar incorporated PVA
composites [28]. Higher values of melting enthalpies
were determined for the 6-12 wt% biochar
incorporated biocomposites as compared to the pure
and 3wt% biochar incorporated samples.

Table 5. DSC results of PVA/starch blend and its
biocomposites containing different amounts of biochar

Sample Tg Tm Heat of melting,
Code Q) Q) AHm (J/g)
PSBO  157.81 197.40 118.33
PSB3  165.49 197.64 84.14
PSB6  141.08 172.12 412.24
PSB9  143.72 177.75 323.83

PSB12  143.07 182.43 366.86
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4., Discussion and Conclusion

PVA/starch/biochar composites were successfully
prepared with a simple method in the presence of
citric acid and glutaraldehyde. The thermal behavior
of the biocomposites was investigated using TGA and
DSC. The biochar incorporation significantly affected
the degradation pattern of PVA/starch composite.
The thermal stability of PVA/starch/biochar
composites was lower compared to that of
PVA/starch composite. It is worth noting that the
glass-transition and melting temperature did not
increase in the composites with biochar content
higher than 3 wt%. Therefore, further studies should
focus on the effect biochar incorporation with lower
ratio and biochar particle size on the properties of
PVA/starch composites.
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Ozet: Bu caligmada Tiirkiye’deki fasulye yetistiriciliginde énemli bir paya sahip
olan Burdur ilinde BYMV (Bean yellow mosaic virus)'iin varhgl arastirilmistir.
Oncelikli olarak bu bolgedeki fasulye iiretim alanlarina siirveyler yapilarak viriis
simptomu sergileyen fasulye yaprak 6rnekleri alinmistir. Toplanan fasulye yaprak
orneklerinde BYMV'nin varlig1 biyolojik ve serolojik olarak arastirilmistir. Arazi
calismalar1 sonucunda; 443 6rnek toplanmis ve biitiin 6rnekler BYMV’'ne spesifik
antiserumlar  kullanilarak double antibody sandwich enzyme linked
immunosorbent assay (DAS-ELISA) yontemiyle testlenmistir. DAS-ELISA testi
sonucunda 443 drnekten 97’sinde (% 21.89) BYMV belirlenmistir. DAS-ELISA testi
sonucunda pozitif reaksiyon veren yaprak oOrnekleri, test bitkilerine inokule
edilmis ve olusan belirtiler degerlendirilmistir. Calismalarin sonucunda Burdur
fasulye tretim alanlarindan alinan yaprak orneklerinde BYMV enfeksiyonlari
saptanmistir.

Determination of Bean yellow mosaic virus (BYMV) in Common Bean Plants from

Burdur Province

Keywords

Bean,

Bean yellow mosaic virus,
Detection

Abstract: In this study, the infection of Bean yellow mosaic virus (BYMV) was
investigated in Burdur province which has a significant contribution bean
production of Turkey. Firstly, surveys were conducted in bean production areas
and leaf samples showing virus like symptoms were collected in the region. The
presence of BYMV in the collected bean leaves was analyzed by biological and
serological methods. A total 443 samples were collected from field and all samples
were tested for BYMV using spesific antiserum in a double antibody sandwich
enzyme linked immunosorbent assay (DAS-ELISA). As a result of DAS-ELISA, 97
out of 443 samples (21.89%) were infected with BYMV. DAS-ELISA positive
samples were later inoculated into indicator plants and their symptoms observed.
As a result of the study, BYMV infections were detected in the leaf samples in bean
growing areas in Burdur province.

1. Giris

Diinyada baklagil

bildirilmektedir [1].

tlrleri
(Phaseolus vulgaris L.) en fazla yetistirilen tiir oldugu
ve yetistirilen baklagillerin
Fasulye diinya genelinde ve
ozellikle subtropik kusakta iiretilmektedir. ve Ege

Tiirkiye ekonomisinde ¢ok o6nemli bir yeri olan
fasulye, yetistirildigi bolgelerde ciftginin 6nemli gelir
kaynaklarindan  birisini  olusturmaktadir. Tim
bolgelerimizde tiretimi yapilmakla beraber fasulye
ekim alanlan en cok I¢ Anadolu bélgesinde yaygin
olup, bunu Karadeniz bolgesi (Samsun, Glimiishane)
bolgesi (Kiitahya, Balikesir, Bursa)
izlemektedir [3]. Bu ¢alismanin yiiritildigi Burdur

icerisinde fasulyenin

%75’ini  kapsadigi

% 78.41'lik

Diinya taze fasulye iiretiminden aldig:
pay ile Cin, ilk sirada yer almaktadir. Bunu sirasiyla
Endonezya (% 3.94), Tirkiye (% 2.94), Hindistan (%
2.93), Tayland (% 1.40) ve Misir (% 1.66) takip
etmektedir [2].

*ilgili yazar: handankilic@isparta.edu.tr
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ili, Akdeniz 1liman iklimi ile i(; Anadolu karasal iklimi
arasindaki gecis bolgesinde yer almaktadir. il, iklim
ve toprak yapist acisindan bir¢cok sebzenin
yetistirilebildigi bir ekolojiye sahiptir. ilin bitkisel
tiretiminin biiyiik bir kismin1 hububat, baklagiller ve
yem bitkileri olusturmaktadir.
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Fasulye, Burdur tarimi i¢in son derece 6nemli ve
ekonomik deger tasiyan en 6nemli iiriinlerden biridir.
Fasulye iretimi yaklastk 30 yildir bolgede
yetistirilmektedir. Son yillarda olduk¢a ivme kazanan
fasulye yetistiriciligi hem acik alanlarda hem de ortii
altinda yapilmaktadir. Yorede hem taze hem de kuru
fasulye tretimi yapilmaktadir.

Fasulye bitkisinde verim ve kalite kayiplarina neden
olan en oOnemli nedenler arasinda hastaliklar
gelmektedir. Diinyada ve Tiirkiye’de fasulye
alanlarinda iretimi sinirlayan ¢ok sayida fungal,
bakteriyel ve viral etmen bulunmaktadir. Viriislere
kars1 etkin bir miicadelenin olmayisi bu hastaliklarin
o6nemini giinden giine daha da artirmaktadir [4].

Baklagil bitkilerini etkileyen 140 tan fazla viriisiin
bulundugu ve en fazla enfekte edilen tiiriin P. vulgaris
L. oldugu bildirilmistir [5]. Diinyada baklagil
bitkilerini etkileyen virlis tiirleri arasinda Bean
common mosaic virus (BCMV), Bean common mosaic
necrosis virus (BCMNV), Bean yellow mosaic virus
(BYMV), Cucumber mosaic virus (CMV), Clover yellow
vein virus (CYVV), Tobacco ve Tomato ringspot virus
(TRSV ve TmRSV), Alfalfa mosaic virus (AMV),
Soybean mosaic virus (SMV) ve Watermelon mosaic
virus. 2 (WMV-2)'nin yaygin olarak gorildigi
bildirilmistir [6].

Fasulye sart mozaik virtisii (Bean yellow mosaic
potyvirus-BYMV) diinyada baklagil yetistiriciligi
yapilan her yerde yaygindir. Potyviridae familyasina
bagh ve Potyvirus cinsine dahil olan BYMV, 750 nm
uzunlugunda 12-15 nm genisliginde esnek ¢ubuk
seklinde partikiil yapisina sahiptir. Linear tek sarmal
RNA genomu igeren viriisiin ¢ok sayida 1rki
bulunmaktadir. BYMV, yaprak bitleri ile non-
persistent yolla tasinmaktadir. Ayrica mekanik olarak
bitki 6zsuyu ile, tarimsal ekipmanlarla ve bazi
baklagillerde ise diisik oranda (% 3) tohumla
tasinmaktadir [7].

Fasulye tretiminde nitelikli olmanin yani sira
dayanikli cesitlerin gelistirilmesi ve bu cesitlerin
tiretim alanlarinda yer alabilmesi icin gerekli
stratejilerin  belirlenmesinde oncelikle yorelerin
bitkilerinin  hastalik  profilinin  belirlenmesine
gereksinim vardir.

Burdur ili Insuyu bélgesindeki fasulye iiretim
alanlarima daha once yapilan siirveylerde fasulye
bitkilerinde gozlemlenen belirtiler ve yogun
yaprakbiti popiilasyonu daha 6nce tespit edilen [8,9]
diger viriislerin yani sira BYMV’nin de bulunabilecegi
diisiincesini dogurmustur. Bu nedenle viriis enfekteli
oldugundan siliphe edilen fasulye bitkilerinden
ornekler alinmis ve BYMV enfeksiyonlarinin varhgi
bu ¢alismada arastirilmistir.

BYMV’nin varliginin arastirilmasi igin serolojik test
yontemi olarak ELISA kullamlmistir. Bu amagla
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fasulye iiretiminin yogun olarak yapildigi alanlarda
slirveyler yapilarak BYMV'nin tipik simptomlarini
sergileyen yaprak ornekleri alinmistir. Virts siipheli
yaprak oOrneklerinde BYMV'niin varligi, yaygin
kullanilan ve rutin testlemelerde tavsiye edilen ELISA
ile ortaya konulmustur. Ayrica indikator bitkilerle
simptomatolojik calismalar ytriitilmuistir.

2. Materyal ve Metot

Bu ¢alismada 2017-2018 yillarinda fasulye yetistirme
sezonu boyunca Burdur ilinin 9 ilgesinde (Merkez,
Bucak, Yesilova, Tefenni, Cavdir, Celtikci, Karamanls,
Dirmil, Kemer) ve bu ilgelere bagh koylerdeki fasulye
liretim alanlarinda slirvey calismalari
gerceklestirilmistir. Strveyler sirasinda mozayik,
lekelenme, yaprak deformasyonu, biiylime geriligi,
yaprakta kivrilma, biikiilme, kabarciklanma, klorotik
ve nekrotik lekeler seklinde viriis benzeri simptomlar
sergileyen bitkilerden 443 yaprak 6rnegi alinmistir.
Aliman yaprak ornekleri polietilen torbalara icerisine
ornegin alindig1 yer, 6rnek alinma tarihi yazilarak
etiketlenmis ve virlis konsantrasyonunda herhangi

bir kaylp yasanmamasi i¢in buz kutularina
konulmustur.
Ornekler serolojik ve biyolojik ¢alismalarin

gerceklestirilecegi zamana kadar Isparta Uygulamal
Bilimler Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Bolimii Viroloji laboratuvarinda bulunan derin
dondurucuda -20 C° de muhafaza edilmistir. DAS-
ELISA testleri Clark ve Adams [10]' in o©nerdigi
sekilde yiiriitiilmiistiir. Serolojik ¢calismalarda Loewe
firmasindan (Loewe, Almanya) temin edilen BYMV’'ne
spesifik ELISA kitleri kullanilmistir.

Fasulye iiretilen alanlardan alinan ve sergiledigi
belirtilere gore viriisle enfekteli oldugu tahmin edilen
443 yaprak oOrneginin tamami DAS ELISA ile
testlenmistir. Yapilan testlerde ornekleri
karsilastirmada ELISA Kkiti icerisinde bulunan negatif
ve pozitif kontroller kullanilmistir. Reaksiyonu
takiben ilk 30 ve 60 dakikadan sonra oérnekler 405
nm dalga boyundaki ELISA okuyucuda (Versamax)
okunmustur. Negatif absorbans degerinin iki kati ve
daha fazlasi absorbans degerine sahip olan
orneklerde enfeksiyon pozitif olarak
degerlendirilmistir [11].

BYMV'niin  test  bitkilerindeki  simptomlarim
belirlemek amaciyla mekaniksel inokulasyon
calismalar1 gerceklestirilmistir. ELISA testlerinde
BYMV pozitif oldugu belirlenen bitkilerin taze bitki
dokular1 mekaniksel inokulasyon c¢ahsmalarinda
kullanilmistir.  Yapilan inokulasyon c¢alismalarinda
steril havan ve havan eli, fosfat tampon ¢ozeltisi (250
mlt i¢cin 0.01 M KH2P04 ve 0.01 M NA:P04-12H20,
pH; 7.2) %0.1 mercaptoethanol, karborandum tozu,
tiilbent bezi ve cesme suyu kullanilmistir.

DAS-ELISA Testi su sekilde uygulanmistir.
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1. ELISA pleytinin kuyucuklari viriise spesifik antikor
ile kaplanarak bir gece +4 C°de buzdolabinda
bekletilmistir.

2. Kuyucuklar yikama tamponu (PBS-Tween 20
Buffer) ile 3 kez yikanmistir.

3. Daha onceden ezilen ve ependorf tiiplerinde
bekleyen ornekler her cukura 200’ er pl olacak
sekilde ilave edilmis ve +4 (C°de bir gece
bekletilmistir.

4. Pleytler hizli bir sekilde ters gevrilerek ornekler
bosaltilmistir. 3 kez yikama tamponu ile yikanmistir.

5. Yikama isleminin ardindan c¢ukurlara Konjugat
Buffer (1:5 oraninda seyreltilmis ECL Buffer)
icerisinde 1:100 oraninda sulandirilarak hazirlanan
konjugat (alkalen fosfataz) ELISA pleytinin her
¢ukuruna 100 pl ilave edildikten sonra 37 °C de ) 4-5
saat inkiibasyona birakilmistir.

6. Inkiibasyonun ardindan pleytler ters cevrilerek
bosaltilmistir. Daha o6nce oldugu gibi 3 kez
yikanmistir.

7. Yikama isleminin ardindan ¢ukurlara Substrat (4-
nitrophenylphosphate) eklenerek oda sicakliginda
15-20 dakika inkiibasyona birakilmistir.

8. Inkiibasyon siiresinin  ardindan  ELISA
okuyucusunda 405 nm dalga boyunda
degerlendirilmistir. 405 nm dalga boyunda okunan
degerlere gore saghikli kontrol degerinin iki kati ve
daha fazlasi deger veren 6rnekler pozitif olarak kabul
edilmistir [9].

3. Bulgular

Fasulye iiretim alanlarina yapilan siirveyler sirasinda
bitkilerde yaygin olarak yapraklarda mozayik,
sararma, sekil bozuklugu, bodurlasma gibi viris
benzeri simptomlar gézlenmistir (Sekil 1).

' fhoe

0 . S ¥ 4
beneklenme, mozayik ve sekil bozuklugu

Sekil 1. Klorotik
belirtileri

Ayrica  kolorimetrik  degerlendirmede  pozitif
reaksiyon veren orneklerin bulundugu ¢ukurlarda
sar1 renk olusumu gozlenmistir.

45

DAS ELISA testi sonuglarina gore; 443 stipheli yaprak
orneginin 97’si (%21.89) BYMV ile enfekteli olarak
belirlenmistir.

Ornek alinan farkli lokasyonlardaki BYMV enfeksiyon
oranlar1 goz oniine alindiginda, Yesilova ilgesinin test
edilen 6rneklerdeki % 77.77’lik bulasiklik oraniyla ilk
sirada yer aldig1 goriilmektedir. Bunu % 61.53’liikk
oranla Karamanl, % 60’la Kemer, % 35.71’le Bucak,
% 20 ile Cavdir, % 17.85le Celtik¢i, % 16.88'le
Burdur merkez ve % 13.04 ile Tefenni ilgesinden
alinan o6rnekler izlemektedir. Dirmil ilgesinden alinan
fasulye yaprak orneklerinde ise BYMV enfeksiyonu
saptanmamustir (Tablo 1).

DAS- ELISA testleri sonucunda BYMV ile bulasik
oldugu saptanan ve yiiksek absorbans degerine sahip
yaprak dokular1 ile mekaniksel inokulasyon
calismalar yiritilmistiir. Bu ¢alismalarda baz test
bitkilerinde gelisen belirtiler Tablo 2."de verilmistir.
Test  bitkilerinde  gozlenen bazi  belirtiler

fotograflanmistir (Sekil 2).

Sekil 2. BYMV ile inokule edilen tiitiin ve fasulye bitkisinde
gelisen mozayik belirtileri

Tablo 1. Fasulye yaprak orneklerinin alindig1 yerler ve
BYMV ile bulasiklik oranlar

Ornek Alnan | Test BYMV Bulagsiklik
Yer Edilen Oram (%)
Ornek
Sayisi
Burdur Merkez | 308 52 16.88
Bucak 14 5 35.71
Yesilova 18 14 77.77
Tefenni 23 3 13.04
Cavdir 20 4 20.00
Celtikei 28 5 17.85
Karamanl 13 8 61.53
Dirmil 9 - -
Kemer 10 6 60.00
Toplam 443 97 21.89
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Tablo 2. Mekaniksel inokulasyon c¢ahsmalarinda
gozlemlenen belirtiler
Tiirkce Ad1 Bilimsel Ad1 BYMV
Titin Nicotiana rustica
Mo

Fasulye Phaseolus vulgaris Mo, Def KL

Ac1 Bakla Lupinus sp Mo, Def,

Soya fasulyesi Glycine max Mo, Def,

Chenopodium i
Kazayag1 amaranticolor

Mo: Mozayik, Def: Deformasyon, K: Kloroz, N: Nekroz, Kab:
Kabarcik olusumu, KL: Kloroz.

4. Tartisma ve Sonug¢

Tarimsal tretim icin uygun iklim ve sulama
kosullarina sahip olan Burdur yoéresinde sebze
cesitliligi oldukca fazladir. Bu durum bir¢ok hastalik
ve zararll etmenin gorlilmesini kaginilmaz
kilmaktadir.

Tim kiltiir bitkilerinde oldugu gibi sebze iiretim
alanlarinda da sorun olan ve ekonomik kayiplara yol
acan etmenlerden biri de viriislerdir. Viral etmenlerle
kimyasal bir miicadele yolunun bulunmayisi,
vektorler vasitasiyla uzak ve genis alanlara yayilma
potansiyelinin yiiksek olusu ve yetersiz ve etkisiz
vektor miicadelesi nedeniyle viriis hastaliklar1 tarim
tiriinlerinde giderek artan bir 6nem kazanmaktadir.

Ulkemizde insan beslenmesinde tahillardan sonraki
en biiyiik paya sahip olan fasulye yetistiriciliginde
sorun olan viris enfeksiyonlarimin bir kismi
belirlenmistir [12, 13, 14]. Fasulye yetistiriciligi
acisindan oOnemli bir paya sahip olan Burdur
yoresinde fasulye iiretimine etki eden bazi viral
etmenlerin  saptanmasina  yonelik  ¢alismalar
mevcuttur [8, 9]. Ancak diinyadaki fasulye iiretim
alanlarim tehdit eden ve ekonomik anlamda biyiik
kayiplara neden olan BYMV iilkemizde fazlaca ele
alinmamistir. Yaprak bitleri ile etkili bir sekilde ¢ok
genis alanlara kolayca tasinabilen bir viriis olmasi
BYMV’niin 6nemini daha da arttirmaktadir.

Bu calismada Burdur merkez ve Bucak, Yesilova,
Tefenni, Cavdir, Celtik¢i, Karamanli, Dirmil ve Kemer
ilcelerindeki fasulye iiretimi yapilan alanlarda
mozayik, sarama, sekil bozukluklari, bodurlasma gibi
viriis belirtileri gézlenmis ve yaprak érnekleri bu tarz
belirtilere sahip olan bitkilerden alinmistir [12, 15,
16, 17]. Yaprak orneklerinde BYMV'niin tanilanmasi
biyolojik ve serolojik yontemlerle gerceklestirilmistir.
Simptomlu 443 yaprak 6rnegi DAS-ELISA ydntemiyle
testlenmis ve 6rneklerin 97’sinin (% 21.89) bu viriis
ile bulasik oldugu belirlenmistir.
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Daha once yapilan c¢alismalarda da DAS ELISA
yontemi kullanilmis ve degisen oranlarda bulasiklik
degerleri belirlenmistir [6, 11, 18, 19].

Mekaniksel inokulasyon calismalarinda BYMYV, tiitiin
tirlerinden sadece Nicotiana rustica’da hafif
mozayige yol acarken fasulye, act bakla ve soya
fasulyesinde mozayige ilaveten, yapraklarda sekil
bozuklugu meydana  gelmistir. ~ Chenopodium
amaranticolor bitkisinde herhangi bir belirti elde
edilememistir. Daha o6nce yapilan c¢alismalarda
fasulye viriislerinin bitkide genellikle karisik
enfeksiyonlar halinde bulundugu ve simptomatolojik
calismalarda farkl belirtiler olabilecegi bildirilmistir
[20].

Sharma ve ark. [11] BYMV'nin mekaniksel
inokulasyonu sonucunda fasulye bitkisinde sari
mozayik, deformasyon ve daha sonra bodurluga yol
actigini ifade etmislerdir. Bu calismada elde edilen
simptomlar daha o6nce yapilmis c¢alismalarla
paralellik arz etmektedir. Enfekteli bitkilerde ortaya
¢ikan belirtiler viriislerin 1rkina, fasulye cesidine,
ortam kosullarina ve bitkinin enfekte oldugu déneme
gore degismektedir. Kullanilan fasulye tiirlerinin
tolerant ya da hassas olmasi simptoma etki
etmektedir. Bazen de kullanilan bitki simptomsuz
tasiyict  olabilmektedir. Bu nedenle mekaniksel
inokulasyon yonteminin tek basina kullanimi
yanilglya yol agabileceginden tanilama c¢alismalari
daha duyarl bir yontem olan DAS ELISA testleri ile
desteklenmistir.

BYMV'nin varligt hem serolojik hem de biyolojik
yontemlerle ortaya konarak, fasulye yetistiriciligini
sinirlayan ve etkin miicadele yontemi bulunmayan
BYMV'nin Burdur bélgesindeki tretim alanlarinda
varligi saptanmistir. Bundan sonra yiritilecek
calismalarda, BYMV'nin karakterize edilmesi ve
irklarinin ortaya konularak aralarindaki farkliliklarin
saptanmasi gerekmektedir. Ayrica, bu viriisin
vektori olan yaprak bitlerinin ve yoredeki
populasyon durumlarinin belirlenerek bunlara karsi
kullanilabilecek uygulamalarin da ortaya konulmasi
gerekmektedir.

Burdur'da yetistirilen fasulye iiretim alanlarinda
BYMV’niin varliginin ilk kez ortaya konuldugu bu
arastirma sonuglar1 daha sonraki calismalara isik
tutacaktir. Fasulye bitkilerini viriis hastaliklarindan
korumada etkili bir strateji olan dayamklilik
calismalarina agirlik verilmelidir. Boylece kimyasal
miicadelesi yapilamayan ve fasulye bitkisinde zararl
olan BYMV’'nin daha etkili bir sekilde kontrol altina
alinabilmesi s6z konusu olabilecektir.
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Ozet: Bu calismada dogal materyal olan kirmizi sogandan karbon kuantum
noktalar1 sentezlendi. Karbon kuantum noktalarin yapisti XRD ve FTIR
spektrumlar1 ile belirlendi. Boyut ve yiizey yiki analizleri yapildi
Karakterizasyonu yapilan karbon kuantum noktalarin fotofiziksel o6zellikleri
arastirlldi. Daha sonra fotofiziksel ozellikleri iizerine konsantrasyon, pH ve
sicakligin etkisi incelendi. Konsantrasyon ¢alismalar1 ile uygun g¢ézeltinin 250
ul/4950 pl saf su karisimi oldugu belirlendi. Bu konsantrasyonda yapilan pH
calismasi ile karbon kuantum noktanin pH degeri ve sicaklik arttik¢a floresans
ozelliginin azaldig1 ve uzun zaman araliginda (3 ay) kararliligin1i korudugu
gozlendi.

Synthesis of Carbon Quantum Dots from Red Onions and Analysis of

Photoluminescence Properties

Keywords

Karbon quantum dots,
Photoluminescence,
Absorption,
Fluorescence

Abstract: In this study, carbon quantum dots were synthesized from a natural
material which is red onion. Structure of carbon quantum dots was determined by
XRD and FTIR spectra. Analysis of size and surface load was performed. The
photophysical properties of characterized carbon quantum dots were investigated.
Then, the effect of concentration, pH and temperature on the photophysical
properties of the carbon quantum dots sample was investigated. Concentration
studies indicated that the appropriate solution was a mixture of 250 pl / 4950 ul
pure water. With the pH study performed at this concentration, it was observed
that fluorescence feature decrease as pH value and temperature increases of the
carbon quantum dots and it maintained its stability over a long period of time (3
months).

1. Giris

Karbon nano noktalar, floresans nanopartikiillerin en
yeni smnifin1 olusturmakta olup kuantum nokta
ailesinin yeni iiyesi olarak goriilmektedir [1]. Karbon
nanonoktalar ilk defa preperatif elektroforez ile tek
duvarh karbon nanotiiplerin saflastirilmasiyla [2] ve
daha sonra grafitin lazer ablasyonu ile elde edilmistir
[3]- Karbon kuantum noktalar yilizeyinde ¢ok fazla
fonksiyonel gruplar bulunan, karbonizasyon derecesi
degistirilebilen karbon materyalidir. Karbon noktalar
optik ve kimyasal 6zeliklerinden dolay1 ¢ok biiytik ilgi

Karbon kuantum noktalarin sentezinde farkh cikis
bilesikleri ve yontemlerle yapilabilmektedir. Son
zamanlarda karbon nokta yapilarinin sentezinde
dogal materyallerin kullanimi yaygindir. Dogal
karbon kaynag olarak pek c¢ok bitki, meyve ve farkl
organik materyaller kullanilabilmektedir. Bu organik
materyallerden elde edilen kuantum verimleri Tablo
1’de gosterilmistir.

Karbon kuantum noktalar, geleneksel yar iletken

gF’)rmekte ve elekrc.)kataliz,“ biyo-gé')riintiile:me, kuantum noktalarin yerine aday gosterilmekte ve
k%myasal-s?ns.or, biyo-sensor, nanomedlkal, disiik toksisite, kimyasal inertlik, suda ¢6ziinebilme,
biyomolekiil/ilag  salmimi, 151k sacan  diyotlar, biyouyumluluk, kolay fonksiyonellestirme ve cesitli

fotokatalizor olarak genis bir kullanim alanina
sahiptir [4-7]. Ayrica lazerler, optoelektronik arag
uygulamalar1 gibi alanlarda da umut verici
uygulamalari bulunmaktadir [8,9].

*ilgili yazar: abdullahbicer@akdeniz.edu.tr
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fotoliiminesans o6zeliklerinden dolay: gelecekte nano-
ara¢ uygulamalarinda kullanim alanina sahip olacag:
disiiniilmektedir [10,11].
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Tablo 1. Dogal materyallerden elde edilen karbon
noktalarin kuantum verim karsilastirmasi

Karbon Kaynag Kuar}tufn Referans
verimi

Inek Giibresi 65 [19]
Jinhua Bergamot 50,78 [19]
ipek Kozasi 38 [19]
Atik Portakal Kabugu 36 [27]
Jelatin 31,6 [21]
Elma Suyu 26 [19]
Portakal Suyu 26 [17]
Bal 19,8 [19]
Karides Yumurtasi 18,5 [19]
Sarimsak 17,5 [19]
Lahana 16,5 [19]
Yumurta Kabugu 14 [19]
Ipek Béceginden Elde

Edilen ipei 139 [13]
Konjak Unu 13 [19]
Soya Fasiilyesi 13 [19]
Arn Polenleri 12,8 [19]
Siit 12 [23]
Sac 11,1 [28]
Aloe Yaprag: 10,37 [14]
Lici (Lychee) Tohumu 10,6 [19]
Fistik Kabugu 9,91 [20]
Yumurta 8 [28]
Kis Kavunu 7,51 [12]
Karpuz Kabugu 7,1 [19]
Pomela Kabugu 6,9 [5]
Cilek Suyu 6,3 [7]
Cimen 6,2 [29]
Patates 6,14 [19]
Sogiit Agaci Kabugu 6 [26]
Seker Kamisi Suyu 5,76 [28]
Nescafe Kahvesi 5,5 [19]
Un 54 [26]
Ekmek 4,5 [19]
Muz Suyu 4,27 [19]
Mango 3,92 [19]
Kahve Telvesi 3,8 [19]
Tiitiin 3,2 [19]
Uziim Yapragi 3,1 [19]
Tatl Patetes 2,8 [19]
Soya Siiti 2,6 [24]
Arap Sakizi (Gam arabic) 0,9 [18]
Mum Kurumu 0,51 [25]
Kandil Isi 0,019 [15]

2. Materyal ve Metot

Deneysel calismalarda kullanilan kirmizi kuru sogan
yerel marketten temin edilmistir. Sentezlenen karbon
kuantum noktalarin yapisal 6zellikleri PANalytical
Empyrean X-Ray Difraktometresi ile, yiizeyindeki
fonksiyonel = gruplar ~ Mattson 1000  FTIR
Spektrometresi ile, partikiil boyutu ve yilzey yiki
Zetasizer Nano Series cihazi ile belirlendi.

Absorpsiyon o6lciileri Perkin Elmer Lambda 35
UV/VIS Spektrometre ile floresans yasam omrii PTI
TM3 Time Master Spektroflorimetre ile ve floresans
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kuantum verimi Shimadzu RF-5301 PC

Spektroflorimetresi ile elde edildi.
2.1. Karbon kuantum noktalarin sentezi

Sentez i¢in yerel pazardan temin edilen kirmizi renkli
soganlar kabuklariyla birlikte rondodan gegirildi. 50
gram kirmizi sogan sivi azot ile birlikte d6viildii ve 50
ml su ilavesi ile 8 saat 133 °C otoklavda bekletildi,
sonrasinda otoklavdan alinan madde siiziilerek, 0.22
pum inceligindeki membrandan gegirilerek stok
cozeltileri hazirlandi[29,30].

Hazirlanan karbon kuantum noktalarin, floresans
kuantum verimleri (®f) Parker-Rees metoduyla
belirlendi. Bu metodun en 6nemli 6zelligi, fotofiziksel
ozelligi iyi belirlenmis bir floresans bilesige gore
kuantum verimlerinin belirlenmesidir. Parker-Rees
denklemi (1) de gdsterilmistir.

o, (DS/Dr) (n?/nz) (- 10‘0Dr/1 _ 1g-o0my )

D5 =

Burada ®s ve ®: sirasiyla, numune ve referansin
floresans kuantum verimi; Dsve Dy, sirasiyla numune
ve referansin diizeltilmis floresans spektrumu
altindaki alanlar;; ns ve nr sirasiyla numune ve
referansin ¢oziiclsiinin kirilma indisi; ODs ve ODr,
sirasiyla numune ve referansin uyarilma dalga
boyunda 6lgiilen optik yogunlugudur [31].

Karbon kuantum nokta numunelerinin floresans
yasam omrii, stroboskopik dedektdrle ¢alisan Time
Master Laser sistemi ile belirlenmistir. Floresans
yasam Omri, bir bilesigin veya ilgilenilen tiiriin
uyarilmis elektronik hallerde harcadigi zaman
seklinde tanimlanir. Floresans yasam dmrii denklem
(2) de gosterilmistir.

1

o kIC +kISC +kr

(2

Burada; tr floresans yasam omri, kic i¢ doniisim
olayinin hiz sabiti, kisc sistemler arasi gecis olayinin
hiz sabiti ve kr radyasyonlu gegisler i¢in hiz sabitidir.
Karbon kuantum noktalarin partikiil boyutu icin
hacme dayali hesaplanan sonuglar kullanilarak
partikiilin sekli kiire kabul edilip tane boyutu

hidrodinamik ¢ap olarak verilmistir. Olgiimler
Zetasizer cihazinda 25°C sicaklikta, i¢ kez
tekrarlanmistir. Sonuglar dlglimlerin  ortalamasi

seklinde verilmistir [32].
3. Bulgular

Kirmiz renkli soganlardan elde edilen numunelerde,
karbon kuantum noktalarin varligini kanitlamak
amaciyla XRD spektrumu alindi (Sekil 1). XRD
spektrumunda olduk¢a siradan bicimde amorf
karbon dizilimiyle ilgili olarak ~20°ve ~38°de iki
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genis pik bulunmaktadir. Merkezi genis bir pikin
goriilmesi karbon kuantum nokta yapisinin varligini
gostermektedir. Karbon kuantum noktalarin zayif
kristal yapisi, daha fazla oksijen igeren fonksiyonel
gruplarin varligini géstermektedir.

800 -
_
=
z
= 6004
=
=
w-w
400 4
L) L) L) L L L)
10 20 30 40 50 60 70
20

Sekil 1. Karbon kuantum nokta yapisinin XRD spektrumu

Karbon kuantum nokta yiizeyindeki fonksiyonel
gruplart belirlenmek i¢in FTIR analizi yapildi. Bu
amagla hazirlanan karbon kuantum nokta numunesi
etlivde 4 giin bekletilerek tamamen kurutuldu ve KBr
ile peleti hazirlanarak ol¢iimii alind1 (Sekil 2). FTIR
spektrumunda 3237-3550 cm! arasinda O-H ve N-H,
3237 cmV’de aromatik C-H, 1638 cm-""de C-O-N, 1616
cm-tde C=C, 1078 cm-*’de C-O-C ve 619 cm-"de ise C-
X gerilme titresimleri go6zlenmistir. Bu gerilme
titresimlerinden, karbon kuantum noktalarin
yuzeyinde -OH, -NH ve C-X gruplarinin oldugu
goriilmekte olup su icerisinde ¢ozlniirliginin de
yiiksek olmasi ile biyomolekiilleri baglanmasi i¢in
baglayici (linker) olarak kullanilabilecegi

belirlenmistir.

250 pl karbon nokta/4950 pl saf su olacak sekilde
hazirlanan ve pH degeri 4,85 olarak o6lciilen karbon
kuantum nokta numunelerinin ortalama partikiil
boyut oOlciimleri oda sicaklikginda ¢ kez
tekrarlanmistir. Sonuglar Odlglimlerin  ortalamasi
seklinde Sekil 3 ve Sekil 4’te verilmistir. Parafilm
referans alinarak (karbon igerigi en fazla olan
referans oldugu icin secilmistir) yapilan o6lciimde
partikil boyutu 8,21 nm olarak belirlenmistir.
Partikiil boyutu genellikle 10 nm altinda oldugundan
bulunan bu deger literatiirle olduk¢a uyumludur [4].
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Sekil 3. Karbon kuantum nokta yapilarinin partikiil boyut
grafigi
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Sekil 4. Karbon kuantum nokta yapilarinin partikiil 6l¢limii
istatistikleri

Zeta potansiyeli, molekiiliin etrafindaki elektriksel
cift tabaka sonucu olusan yiiklerden meydana
gelmektedir. Elektriksel c¢ift tabaka taneciklerin
birbirini itmesine sebep olur ve bdylece taneciklerin
bir araya gelerek c¢okelmesini Onler. Boylece zeta
potansiyelinin ytliksek olmas1 sistemin kararligina
onemli katki saglamaktadir [32].

Sentezlenen karbon noktalarin yiizey yiiklerinin
belirlenmesi zeta potansiyelinin hesaplanmas ile
gerceklestirilmistir. Zeta potansiyel degeri kararl
emilsiyon ve silispansiyon Ol¢imi i¢in dnem
tasimaktadir. Zeta potansiyelinin +25 mV’un istiinde
veya -25 mVun alunda bulundugu degerler
emiilsiyon ve siispansiyonlarin kararli oldugu bolgeyi
gostermektedir. Eger bu degerler arasinda degil ise
kararsizdir ve Dbdylelikle kolloidal sistemler
topaklasarak c¢okelme egilimindedir [33]. Karbon
nokta yapinin zeta potansiyel degerleri Sekil 5'de
verilmistir. Karbon nokta yapinin yilizey yiki
Parafilm referans alinarak yapilan 6lciimde -9,66 mV
olarak bulunmustur. Bu deger, +25 mV-(-25 mV)
araliginda olup sentezlenen karbon nokta yapilarinin
kararli oldugunu gostermektedir. Karbon nokta
yapilarin yiizeyindeki NHz ve OH gruplarindan dolay:
negatif yiik olusmaktadir [5].

zeta potansiyel dagihm

Toplam say1
g
g

-200 -100 0 100 200

zeta potansivel (mV)

Sekil 5. Karbon kuantum nokta yapilarinin zeta potansiyeli
dagilim grafigi
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Karbon kuantum nokta yapisinin (250 pl karbon
kuantum nokta/4950 pl saf su) zeta potansiyeline
pH'nin etkisi incelenmistir (Sekil 6). pH 2,80-11,00
araliginda degistirildiginde zeta potansiyel ylikiiniin
9,64 mV'tan -19 mV’a indigi gozlenmistir. Karbon
kuantum nokta numunesinin izoelektronik pH
degerinin 3,76 oldugu goriilmektedir. pH=3,76’dan
daha diisiik degerlerde karbon kuantum nokta
ylzeyinin  pozitif —pH=3,76'dan daha biiyiik
degerlerde ise ylizeyinin negatif yiiklii oldugu tespit
edilmistir. Bu durum zeta potansiyeli degisimi ile
karbon kuantum nokta yapisinda protonlama ve

deprotonlama  mekanizmasinin var  oldugunu
gostermektedir [13].
H pH Zeta Potansiyeli
15 P 2,8 9,64
4,85 -114
10 11 -19
= 5
2
2 0
g 2 4 6 8 10 12
a -5
il
& -10
-15
-20
-25

Sekil 6. Zeta potansiyeli ile pH arasindaki iliski

Karbon kuantum nokta yapisinin (250 pl karbon
kuantum nokta/4950 pl saf su) pH (2.0-14.0)
degerlerine kars1 floresans siddeti degisimi
incelendiginde pH ‘ya bagh olarak floresans
siddetinin azaldig1 gorilmektedir (Sekil 7). Bu durum

karbon kuantum nokta yapisimin yiizeyindeki
fonksiyonel gruplarin deprotonlanmasindan
kaynaklanmaktadir [13].
450
= 400 o
£ 35 ™\
3 300 AW
::_'.- 250 \
‘é 200 \
2 150 \
§ 100 \
. Y
50
0 T T 9
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Sekil 7. Karbon kuantum noktanin floresans siddetiyle pH
iligkisi

XRD ve FTIR 6lciimleri ile yapisi aydinlatilan ve zeta
potansiyeli ile boyutlar1 ve yiizey yikii belirlenen
karbon kuantum nokta numunesinin optiksel
karakterizasyonu i¢in oda sicakliginda absorpsiyon
spektrumlar1 alinmistir (Sekil 8). 280 nm’de - 7 *
gecislerinden kaynaklanan Kkarakteristik karbon
kuantum nokta piki gozlenmistir. Bu durum elde
edilen numunelerde karbon kuantum noktanin
varhigini desteklemektedir [34].
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Sekil 8. Sentezlenen karbon kuantum nokta yapisinin saf su
icerisindeki absorpsiyon spektrumu

Absorpsiyon spektrumu belirlenen karbon kuantum
nokta oOrnegi icin oda sicakliginda farkli uyarma
dalgaboylarinda floresans 6l¢iimleri alinmistir (Sekil
9).

— 330 NM
= 340 NnM
s 350 NM
= 360 NM
s 370 NM
= 380 NM
s 390 NM
s 400 NM
= 410 NM
420 nM
430 NM

440 nm
s 450 nm
s 460 NM
— 470 NM
480 NM
s 490 NM
e 500 NM
= 510 NM
= 520 NnM
s 530 NM
600 === 540 nm

Floresans Siddeti (S.B.)

450 500
Dalgaboyu (nm)

Normalize Floresans Siddeti

Dalgaboyu (nm)

Sekil 9. Karbon kuantum nokta yapisinin saf suda farkl
dalga boylarindaki floresans spektrumlari (a) ham (b)
normalize.

Karbon kuantum noktalarin su icerisinde farkh dalga
boylarindaki floresans spekturumu Sekil 9’da
gosterilmistir. Uyarma dalgaboyunun 330 nm’den
540 nm’ye (10’ar nm) kademeli olarak artirilmasiyla,
floresans bant maksimumlarinda 426 nm’den 560
nm’ye kirmiziya kaymalar gozlenmistir (Sekil 9b).
Uyarma dalgaboylar1 340 nm’den 370 nm'ye
artirlldiginda floresans siddetinde siirekli olarak bir
artis, 380 nm ve sonrasinda ise floresans siddetinde
bir azalma oldugu gozlenmistir. Ayrica, elde edilen
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karbon kuantum nokta icin en siddetli floresans
pikinin 370 nm’de oldugu goriilmektedir. Uyarma
dalgaboyu  degistirilerek  floresans  6zelliginin
ayarlanabilir ~ olmasi,  partikiillerin  ylizeydeki
kusurlar1 ve farkli boyutlardaki partikiillerin optik
seciminden kaynaklanabildigi bilinmektedir [35].

Elde edilen karbon kuantum noktalarin sulu
¢ozeltilerinin giin 15181 altinda ve UV 1sik altindaki
goriintiileri Sekil 10’da verilmistir. Karbon kuantum
noktalarin giin 1s181nda solgun sar1 renkte ve UV 15181
altinda parlak mavi floresans yaydig, ayrica karbon
kuantum noktalarin giin 1s18inda saydam oldugu
gorilmektedir.

(a)

Sekil 10. Karbon kuantum nokta yapisinin saf sudaki (a)
giin 15181 (b) UV 151k altindaki goriintiisi.

Absorpsiyon ve floresans dlglimleri alinan kuantum
nokta numunesi i¢in fotofiziksel parametreler de
hesaplandi. 350 nm uyarma dalgaboyunda alinan
floresans spektrumuna ait alan Kkullanilarak (1)
esitligi yardimiyla kuantum nokta numunesinin
floresans kuantum verimi (@) 23 ve floresans yasam
omri (t) 2,582 ns olarak belirlenmistir. Hesaplanan
kuantum verimi, Tablo 1'de belirtilen farklh
kaynaklardan elde edilen karbon kuantum nokta
yapilarinin  kuantum verimleriyle kiyaslandiginda
kuantum veriminin oldukea iyi oldugu goériilmektedir.

Absorpsiyon ve floresans spektrumlar1 ile optik
ozellikleri  belirlenen karbon kuantum nokta
numunesi  icin  spektral  o&zellikler {izerine
konsantrasyonun etkisi incelenmistir. Bu amagla
hazirlanan stok c¢o6zeltiden 50-300 pl arasinda
degisen miktarlarda alinarak elde edilen yeni
konsantrasyonlardaki cozeltilerin oda sicakliginda
absorpsiyon ve floresans olglimleri alinmistir (Sekil
11 ve Sekil 12).

1.5

1.0 4

Absorbans

0.0
200

300 400
Dalgaboyu (nm)
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Sekil 11. Farkl konsantrasyonlardaki karbon kuantum
nokta yapisinin saf sudaki absorpsiyon spektrumlari.
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Sekil 12. Farkll konsantrasyonlardaki karbon kuantum
nokta yapisinin saf sudaki floresans spektrumlari (Aexc= 360
nm).

Sekil 12'de gorildigii gibi tim karbon nokta
cozeltileri yaklasik 440 nm emisyon dalga boyu
civarinda floresans gostermektedir. Ayrica, karbon
nokta miktar1 arttikca genel olarak floresans
siddetinin de arttig1 gozlenmistir.

Konsantrasyon calismasi sonucunda en iyi floresans
ozellik gosteren c¢ozeltinin 250 pl karbon kuantum
nokta/4950 pl saf su karisimi oldugu belirlendikten
sonra sistem tlizerine pH'nin etkisi tartisilmistur.

Asidik pH degerleri 0,1 M HCI ¢ozeltisi ve bazik pH
degerleri ise 0,1 M NaOH ¢ozeltisi ile ayarlanmistir.
Bu ayarlamalar yapilmadan 6nce ¢ozeltinin pH s1 4,85
olarak ol¢tlmistiir. Farkli pH araliklarinda (pH=2-
14) c¢ozelti icin absorpsiyon ve floresans olglimleri
alinmistir (Sekil 13 ve Sekil 14). Bu spektrumlarda
goriildiigi gibi kirmizi sogandan elde edilen karbon
nokta yapisiyla hazirlanan ¢dzeltilerin asidik pH
degerlerinde (pH=2-6) hem absorpsiyon hem de
floresans siddeti yiiksekken bazik pH’lara dogru
gidildikce siddetlerde azalmalar gzlenmistir.

— pH=2

= pH=4

e pH=4,85 saf hali
pH=6

m— pH=8

e pH=10

s pH=12

— pH=14

Absorbans

0,0

300 400

Dalgaboyu (nm)

500

Sekil 13. 250 pl karbon kuantum nokta/4950 pl saf su
cozeltisinin  farkh pH degerlerindeki absorpsiyon
spektrumlari.
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Floresans Siddeti (S.B.)

450 500
Dalgaboyu (nm)
Sekil 14. 250 pl karbon kuantum nokta/4950 pl saf su

¢ozeltisinin farkli pH degerlerindeki floresans spektrumlari
U\exc= 360 nm).

400 550

Karbon nokta numunesinin fizyolojik pH’ya yakin
degerlerde (pH=6) iyi bir foto stabiliteye sahip olmasi
ve yiiksek floresans emisyon gostermesi biyo-
goriintilleme uygulamalarinda kullanilabilirligini
gostermektedir [35].

Farkli pH araliklarinda (pH=2-14) hazirlanan
cozeltilerin giin 15181 ve UV 151k altindaki goriintiileri
Sekil 15’de verilmistir.

Sekil 15. 250 ul karbon kuantum nokta/4950 pl saf su
¢ozeltisinin farkli pH degerlerinde giinisig1 (iistte) ve UV
151k (altta) altindaki gértniimleri

En iyi floresans ozellik gosteren 250 pl karbon
kuantum nokta/4950 pl saf su karisimi iizerine
sicakligin etkisi de incelenmistir. Bu amacla farkh
sicaklik  araliklarinda  (0-100°C)  ¢ozelti icin
absorpsiyon ve floresans olgtimleri alinmistir (Sekil
16 ve Sekil 17).
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Sekil 16. 250 pl karbon kuantum nokta/4950 pl saf su
¢ozeltisinin farkh sicakliklardaki absorpsiyon spektrumlar:
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Sekil 17. 250 pl karbon kuantum nokta/4950 pl saf su
¢ozeltisinin farkh sicakliklardaki floresans spektrumlari
(}\exc= 360 nm)

Sekil 16’da goriildiigi gibi karbon kuantum nokta
¢cOzeltisinin  absorpsiyon  spektrumu  sicaklik
degisiminden olduk¢a az oranda etkilenmistir. Bu
durum karbon kuantum noktanin genis bir sicaklik
araliginda dayanikliligini gostermektedir. Tam tersi,
karbon kuantum nokta ¢6zeltisinin floresans siddeti
sicakligin artmasiyla azalmaktadir (Sekil 17). Bu
durumun, sicakligin artmasiyla 1simasiz gecislerin
artmasindan kaynaklandigi distintilmektedir [34].

Elde edilen karbon kuantum noktanin kararlihigini
belirlemek amaciyla 18°C sicaklikta {i¢ ay bekletilen
numune icin absorpsiyon ve floresans o6l¢iimleri
alind (Sekil 18 ve Sekil 19). Absorpsiyon ve floresans
spektrumlarinda, kirmizi sogandan elde edilen
karbon kuantum nokta numuneleri 3 ay gibi uzun bir
stre bekletilmesine ragmen c¢ok biiyiik bir degisim
olmadigi gorilmistir. Bu durum ile elde edilen
kuantum noktalarin olduk¢a kararli oldugu ve bu
ozellikleri ile uzun stirede gerceklestirilmesi gereken
calismalara biiyiik fayda saglayacagi belirlenmistir.
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300 400 500
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Sekil 18. Karbon kuantum nokta yapisinin ilk ve 3 ay
sonraki absorpsiyon spektrumu.
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Sekil 19. Karbon kuantum nokta yapisimin ilk ve 3 ay
sonraki floresans spektrumu (Aexc= 370 nm).

4. Tartisma ve Sonug¢

Bu calismada, dogal bir bitki olan kirmizi sogandan
olduk¢a ekonomik ve pratik bir yolla karbon
kuantum nokta numuneleri elde edilmistir. Elde
edilen bu numunelerin kuantum nokta yapisini
kanitlamak icin XRD ve FTIR spektrumlar1 alinmis ve
bu spektrumlardan numunelerin karbon kuantum
noktalar oldugu anlasilmistir. Ayrica, bu numunelerin
yluzey yiikleri ve ortalama parcacik boyutlar
belirlenmistir. Elde edilen sonuglarla, karbon
kuantum nokta numunelerinin ortalama pargacik
boyutlarinin 8,21 nm ve ylizey yiiklerinin ise -9,66
mV oldugu bulunmustur.

Yapisi kanitlanan bu numunelerin fotofiziksel
ozellikleri UV-goriiniir bolge absorpsiyon, durgun-hal
ve zamana bagh floresans spektroskopisi teknikleri
kullanilarak belirlenmistir. Absorpsiyon
spektrumunda literatiirde belirtilen dalgaboyunda
(280 nm) pik gozlenmistir. Farkli dalgaboylarinda
uyarma yapilarak floresans ol¢iimleri alinmis ve
numunenin floresans bant maksimumunun ve
siddetinin uyarma dalgaboyuna bagh olarak degistigi
belirlenmistir. Karbon kuantum nokta numunesi i¢in
floresans kuantum verimi ve yasam Omrii gibi
fotofiziksel parametreler de hesaplanmistir. Daha
sonra kuantum nokta numunelerinin absorpsiyon ve
floresans spektrumlarina konsantrasyonun etkisi
incelenmistir. En iyi ¢ozelti konsantrasyonunun 250
ul karbon nokta/4950 pl saf su karisimi oldugu
bulunmustur.

Bu  konsantrasyon  kullanilarak =~ numunenin
fotofiziksel ozellikleri iizerine pH ve sicakligin etkisi
incelenmistir. pH=2-14 araliginda o6l¢iimler alinmis
ve pH degeri arttikca kuantum nokta ¢ozeltisinin hem
absorpsiyon hem de floresans siddetinin dustigi
belirlenmistir. Fizyolojik pH'yva yakin degerlerde
yiiksek floresans 6zellik gostermesi, elde edilen bu
kuantum noktanin  biyo-goriintileme alaninda
kullanilabileceginin gostergesi olmustur. Ayrica
ortam sicakhigl arttikca absorpsiyon spektrumunda
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¢cok az degisimlerin olmasi bu numunenin olduk¢a
genis  sicaklik araliklarinda  kullanilabilirligini
gostermistir. Elde edilen kuantum noktalarin
kararliligini belirlemek amaciyla Ornekler 3 ay
slireyle soguk ortamda bekletilmis ve siirenin
sonunda absorpsiyon ve floresans Ol¢timleri
alimmigtir. Olgiim sonuglari, ilk elde edildigi zaman
alinan sonuglarla kiyaslandiginda degisimin ¢ok az
olmast bu numunelerin olduk¢a uzun sire
kararhiligini korudugunu kanitlamistir. Tiim sonuglar,

kirmizi sogandan elde edilen bu yeni karbon
kuantum nokta orneklerinin biyokimyasal,
optoelektronik, nanoteknoloji gibi bir¢ok c¢alisma
alanina 6nemli katkilar saglayacagr disiincesi
olusturmustur.
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Ozet: Bu calismada, yiiksek oranda kiikiirt (%1,2) ve kiil (%20,6) iceren Tungbilek
linyiti, 6giitiilmiis kat1 sorgum (green go) ve sub-kritik su kosullarinda hidroliz
edilmis sorgum hidrolizati ile birlikte gazlastirilarak gaz iiriin dagilimi ve birlikte
gazlastirma islemine sorgumun sinerjik etkisi incelenmistir. Ogiitiilmiis kati
sorgum ve sorgum hidrolizati ile yapilan birlikte gazlastirma deneylerinden elde
edilen gaz hacimleri, Tungbilek linyitinin tek basina gazlastirlmasindan elde
edilenden daha fazla oldugu goriilmiistir. En yiiksek toplam gaz hacmi (2810 mL)
ve hidrojen verimi (%70,1) 900 °C sicaklikta sorgum hidrolizati ile yapilan birlikte
gazlastirma deneylerinden elde edilmistir.

Co-gasification of Tungbilek Lignite with Sorghum Biomass and Sorghum Biomass

Hydrolysate

Keywords
Coal,

Biomass,
Gasification,
Co-gasification,
Hydrogen

Abstract: In this study, high sulphur (1.2%) and ash (20.6%) containing Tuncbilek
lignite was co-gasified with raw sorghum (green go) biomass and sorghum
hydrolysate, which was hydrolyzed under sub-critical conditions, and synergetic
effects of sorghum on co-gasification process were investigated as well as product
distributions. The total gas volume obtained from individual gasification of
Tuncbilek lignite was less than those obtained from both co-gasification with raw
Sorghum and Sorghum hydrolysate. The highest total gas (2810 mL) and hydrogen
yield (70.1%) was obtained from co-gasification with sorghum hydrolysate.

1. Giris

islenebilecegi alternatif bir teknolojidir. Bu yontemde
komir, 800 °C'nin uzerindeki reaksiyon

Diinya enerji ihtiyacinin yaklasik %29'u hala kdmiir
tarafindan karsilanmakta ve elektrigin %401 da
komiir kullanilarak tiretilmektedir [1]. Bu nedenden
otiird, kdmir hala diinyanin ana enerji kaynagi olarak
kullanilmaya devam etmektedir. Kullanimi sonucu
yarattig1 cevresel sorunlar ve daha temiz enerji

formlarina gecis calismalart  komiir kullanimi
acisindan zorluklar ve rekabet doguruyor olsa da
mevcut komiir rezervlerinin miktarlar, diger

kaynaklardan iiretilen enerjilerin tretim maliyetleri,
enerji kaynaklarinin kullamm miktarlar1 ve bu
istatistiklerin gelecege yonelik ekstrapolasyonlari,
komiirtin bir stre daha ana enerji kaynaklar
arasinda yerini koruyacagini gostermektedir [2]. Bu
noktada dogru soru, bu dezavantajlarn azaltarak
komirden nasill daha temiz enerji elde
edilebilecegidir.  Dolayisiyla, komiir  alandaki
arastirmalar 6zellikle mevcut isleme teknolojilerinde
daha temiz yontemler gelistirmeye odaklanmaktadir.
Gazlastirma, komiriin daha temiz bir sekilde

*ilgili yazar: acsecer@cu.edu.tr
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sicakliklarinda buhar, hava ve / veya oksijen, karbon
dioksit veya bu gazlarin bir karisimi ile reaksiyona
sokularak, oncelikle hidrojen, karbon monoksit,
karbon dioksit ve metan iceren bir sentez gazi
karisimina dontstiirilir [3]. Kémiir ¢arinin disiik
oksidasyon kinetigi nedeniyle tamamlanamayan
doniisimii, komiir gazlastirma sistemlerinde enerji
verimliligi diismesine neden olmaktadir. Bu nedenle
komiir oksidasyon reaksiyonlarinin hizlandirilmalar
icin birtakim katalizorlerin kullanilmasi gerekir [4].
Alkali ve toprak alkali metal tuzlari, gecis metalleri ve
bunlarin kompozitleri gibi farkl katalizorler katalitik
komiir gazlastirma proseslerinde kullanilmaktadir
[5]. Gelecegin yakiti olarak hidrojen, su buhar
gazlastirma teknigi ile komiirden tretilebilir [6, 7].
Alkali metal tuzlar (6zellikle potasyum), 1970'lerden
bu yana karbondan hidrojen iiretiminde yaygin
katalizorler olarak kullanilmaktadir [8]. Biyokiitle,
yapisinda dogal olarak alkali ve alkali toprak metal
tuzlart bulundurur. Biyokiitle ve komiir birlikte
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gazlastirilmasi, biyokiitlenin igerdigi minerallerin
yarattifl  sinerjik etkilerden kaynakli, komiir
gazlasma reaksiyonlarini hizlandirmak ve komiirden
hidrojen iretimini artirmak igin umut verici bir
teknolojidir [9, 10]. Kémiiriin metal karbonatlarla su
buhari varliginda gazlastirilmasi sirasinda
gerceklesen olasi kataliz reaksiyonlari gesitli yazarlar
tarafindan onerilmis [11, 12] ve basit bir birlikte
gazlastirma reaksiyon semasi da Pan ve arkadaslari
tarafindan ortaya konmustur [13]. Farkh tiirde
komiirlerin biyokiitle ile birlikte gazlastirilmasinda
gozlenen sinerjik etkiler c¢esitli ¢alismalarla
incelenmistir [13-20]. Bu etkiler, proses enerji
verimliligini, gazlastirma verimlerini ve elde edilen
sentez gazinin kompozisyonunu etkileyen cesitli
faktorlere baghdir [21]. Biyokiitle tiirii, operasyon
sicakligl, gazlastiricr tipi, kémiir/biyokiitle bilesim
orant ve buhar ve / veya hava orani gibi cesitli
faktorlerin birlikte gazlastirmaya yaptig1 etkilerin
incelendigi calismalar literatiirde mevcuttur [19-38].

Lignoseliilozik biyokiitle, dogada bulunma sikligi,
diisiik tiretim maliyetleri ve yiiksek enerji tretilebilir
icerigi nedeni ile enerji liretiminde kullanilmas1 umut
verici bir materyaldir. Ancak, kimyasal yapisi olduk¢a
karmasiktir ve bu yapinin par¢alanmasi i¢in bazi ek
on islemler uygulanmasi gerekir. Bu yontemlerden
biri, yalmizca su ortaminda gergeklestigi icin oldukca
cevre dostu bir yontem olan sub-kritik su ortaminda
hidrolizdir. Sub-kritik su ortaminda, 250 @°C
sicaklikta, lignoseliilozik biyokiitle materyalinin %
70-75 oraninda ¢oziindigli onceki c¢alismalarda
bildirilmistir [39]. Hidroliz edilmis biyokiitle ile
komiirin  birlikte  gazlastirllmasi,  biyokiitle
icerigindeki gazlasabilir liriin igeriginin ¢6ziindiirme
yoluyla arttirilmasi ve katalizor etkisi yaratacak
¢Ozinir inorganik tuzlarin da halen c¢ozelti icinde
kalmasi nedeni ile birlikte gazlastirma prosesinin
performansini arttirabilir.

Diinya linyit rezervlerinin yaklasik %1,6's1
Tiirkiye'de bulunmaktadir. Ancak bu linyitlerin ¢ogu
diisiik kalorifik degerlere sahiptir ve bazilar yiliksek
miktarda kiikiirt icerir. Bu linyitlerin sentez gazi ve
ozellikle hidrojen iretimi icin gazlastirilmasi, bu
komiirlerin ¢evre dostu ve verimli bir sekilde
kullanilmasina alternatif bir yaklasim olabilir. Bu
calismada kiikiirt icerigi % 1,2 (a/a) , kil igerigi
%20,6 olan ve daha once benzer bir c¢alismada
kullanilmayan Tuncgbilek linyiti, sorgum biyokiitlesi
ve sorgum Dbiyokiitle hidrolizati ile birlikte
gazlastirlmistir ve gazlastirma sonuglar1 basta
hidrojen verimi olmak tizere elde edilen toplam gaz
hacimleri ve gazlarin icerikleri  acisindan
degerlendirilmistir. Geleneksel su buhar1 gazlastirma
yontemlerinde, su buhar ek bir buhar iiretici linite
kullanilarak gazlastirma sistemine gonderilir. Bu
calismada, su buhari, buhar tretici jeneratér ile
tiretilmek yerine, gazlastirma sisteme dogrudan
gonderilmistir.
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2. Materyal ve Metot
2.1. Materyal

Bu c¢alismada Tungbilek linyiti ve sorgum (Green go)
biyokiitlesi kullanilmistir. Tuncbilek linyitine ve
sorgum biyokiitlesine ait kisa analiz sonug¢lar1 Tablo
1’de verilmistir. Calismada katalizér olarak susuz
sodyum karbonat (Naz2C0s, Merck,299,9% ), demir
(III) oksit (Fe20s, Alfa Aesar,20-40nm APS powder),
Nikel (II) klorir (NiClz, AlfaAesar, 98%),
kullanilmistir. Gazlastirma deneylerinde kullanilan
katalizor miktarl, metal igerigi bakimindan kuru
kiilsiiz bazdaki komiriin %3'0 olacak sekilde
belirlenmistir.

Tablo 1. Tungbilek linyiti ve sorgum biyokiitlesinin kisa
analiz degerleri.

Tungbilek Sorgum

C (a %, kkb") 56,0 39,8
H (a %, kkb) 52 0,8

N (a, %, kkb) 2,3 5,2

S (a %, kkb) 1,2 -

0 (a%) 353 54,2
Nem (a %) 4,1 81
Kiil (a %) 20,6 8,4

*Kuru kiilsiiz baz
2.2. Metot
2.2.1. Biyokiitlenin Hidrolizi

Biyokiitlenin hidrolizi karbondioksit basinci altindaki
sub-kritik su ortaminda  gergeklestirilmistir.
Ogiitiilmiis 10 g sorgum, 500 mL’lik reaktér (Parr
4575 HP/TP) icinde 350 mL su ile 250 °C ve 4060 psi
basingta hidroliz edilmistir. Hidroliz isleminin
ayrintilarina onceki calismalarda yer verilmektedir
[39].

2.2.2. Gazlastirma birlikte

deneyleri

ve gazlastirma

Tiim gazlastirma deneyleri sabit yatakli reaktdrde
gerceklestirilmistir. Kémiir, sorgum veya 3:1 (a/a)
oraninda karistirilan kdmiir/sorgum karisimi, toplam
gazlasan madde miktar1 kuru kilsiiz bazda 1,0 g
olacak sekilde hazirlanarak celik reaktore (i¢c cap
0,56”, dis cap 1,4”) yerlestirilmistir. Paslanmaz celik
reaktor bir yiliksek sicaklik firini icerisinde dakikada
30 ° C artislarla 900 °C ye kadar 1sitilirken gazlastiric
ajan olarak su 0,5 mL dk-! akis hizinda reaktdre
gonderilmistir. Hidroliz ¢ozeltisi kullanmilarak yapilan
gazlastirma deneylerinde sisteme su yerine 0,5 mL
dk-1 akis hizinda hidroliz ¢ozeltisi gonderilmistir.
Kolondan ¢ikan su gaz karisimi bir 6n sogutucudan
gecirilerek gaz-sivi ayirici rezervuara giris yapmistir.
Sivi kisim bu rezervuarda toplandiktan sonra, gaz
karisimi kadmiyum asetat ¢6zeltisi icinden gecirilmis
ve olusan H2S, CdS seklinde ¢oktiirilmistiir. Hz2S
haricindeki diger gazlar bir gaz biiretinde toplanmis
ve hacmi Olgildikten sonra olusan gazin
kompozisyonu gaz kromatografisi cihazinda analiz
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edilerek saptanmistir. Gazlastirma sisteminin sematik
gosterimi Sekil 1'de verilmistir.

Gazlastirma deneyleri sonunda
karisimlarinin - bir  biiret icerisinde toplanarak
hacimleri belirlenmis ve analizleri
gerceklestirilmistir. Gaz karisiminin  Kalitatif ve
kantitatif analizleri, iki kanalli termal elektrik
iletkenlik  dedektorlii (TCD) Varian-450 gaz
kromatografi cihazi ile yapilmistir. Hidrojen gazi
Argon tasiyicr gazinin kullanildigr kanalda, Varian
Restek Molsieve 5A 1mx1/8” kolon ile analiz
edilmistir. Hidrojen gaz1 hari¢ diger gazlarin analizi,
Helyum tasiyict gazinin kullanildigir diger kanalda,
Varian Restek  Shincarbon  100/120 mesh
2mx1/16”"x1mm kolonda gerceklestirilmistir. Kolon
firin sicaklik programi, 40°C’de 3 dk bekleme, 8 °C dk-
Lile 230 °C'ye ylikselme ve bu sicaklikta 5 dk bekleme
seklinde toplam 31,75 dk siirede gerceklestirilmistir.
Dedektor sicakligl 230 °C, filament sicakligl ise 300 ¢C
olarak ¢alisilmistir. Standart gaz karisimi olarak Elite
Gaz Teknolojileri Ins. Tur. San. Tic. Ltd. Sti.’den
(istanbul, Tiirkiye) saglanan icerisinde % mol olarak
sirasiyla 1,8+0,04 asetilen, 4,0+0,1 etilen, 3,9+0,1
etan, 4,9+0,1 metan, 16,0+0,3 karbonmonoksit,
22,0£0,4 karbondioksit ve balans saglayacak
miktarda hidrojen (47,4+0,5) bulunan gaz karisimi
kullanilmistir.

olusan gaz

Geri sogutucu

Firin

Gaz sivi ayiriel - Gaz toplama hilreti

Rezervuar
Sekil 1. Gazlastirma sistemi

2.2.3. Siv1 iiriin analizleri

Gazlasma deneyleri sonrasinda olusan sivi iriinler
bir rezervuar kabinda toplanarak hacimleri
belirlenmistir. Daha sonra bu sivi, diklorometan
¢oziiciisii ile ekstrakte edilmis ve Thermo TR-5MS
kapiler kolon (60m x 0,25 mm ID x 0,25 pm)
kullanilarak, ©Thermo Finnigan GC-MS gaz
kromatografisi-kiitle ~ spektrometresi  cihazinda
analizleri  gerceklestirilmistir.  GC-MS  sicaklik
programi: 40 °C'de 5 dakika bekledikten sonra 280
°C'ye 5 °C dk! lik artislarla yiikselerek bu sicaklikta
10 dk bekleme seklindedir. Uriinlerin igerikleri NIST
(National Institute of Standards and Technology)
kiitle spektral kiitiiphanesi ile belirlenmistir.
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3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Sorgum kati ile Dbirlikte

gazlastirma

biyokiitlesi

Calismada Tuncgbilek linyiti ve sorgum biyokiitlesi
katalizorlii ve katalizorsiiz ortamda tek basina ve
birlikte gazlastirilarak, toplam gaz hacimleri ve
gazlarin bilesimleri agisindan degerlendirilmistir.
Gazlastirma deneyleri, 6nceki komiir gazlastirma
calismalarinda etkin degerler olarak belirlenen 0,5
mL dk-1 su akis hizi, 900 °C sicaklikta ve 3:1 (g/g)
oraninda komiir/biyokiitle karisimi kullanilarak [40]
gerceklestirilmistir. Tim deneylerden elde edilen
gazlarn icerigi baslica Hz olmak tlizere, CO2, CO ve CHa
gazlarindan olusmaktadir.  Sonuglar Tablo 2’'de
6zetlenmistir. Tablo 2’de bilesenlerin karisimdaki
miktarlarinin tek baslarina gazlastirildiginda edilen
gaz miktarlar1 ve gazlarin bilesimleri verilmistir.

Tablo 2. Tungbilek linyiti ve sorgum biyokiitlesinin, 900°C
ve 0,5 mL dk-1 akis hizinda, tek baslarina ve birlikte

gazlastirilmalar1 sonucu elde edilen gazlarin toplam
hacimleri ve bilesimleri.
Toplam Gaz Kompozisyonu
Gaz %H: %CO %CHs  %CO2
Hacmi
T 1770%#36 68,0+1,0 19,2+0,9 3,8+0,1 9,0+0,8
S  360£10 71,4+1,2 16,0£1,1 2,8£0,3 9,80,1
T/S 273026 68,0+1,7 18,3+1,0 3,3x0,6 10,7+0,9
*Tungbilek
**Sorgum

Sorgum biyokiitlesinin karisimda yer alan miktar: tek
basina gazlastirildiginda 360 mL gaz elde edilirken
kémirin  karisimdaki ~ miktar1  tek  basina
gazlastirildiginda elde edilen gazin hacmi 1770
mL’dir. Bu bilesenlerin birlikte gazlastirilmasindan
elde edilen gaz hacmi ise 2730 mL olup, bu sicaklikta
bilesenlerin tek baslarina gazlastirildiginda elde
edilen gazlarin hacimsel toplamindan 600 mL
fazladir.

Bu farki yaratan pozitif etkinin, birlikte gazlastirma
prosesinin  yarattigi  sinerjiden kaynaklandig
disiiniilmektedir. Sonuglar hidrojen verimi agisindan
degerlendirildiginde, birlikte gazlastirma sonucu gaz
bilesimindeki H: gazi oranminin (%68,0) Tungbilek
linyitinin tek basina gazlastirilmasi sonucu elde
edilenden (%68,0) farkli olmadigl goriilmektedir.
Ancak, birlikte gazlastirmanin toplam gaz hacmindeki
pozitif etkisi g6z oOniinde bulunduruldugunda,
prosesten elde edilen Hz gazi miktarinin birlikte
gazlastirma sonucu arttift soOylenebilir. Birlikte
gazlastirma ile Tungbilek komiriinin tek basina
gazlasmasi sonucu olusan CO oraninin yaklasik %1’i
kadar daha az CO olusmustur. Tek basina kdmiir
gazlastirmada olusan CO2'nin tiriin gazi karisimindaki
orani %9,0 iken birlikte gazlastirmada olusan COz'nin
gaz  kangimindaki orani  %10,7  olmustur.
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Gaz bilesimlerinde CHs4 gazi agisindan anlamli bir
degisiklige rastlanmamistir. Sonu¢ olarak sorgum
biyokiitlesi ile birlikte gazlastirma islemi Tungbilek
koémiiriiniin gazlastrilmasinda olusan gaz bilesiminde
herhangi  belirgin bir degisikliZe sebebiyet
vermemekle beraber elde gazin miktarinda artis
meydana getirerek pozitif etki yaratmistir. Kémiir /
biyokiitle karisiminin biyokiitle orani, hem toplam
gaz hacminde hem de karbon doéniisiim verimlerinde.
Biyokiitlenin yiiksek reaktivitesinin bir sonucu olarak
ugucu bilesenler hizla serbest radikallere doniisiir ve
bu radikaller ayrisma, oksidasyon ve gazlasma
reaksiyonlarin1 arttirir [41]. Bu nedenle gazlasan
koémiir/biyokiitle karisimindaki karbon doniisiimleri
biyokiitle ile birlikte gazlastirma prosesinde artma
egilimindedir ve toplam gaz hacminde artis
goriilmesi bu duruma ithaf edilir. Tek basina kémiirt
gazlastirmak yerine birlikte gazlastirmanin avantaji,
kémiirtin hidrojen iiretim reaksiyonlarinda katalizor
gorevi goren biyokiitlenin inorganik bilesenlerinden
gelir. Dolayisi ile gazlasan karisim igcinde yer alan
biyokiitlenin varligi, hidrojen {retiminde yer alan
reaksiyonlardan olan su-gaz ve su gaz degisim
reaksiyonlarinda katalitik etki gostererek iiretilen gaz
karisiminda hidrojen miktarinin artmasina neden
olmaktadir.

Tek basina komiir icin, katalitik kdmiir gazlastirma
prosesi yiiksek karbon doéniisiimleri ve kok komiiri
aglomerasyonunun engellenmesi acgisindan
avantajlidir. Biyokiitle yapisinda var olan inorganik
icerikten kaynakl, birlikte gazlastirma prosesinde
katalizor kullanilmaksizin da bu etkileri gozlemlemek
mimkiindiir. Ancak prosesin iyilestirilebilmesinde
herhangi bir katki saglanip saglanmayacaginin
degerlendirilmesi acisindan, ¢alismanin bu
boélimiinde ekstra katalizér kullaniminin birlikte
gazlasmaya etkisi incelenmistir. 0,5 mL dk-1 su akis
hiz1 ve 900 °C sicaklikta yapilan deneylerde, Na2CO3,
Fe203 ve NiCl; katalizorlerinin Tuncbilek/sorgum
karisiminin birlikte gazlastirmasi iizerine -etkileri
arastirilmistir. Sonuglar Tablo 3’de 6zetlenmistir.

Tablo 3. 0,5 mL dk su akis hizi ve 900 °C sicaklikta,

katalizor  kullanilarak  yapilan birlikte gazlastirma
deneylerinden elde edilen gazlarin toplam hacimleri ve
bilesimleri
. .. Toplam Gaz Gaz Kompozisyonu

KatalizOr  Hacmi(mL) — %H;  %CO __ %CHs _ %C0;
- 2730+36 68,0+1,1 18,3+x0,9 3,3x0,2 10,7+0,7
Fez03 2810+41 70,009 16,9+0,7 4,1+x0,6 9,3+0,6
Naz2CO03 2945%23 71,1+0,8 10,4+0,6 2,9+0,3 15,6£1,0
NiClz 2976+44 70,8+09 16,8+1,7 2,1+0,1 10,3+0,9

3.1.1. Katalizor etKisi

Tek basina komiir icin, katalitik kdmiir gazlastirma
prosesi yiliksek karbon dontisiimleri ve kok komiiri
aglomerasyonunun engellenmesi acisindan
avantajhidir. Biyokiitle yapisinda var olan inorganik
icerikten kaynakli, birlikte gazlastirma prosesinde
katalizor kullanilmaksizin da bu etkileri gozlemlemek
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miimkiindiir. Ancak prosesin iyilestirilebilmesinde
herhangi bir katki saglanip saglanmayacaginin
degerlendirilmesi acisindan, ¢alismanin bu
boliimiinde ekstra katalizor kullaniminin birlikte
gazlasmaya etkisi incelenmistir. 0,5 mL dk? su akis
hizi ve 900 °C sicaklikta yapilan deneylerde, Na2COs,
Fe:03 ve NiClz Kkatalizorlerinin Tuncbilek/sorgum
karisiminin birlikte gazlastirmasi iizerine etkileri
arastirilmistir. Sonuglar Tablo 3’de 6zetlenmistir.

Birlikte gazlastirmanin kémiir gazlastirma
prosesinde yarattig1 pozitif etki oldukg¢a belirgindir.
Katalizor kullanimi ise bu pozitif etkiyi bir miktar
daha arttirarak gazlasma prosesini daha verimli hale
getirmistir. Ayrica kullanilan tiim katalizorler {iriin
gaz1 icerigindeki Hz ylizdesini arttirmistir (%2-%3).
En yiiksek gaz hacmi NazCO3 ve NiClz katalizoriiniin
kullanildig1 deneylerden elde edilmistir. Bu durum
700 °C'nin tizerindeki sicakliklarda elde edilen iirtin
gaz1 igeriginin CO ve H:z yoniinden zengin olmasina
neden olmustur. NiClz varhginda Hz gazinda %2,8 ‘lik
artis gozlenmistir.

Karisimdaki %CO orani, Kkatalizér kullanilmaksizin
yapilan gazlastirmaya kiyasla az olmakla birlikte,
diger katalizorler esliginde yapilan gazlastirmalara
nazaran daha ytksektir. Na2COs3 esliginde yapilan
gazlastirmada triin gazindaki %H: degeri %71,1 ile
en yiiksek degerde iken, %CO oraninin katalizorsiiz
gazlastirmaya oranla gazin yaklasik %8 azaldig ve

%C02  oranmmmin  ise yaklastk %5  arttigl
gozlemlenmektedir. Sodyum gibi alkali metaller,
gazlasma esnasinda biiylikk aromatik halka

olusumlarinin ve yiiksek molekil agirhikli ugucu
hidrokarbonlarin olusumunu engeller. Dolayis ile bu
drinlerin  diisik  molekiill agirhikh  gazlasma
tiriinlerine doniisir. Bu durum gazlasma verimine
toplam gaz hacmi agisindan pozitif etki saglar [42].
Fe203 egliginde yapilan gazlastirma sonrasi iiriin
icerigindeki Hz gazi katalizorsiiz gazlastrmaya oranla
%2 daha fazladir. Kdmiir pirolizi esnasinda ag¢iga
¢ikan hidrokarbonlarin buhar reformlama
reaksiyonlarinin hizlar1 uygun bir oksijen verici
varliginda artabilmektedir. FeO-Fe203 doniisiimii i¢in
yapilan termodinamik analizler, bu doéntsimiin
sentez gazinin Hz gazina doniislimiinde etkin olan su
gaz degisim reaksiyonunu destekleyecek ideal
entalpiye sahip oldugunu gostermistir [43]. Ancak, Hz
gazl da bu kosullarda Fe:03 tarafindan es zamanh
olarak oksitlenmektedir ve dolayisi ile hidrokarbon
doniistimleri ile artan gaz miktan icerigindeki H:
gazinin bir kismi Fez03 tarafindan oksitlenerek hem
hidrojen gazinin gaz karisimdaki oraninin azalmis
olmasi hem de olusan toplam gaz hacminin diger
katalizorlere kiyasla diisiik olmasi muhtemeldir.
Fe;03 katalizorii ayrica CO-CO: doniisiimlerini de
destekleyecek reaksiyonlarda yer alarak gaz karisimi
icerisindeki CO oraninin azalmasina ve CO2 oraninin
ise artmasina neden olmustur.
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3.2. Sorgum hidrolizati ile birlikte gazlastirma

Calismanin bu bélimiinde Tungbilek linyiti kati
sorgum biyokiitlesi yerine sub-kritik su ortaminda
hidrolizi gerceklestirilmis sorgum hidrolizati ile
birlikte gazlastirllmistir. Deneyler gazlastirma
sicakligina ulasmis sisteme, islenmemis biyokiitle
iceriginde es deger organik karbon iceren hidroliz
¢oOzeltisinin, 0,5 mL dk-! akis hizinda gonderilmesi
yoluyla gerceklestirilmistir. Sonuclar elde edilen
toplam gaz hacmi ve gazin igerigi agisindan
degerlendirilerek islenmemis biyokiitle ile yapilan
birlikte gazlastirma deneyleri sonuglar ile
kiyaslanmistir (Tablo 4).

Tablo 4. Tungbilek linyitinin sorgum hidrolizati ile 0,5 mL
dkt hidrolizat akis hizi ve 900°C sicaklikta birlikte
gazlastirmasindan elde edilen gaz iiriinlere ait sonuglar

Katalizor Toplam Gaz Gaz Kompozisyonu

Hacmi (mL) %H: %CO %CO02 %CHa
T 1770436 68,0£1,0 9,0+0,6 19,209 3,8+0,1
178 2430:28  (80:13 10,7408 13'21 3,041,1
T/SH* 2810+35 70,0+1,1 9,305 16,6%0,7 4,1+0,1

*Sorgum hidrolizati

Sorgum hidrolizat: ile yapilan gazlastirmada toplam
gaz hacmi (2810 mL) , Tuncgbilek linyitinin hem tek
basina (1770 mL), hem de 6giitiilmiis kati sorgum
biyokiitlesi ile birlikte gazlastirilmasindan elde edilen
(2430 mL) toplam gaz hacimlerinden belirgin bir
sekilde daha fazladir. Ayrica, sorgum biyokiitle
hidrolizat1 ile yapilan birlikte gazlastirmada gaz
bilesimindeki % CO ve % COz oram (sirasiyla % 9,3
ve % 16,6) kati biyokiitle ile yapilan birlikte
gazlastirmadan elde edilen % CO ve % COz oranlarina
nazaran (sirastyla %10,7 ve % 18,3) azalmistir ve Hz
orani ise % 2’lik bir artis géstermistir. Lignoseliilozik
materyallerde seliiloz, hemiseliiloz ve lignin olmak
lizere li¢ ana bilesen mevcuttur. Bu bilesenlerden
seliiloz yliksek derecede diizenli (% 60) kristal yapi
ozelligi gosterir ve suda ¢6ziinmez. Hemiseliloz ise
polimerizasyon derecesi selilloza gore daha diisiik
dallanmis bir yapiya sahiptir. Lignin ise ii¢ boyutlu
aromatik amorf yapiya sahiptir ve lignoseliilozik
madde yapisinin en hidrofobik  bilesenidir.
Biyokiitlenin bu karmasik kimyasal yapisi, hidroliz
islemi parcalanarak ile suda ¢o6zinebilir oksijenli
bilesiklere (sekerler, seker alkolleri ve gliserol vb.)
dontstirilir. Bu ¢ozlindirme o6n islemi sonucu
olusan nispeten daha kiiciik yapilara sahip
molekiillerin gaz triinlere doniisiimii, biyokiitlenin
islenmemis karmasik yapisina nazaran daha kolay bir
hale gelebilmektedir. Tuncbilek linyitinin sorgum
hidrolizat1 ile yapilan gazlastirmasinda elde edilen
gaz Uriin miktarinin daha fazla olmasi bu duruma
atfedilmistir.

Gazlastirma islemleri sonrasinda toplanan sivi
triinlerin GC/MS analizleri gergeklestirilerek {iriin
dagilimlar1  incelenmistir.  Ortak olarak tim

gazlastirma deneylerinden sonra edilen sivi {iriinler
yliksek konsantrasyonlarda fenol ve tiirevleri ile
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alifatik  hidrokarbonlar icermektedir. = Sorgum
hidrolizatinin birlikte gazlastirma éncesi yapilan GC-
MS analizleri sonucu iceriginde o6zellikle ligninden
kaynaklanan pargalanma iiriinleri olan, fenol, 4-
methoxy fenol, 3-etil fenol, 4-asetil-1,3,5-
trimetilpirazol, 2,6-dimetoksi-fenol, vanilin, p-
hidroasetofenon, biitilftalat bilesiklerine
rastlanmistir.  islenmemis sorgum ve sorgum
hidrolizat1 ile yapilan birlikte gazlastirma deneyleri
sonrasl sivilarin GC-MS spektrumlarinin
karsilastirilmasi Sekil 2’de verilmektedir.

RT:000- 1110
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3088

el 2000
763 1343

] 10 i} 30 40 50 B0 i il an 100 10
Time: (min)
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Sekil 2. Tuncgbilek linyitinin sorgum biyokiitlesi ve sorgum
biyokiitle hidrolizati ile yapilan birlikte gazlastirma
deneylerinden sonra rezervuarda toplanan sivilarin GC/MS
analizlerinin karsilastirilmasi.

Islenmemis sorgum ile yapilan gazlastrma sonrasi
swv1 iceriginde fenol ve tiirevi bilesenlerin yani sira 2-
izopropil-10-metil fenantren (dk 84,33), 3-
hekzilheptadekan (dk 86,86), 3-Etil-5(2-
etilbiitil)oktadekan (dk 90,13), 9-hekzil heptadekan
(93,23) gibi karmasik yapili biiyiik molekiillere
rastlanirken, hidrolizat ile yapilan deneylerden
toplanan  siv1i  iceriginin yalmzca fenol ve
tiirevlerinden olustugu goriilmektedir (dk. 24,90
fenol; dk. 30,98 3-metil fenol; dk. 31,71 4-etilfenol)
(Sekil 2). Bu durum, islenmemis kat1 biyokiitle yerine
¢oziindlrilmis biyokitle kullanilarak yapilan
gazlastirma deneylerinde gaz iirtinlere doniisemeden
kondense olan biiyiik molekiillii karmasik yapih
hidrokarbonlar yerine gaz {riine doniisebilen
nispeten kiicik molekillii yapilarin gazlasma
reaksiyonlarinda yer aldigi savini desteklemektedir.

4. Sonug

Bu calismada Tuncbilek linyiti 6giitiilmiis kat1 sorgum
biyokiitlesi ve sub-kritik su kosullarinda hidroliz
edilmis sorgum hidrolizati ile birlikte
gazlastirllmistir. Birlikte gazlastirma deneylerinden
elde edilen toplam gaz miktari, Tungbilek linyitinin ve
sorgum biyokiitlesinin ayn1 kosullarda tek baslarina
gazlastirilmalarindan elde edilenden daha fazla
oldugu gozlemlenmistir. Sorgum ile yapilan birlikte
gazlastirma deneylerinde katalizor kullanimi hem
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elde edilen toplam gaz hacimlerinde hem de gazlarin
bilesimindeki hidrojen gazi oranlarinda artisa neden
olmustur ve gazlastirmada gaz miktarlar1 agisindan
en etkin katalizorler Na2C0s3 ve NiClz olarak
belirlenmistir. Sorgum hidrolizat1 ile yapilan birlikte
gazlastirma deneylerinde elde edilen toplam gaz
hacmi (2810 mL), 6giitiilmis kat1 sorgum biyokiitlesi
ile yapilan birlikte gazlastirmadan elde edilen toplam
gaz hacminden (2430 mL) daha fazla olmustur. Bu
durum biyokiitlenin suda ¢o6ziindirilmesi sonucu
elde edilen hidrolizatin daha kolay gazlasabilen
icerige sahip oldugunu gostermistir. Kémiirle birlikte
yapilan gazlastirma deneylerinde sorgumun sinerjik
etki yaptig1 gozlemlenmistir.
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Abstract: Ranked Set Sampling is an efficient technique when it is difficult to
measure sampling units in respect to cost or time. Although this technique can be
used for every sample sizes, the small sample sizes are preferred for better
ranking. However, when the sample sizes are small, it is very difficult to obtain
distribution of the statistic for the statistical inference such as hypothesis test. In
this case, resampling techniques like bootstrap can be used to construct pseudo
distribution of the statistics. In this study, the bootstrap methods for hypothesis
test about population mean under ranked set sampling is given. A simulation study
is also performed to examine the performance of these methods.

Sirali Kiime Orneklemesinde Yigin Ortalamasina iligkin Hipotez Testi Icin Yeni

Bootstrap Metotlari

Anahtar Kelimeler
Sirali kiime 6rneklemesi,
Bootstrap,

Testin giict,

Monte Carlo simiilasyonu

Ozet: Sirali kiime 6rneklemesi, 6rnekleme birimlerini 6lcmenin maliyet ve zaman
bakimindan zor oldugu durumda kullanilan etkin bir érnekleme teknigidir. Bu
teknik, her capta 6rnek icin kullamlabilir olmasina ragmen siralama hatasini
minimuma indirmek i¢in kii¢iik 6rnek caplarinda daha ¢ok tercih edilir. Ancak,
hipotez testi gibi istatistiksel ¢ikarsama yaparken kiiciik 6rnek ¢ap1 durumunda,
istatistigin kesin ya da asimptotik dagilimimi elde etmek oldukca zordur. Bu
durumda, istatistigin yapay dagilimini elde etmek icin Bootstrap gibi yeniden
ornekleme teknikleri kullanilabilir. Bu ¢alismada, sirali kiime drneklemesi altinda
y1gin ortalamasina iliskin hipotez testi icin Bootstrap metotlar: verilmistir. Ayrica,
verilen metotlarin performansini degerlendirmek icin simiilasyon c¢alismasi
yapilmistir.

1. Introduction

obtain effective estimators of the population
parameters under RSS. For example, Shen [4]

Ranked Set Sampling (RSS) is a sampling technique
when it is difficult to measure sampling units but it is
easy to rank them by means of techniques that do not
require high cost and/or time. RSS was proposed by
Mclintyre [1] to estimate pasture yields. Takahasi and
Wakimoto [2] studied mathematical theory of this
technique. They demonstrated that when ranking is
perfect, the ranked set sample mean is an unbiased
estimator of the population mean and the variance of
the ranked set sample mean is always smaller than
the variance of simple random sampling on the same
sample size.

Dell and Clutter [3] studied imperfect ranking case.
As long as ranking is not random, the estimator
obtained by RSS is more efficient than Simple
Random Sampling (SRS). Besides, it is possible to

* Corresponding author: nurdanyeniay@gmail.com
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examined the estimation of the population mean for
the log-normal distribution under RSS. Bhoj and
Absanullah [5] estimated the population parameters
of generalized geometric distribution under RSS.
They obtained the best linear estimators of and
parameters when the sample selection was made
according to RSS. Abu-Dayyeh, Assrhani and Ibrahim
[6] estimated the shape and scale parameters of
pareto distribution using RSS. In this study, in which
SRS was also used, the estimators were compared in
terms of their biases and mean square errors.
Furthermore, Albatineh et al. [7] studied the
confidence interval estimation for the population
coefficient of variation under RSS. They compared
SRS to RSS using confidence interval width and
coverage probabilities. Some recent studies about
RSS were given by Oztiirk [8], Oztiirk and Demirel [9].
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Additionally, hypothesis testing for population
parameters under RSS were performed in some other
papers. Muttlak and Abu-Dayyeh [10] studied
hypothesis testing for the population parameters
using RSS. They compared RSS with SRS according to
the powers of test for the population mean and
variance. Ozdemir and Gokpmar [11] studied
hypothesis testing for the population mean under
different RSS designs. They observed that the powers
of test values for all RSS designs are higher than those
of SRS. Moreover, Ozdemir, Ebegil and Gékpinar [12]
derived a test statistic for the difference of two
population means using RSS. The type I error rates
and the powers of the test were examined by the
Monte Carlo simulation study under normality and
non-normality. It was shown that the powers of test
obtained by RSS were higher than obtained by the
SRS.

Most of the statistical inference procedures about
parameters require the distributional information of
the statistic. In many cases, the exact distribution of
this statistic cannot be determined. Asymptotic
methods are alternatives for these situations.
However, using asymptotic methods may not be
feasible in practice because these methods do not
work very well in small sample sizes. In small sample
cases, resampling techniques such as Bootstrap can
be preferred to asymptotic techniques. The Bootstrap
technique is one of the most popular methods of
resampling methods if the distributions of the
statistic could not be obtained analytically, this
method would be preferred in practice. Bootstrap
was first introduced by Bradley Efron [13]. This
method is an alternative way to obtain empirical
sampling distribution of the statistic. Since the basic
bootstrap method does not require any distributional
assumption, it is very useful for statistical inference.
In the bootstrap method, B bootstrap samples are
generated with n sample size resamples from the
original sample by replacing. The Bootstrap method
is a widely used method of constructing the
confidence intervals, the standard error of the
estimator, and testing hypothesis.

In RSS, small set sizes are preferred to achieve
minimum ranking error. For this reason, Hui,
Modarres and Zheng [14] used the Bootstrap method
to construct the confidence interval for the regression
estimator of the population mean under RSS.
Moreover, they showed that the performance of the
proposed method under the assumption of linearity
is very well. In this study, we interested in testing
against given in Eq.(1)

Ho:p = o (1)
Ho:p > o

In statistical theory, for testing against given in Eq.(1)
classical t test is used. Even when underlying
distribution is not normal, this method can be used
for large sample sizes according to central limit
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theory. This method can also be applied to hypothesis
tests under RSS for large samples. However, in
practice, it is a well-known fact that RSS is
appropriate especially for small sample cases. Thus,
the approximation cannot be valid for hypothesis
tests using RSS in many cases. For this reason, in this
study, the resampling procedures given by Modarres,
Hui and Zheng [15] were adapted to the hypothesis
test about the population mean which was given in
Eq.(1). Modarres, Hui and Zheng [15] suggested three
different resampling techniques with Bootstrap for
the confidence interval of population mean under
RSS. They studied coverage probabilities and
confidence interval widths of the population mean
under RSS using three different Bootstrap resampling
techniques.

The sample selection procedure and properties of the
estimator for the population mean under RSS was
explained and three different Bootstrap resampling
method was introduced in section 2. Then, type I
error rates and powers of tests were investigated
under different distributions wusing Bootstrap
methods with a simulation study in Section 3. Finally,
in Section 4, conclusions were presented.

2. Bootstrap Hypothesis for the

Population Mean

Testing

In this section, the sample selection process in the
RSS was considered as follows:

Firstly, m set with size m are selected with r cycle.
Thus, we have m?2r units which was given in Table 1.

Xirjdenotes the value of k™" sample unit ini"" set

and j" cycle (Step 1 in Table 1). Ini" set and j"
cycle sampe units are ordered using auxiliary
information or visual ranking methods without actual
measurement as X;); < Xj2); < < Xjomyj » =L
2,.., m; j=1, 2,., r (Step 2 in Table 1). Inj** cycle,
i"unit are selected from i*" set. This selected unit is
measured and the measurement is denoted as X;);
(Step 3 in Table 1).

Finally, the ranked set sample with size n=mr are
obtained as illustreted in Table 2. Here X;;
represents i. order statistics of i. set in cycle j
(i=1, 2,.., m; j=1, 2,.., r) under the assumption of
perfect ranking.

Remark: In SRS, the random sample X;,X,, ..., X,
drawn from an unknown distribution F with
population mean p and variance 0% and all sample
units are independent and identically distributed.

However, a ranked set sample has more complex
structure. In RSS, the random sample
Xy Xwyzr -+ X@pyr~Fyy (i=1, 2,...,m) where F(;) denotes
the distribution function of the i*"* order statistic. The
sample units are independent but not-identically
distributed.
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Table 1. Sample selection procedure in RSS with sample size n=mr

Cycle Step 1 Step 2 Step 3
X111, X1210 0 Xima X1(1)1 < X1(2)1 <= X1(m)1 X(1)1
X211:X221: ""X2m1 X2(1)1 < X2(2)1 <= XZ(m)l ‘ X(Z)

1
Xmllle21l '"'Xmml Xm(l)l < Xm(z)l <--< Xm(m)l X(m)l
X112, X122 0 Xima2 X1z = X122 < < Xiomy2 X1)2
X212:X222) -+ Xoma Xo2 £ X222 < < X2 X(2)2
2 g
XleleZZ' ""XmmZ Xm(l)Z < Xm(2)2 <--< Xm(m)Z X(m)z
Xi1jp Xigjo oo Kimj X1j = X1@)j = 0 = Ximj Xw);
Xa1j) X22jy o) Xomj Xa(1)j = Xa2)) < = Xogmyj X@)j
J
Xy Xoygis ooy X X S X S <X ™y
m1jrAmzjr - Ammj m()j = 4m(2)j = = Am@m)j (m)j
Xllr'XIZr' -"'ler Xl(l)r < Xl(Z)r << Xl(m)r X(l)r
Xer'XZZr' -"'XZmr Xz(l)r < XZ(Z)r << XZ(m)r X(Z)r
r -)
Xmirs Xmars o Xmmr Xmyr < Xme)yr < < Xognyr Xmyr

Table 2. Ranked set sample with size n

Cycle
Order
statistics 1 2 r
1 X1 Xwz Xwr
2 X@n X@2 X@yr
m Xamy1 Xam)2 Xamyr

Estimator of the population mean obtained from
ranked set sample is defined as follows;

1 m T
Xpss = WZZX“)" (2)
=1 j=

In RSS, the sample units are generally ranked with
visually ranking or using personal judgements. Thus,
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small set sizes are preferred to achieve minimum
ranking error. However, the exact or asymptotic
distribution of the statistic is quite hard to obtain in
small sample sizes. In this case, bootstrap technique
is a good alternative to these methods.

Before proceeding to the bootstrap resampling
methods, we need to give the test statistics for testing
the H, against H, in Eq.(1).

The test statistic is

_ XRrss—to 3)

Trss = VV(XRss)

where

v _ 6‘1%55 4
P (i) = 258 @
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625 is the unbiased estimator of 62 under RSS and it
can defined as follows:

1
6iss = %{(m — 1)MST + (mr — m+ 1)MSE} (5)

where MSE and MST are the mean-square error and
mean-square treatment, respectively [16].

MSE and MST can be defined as follows:

1 m T
MST = mz Z(X(i)j - XRSS)Z

i=1 j=1

| B . (6)
B m; ,-Z(X(i)j —Xw)*
1 U\ _
MSE = mz : 1(X(i)1' —Xw)* (7)

i=1j=

S 1
where X(L) = =z Z;:l X(l)]

Using these definitions, the modified methods
for testing Hy against H; in Eq. (1) are given as
follows.

2.1. Method 1. Bootstrap RSS by rows (BRSSR)

1. Compute T ggg using Eq.(4) for obtained ranked set
sample.
2. Assign to each element of the i*" row in Table 2, a

probability of% and select r elements randomly with
replacement to obtain  X(;)y, ..., X(3),-

3. Perform step 2, for i=1,2,...,m, to obtain a bootstrap
ranked set sample {X(*i)j}

4. Generate B bootstrap sample {Xa)j,i =
1,2,...mj=1.2,.., r} and from these samples
obtain T;" using Eq. (4).

5. p value is estimated as follows

#(T{ >TRss)

p=—

6.1fp < a then H, is rejected.

2.2. Method 2. Bootstrap RSS (BRSS)

1. Assign to each element of the ranked set sample a
probability of# .

2. Randomly draw m elements in Table 2,
Y1, Y2, -+ Ym~F, sort them in ascending order yy <

Y2 < Ym) and retain X, = yi). Where yq) <
Y2 < -** Y(m) denote ordered statistics.
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3. Perform step 2 for i=1,2,...,m.

4. Repeat step 2 and step 3 r times to obtain {X(*l-)j}.
5. B Dbootstrap samples generated
Ty, T, ..., Ts are calculated.

6. p value is estimated as follows

are and

#(T{">TRss)
B

pP=
7.1fp < a then H, is rejected
2.3. Method 3. Mixed row bootsrap RSS (MRBRSS)

1. Assign to each element of the i**row in Table 2, a
probability of % fori=1,2,..,m

2. Order y1,y5, ..., ¥m in ascending order to gety; <
Y3 < - < Ypandretain Xy, = ¥y

3. Perform step 1 and step 2 for i=1, 2,..., m to obtain
Xy X1 - X1

4. Repeat step 1 to step 3 r times to obtain {X(*L-) j}

5. B Dbootstrap samples are generated
Ty, T;, ..., Ts are calculated.
6. p value is estimated as follows

and

B = #(Ti*>BTRss)
7.1fp < a then H, is rejected.
3. Simulation Study

In this section, the hypothesis given in Eq. (1) was
considered based on RSS with Bootstrap methods.
We generate random numbers using different
distributions with shift parameter u°(i.e. the mean of
the distribution is as u; = uy + u°) to obtain type I
error rates and powers of test. When p*=0 (i.e. Hyis
true), the reject rate of H, corresponds the type I
error rates. The reject rates in the other cases of u*
correspond to the power rates of the tests. The
distributions using in simulation study are as
Standard Normal (0, 1), Uniform (0, 1), Exponential
(1) and Gamma (4, 1). The value of y, is well known
that y, = 0 for Standard Normal distribution, y, =
0.5 for Uniform distribution, yt, = 1 for Exponential
distribution and y, = 4 for Gamma distribution. The
distributions and values of the shift parameters were
given in Table 3.

Table 3. Distributions and u* values

l\f;?;i?ig Uniform Exponential Gamma
1) ’ 0,1) ) “1)
0 0 0 0
0.1 0.1 0.1 0.2
w 0.2 0.13 0.17 0.4
0.3 0.16 0.23 0.6
0.4 0.2 0.3 0.8
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We use the nominal level « =0. 05. Monte Carlo
simulation was performed using MATLAB R2017a. To
estimate the p value of the test, B=2000 bootstrap
iteration was utilized. Besides, T=2000 repetition was
used to obtain Type I error and powers of the test.

To compare the type I error and powers of the tests
of the methods, m was taken as 2,3,4,5,6 and r was
taken as 2,4,6,8,10.

The power of the tests were ignored and indicated
with (*), when the type I error rates of these tests
were greater than %6. Results are given in Tables 4-
7. Tables 4-7 in Appendix A.

As far as the results in Table 4 is concerned, type I
error rates of method 3 are far from its nominal level
for all the cases. On the other hand, type I error rates
of method 2 are close to its nominal level in all the
cases. Nevertheless, type I error rates of method 1
have a great variation according to cycle sizes and set
sizes. However, in small set sizes (eg. m=2) type |
error rates of method 1 is getting closer to its
nominal level when cycle sizes are equal or greater
than 6. When set sizes are getting larger, even great
cycle sizes are not sufficient to make type I error
rates of method 1 getting closer to its nominal level.
Besides, power rates of method 1 is greater than
powers of method 2 in all the cases when type I error
rates are close to its nominal level. Thus, under
normality, when set sizes are small and cycle sizes
are moderate, method 1 is preferable than method 2.
As expected, as y* increases, the powers of the test
increase for method 1 and method 2.

The type I error rates and powers of the test under
the uniform distribution were shown in Table 5. As it
is evident in this table, type I error rates and powers
of the test results are quite similar to those of
standard normal distribution in Table 4. However,
the type I error rates of method 1 is getting closer its
nominal level faster than those of the standard
normal distribution. For example; when m=2, type |
error rates of method 1 is close to its nominal level
even in small cycle sizes (r=4). The remaining results
are similar to the standard normal distribution.

The type I error rates and powers of the test under
the exponential distribution were shown in Table 6.

Based on the results presented in this table, type I
error rates of method 1 are similar to those of the
standard normal distribution. However, type I error
rates of the test under the exponential distribution
are getting slower to its nominal level than those of
the standard normal distribution. For example, type |
error rates of the test under standard normal
distribution is close to its nominal level when m=4 or
5 and r=10. However, type I error rates of the test
under exponential distribution never gets close to its
nominal level when m>3.
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The type I error rates and powers of test under the
gamma distribution were pointed out in Table 7. As
seen from this table, type I error rates of method 1 is
getting close to its nominal level faster than the
exponential distribution. However, the difference
between type I error rates and its nominal level
under gamma distribution is not as small as those of
under uniform distribution.

Generally, for all the distributions, the powers of
method 1 is greater than the power of method 2
when type I error rates are close to its nominal level.

4. Discussion and Conclusion

In this study, the hypothesis testing was examined for
the population mean under ranked set sampling
using different bootstrap resample selection
methods. A simulation study was performed under
some symmetric and non-symmetric distributions. In
the light of the simulation study, type I error rates of
method 2 are close to its nominal level in all of the
considered cases and distributions. Unlike the
previous method, method 3 is far from its nominal
level in all the cases and distributions. However, type
1 error rates of method 1 are close to its nominal
level when set sizes are small and cycle sizes are
large. Moreover, in these cases, the powers of method
1 are greater than those of method 2. Further study
could be carried out on the hypothesis testing for the
difference of two population means under RSS using
bootstrap resample selection methods.
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Appendix A. Tables 4-7

Table 4: Type I error rates and powers of the test under standard normal (0,1) distribution

=0 w =01 w =02 p =03 p =04
Method Method Method Method Method
1 2 3 1 2 1 2 1 2 1 2
m=z | .r=2 | 01330 [ 00525 | 0.1550 * 0.0910 * 0.1405 * 0.1870 * 0.2160
r=4 | 0.0800 | 0.0570 | 0.0980 * 0.0970 * 0.1520 * 0.2195 * 0.3415
r=6 | 0.0595 | 0.0490 | 0.0775 | 0.1255 | 0.1045 0.2305 | 0.1955 0.3600 | 0.3140 0.5000 | 0.4450
r=8 | 0.0590 | 0.0505 [ 0.0790 | 0.1255 | 0.1110 0.2665 | 0.2345 0.4185 | 0.3830 0.5975 | 0.5530
r=10 | 0.0530 | 0.0490 | 0.0740 | 0.1565 | 0.1440 0.3020 | 0.2730 0.5125 | 0.4800 0.6870 | 0.6610
r=2 | 0.1310 | 0.0465 | 0.1665 * 0.1035 * 0.1545 * 0.2460 * 0.3350
r=4 | 0.0815 | 0.0560 | 0.1105 * 0.1240 * 0.2305 * 0.3675 * 0.5740
m=3 | r=6 | 0.0710 | 0.0560 | 0.0975 * 0.1390 * 0.2940 * 0.5155 * 0.7360
r=8 | 0.0580 | 0.0510 | 0.0985 | 0.1880 | 0.1515 0.4295 | 0.3780 0.6565 | 0.6215 0.8470 | 0.8215
r=10 | 0.0555 | 0.0435 | 0.0900 | 0.2075 | 0.1820 0.4585 | 0.4345 0.7310 | 0.7040 0.9095 | 0.8945
r=2 | 0.1325 | 0.0430 | 0.1600 * 0.1100 * 0.0905 * 0.3280 * 0.1825
r=4 | 0.0845 | 0.0530 | 0.1275 * 0.1655 * 0.1455 * 0.5330 * 0.3315
m=4 | r=6 | 0.0705 | 0.0515 | 0.1105 * 0.1680 * 0.1970 * 0.6880 * 0.4750
r=8 | 0.0700 | 0.0495 | 0.1080 * 0.2035 * 0.2120 * 0.8045 * 0.5840
r=10 | 0.0540 | 0.0475 | 0.0905 [ 0.2880 | 0.2595 0.2780 | 0.2470 0.8930 | 0.8765 0.6485 | 0.6155
r=2 | 01275 | 0.0495 | 0.1725 * 0.1265 * 0.2620 * 0.4545 * 0.6230
r=4 | 0.0890 | 0.0540 | 0.1350 * 0.1770 * 0.4385 * 0.7025 * 0.8840
m=5 | r=6 | 0.0690 [ 0.0500 | 0.1180 * 0.2405 * 0.5535 * 0.8355 * 0.9715
r=8 | 00725 | 0.0545 | 0.1215 * 0.2660 * 0.6580 * 0.9155 * 0.9925
r=10 | 0.0550 [ 0.0435 | 0.1065 [ 0.3480 | 0.3170 0.7745 | 0.7435 0.9690 | 0.9610 0.9970 | 0.9965
r=2 | 0.1325 | 0.0500 | 0.1810 * 0.1520 * 0.3280 * 0.5470 * 0.7265
r=4 | 0.0780 | 0.0470 | 0.1395 * 0.2015 * 0.5330 * 0.8115 * 0.9505
m=6 | r=6 | 0.0790 | 0.0555 | 0.1375 * 0.2665 * 0.6750 * 0.9280 * 0.9925
r=8 | 0.0605 | 0.0480 [ 0.1140 * 0.3360 * 0.7730 * 0.9735 * 0.9990
r=10 | 0.0665 | 0.0550 | 0.1265 * 0.4065 * 0.8550 * 0.9935 * 1
Table 5: Type I error rates and powers of the test under uniform (0,1) distribution
u =0 p=0.1 p=0.13 p=0.16 p=0.2
Method Method Method Method Method
1 2 3 1 2 1 2 1 2 1 2
m=2 |I=2 0.0995 | 0.0555 | 0.1180 * 0.0810 * 0.1070 * 0.1105 * 0.1385
r=4 | 00525 | 0.0335 [ 0.0620 | 0.1350 | 0.0735 0.1685 | 0.1150 0.2155 | 0.1315 0.2855 | 0.1775
r=6 [ 0.0500 | 0.0340 [ 0.0675 | 0.1720 | 0.1200 0.2275 | 0.1650 0.3030 | 0.2350 0.4130 | 0.3225
r=8 | 0.0450 | 0.0345 [ 0.0605 [ 0.2005 | 0.1625 0.2770 | 0.2360 0.3710 | 0.3150 0.5070 | 0.4515
r=10 | 0.0500 | 0.0380 | 0.0690 | 0.2435 | 0.2080 0.3340 | 0.2940 0.4415 | 0.4045 0.5855 | 0.5485
r=2 0.1205 | 0.0340 | 0.1405 * 0.0750 * 0.1140 * 0.1375 * 0.1660
r=4 | 0.0595 | 0.0335 [ 0.0970 * 0.1595 * 0.2220 * 0.2975 * 0.4565
m=3 | r=6 | 0.0565 | 0.0380 | 0.0900 | 0.2915 | 0.2195 0.4190 | 0.3385 0.5360 | 0.4770 0.6933 | 0.6270
r=8 | 0.0525 | 0.0365 [ 0.0910 [ 03480 | 0.2965 0.4715 | 0.4190 0.6305 | 0.5755 0.7913 | 0.7610
r=10 | 0.0565 | 0.0405 | 0.0975 | 0.4030 | 0.3630 0.5530 | 0.5135 0.7110 | 0.6835 0.8610 | 0.8385
r=2 0.1410 | 0.0285 | 0.1835 * 0.1200 * 0.1470 * 0.2290 * 0.3430
r=4 | 0.0585 | 0.0320 | 0.1025 * 0.2440 * 0.3560 * 0.4915 * 0.6825
m=4 | r=6_ | 0.0575 | 0.0415 | 0.1115 | 0.4035 | 0.3380 0.5665 | 0.4965 0.7240 | 0.6695 0.8705 | 0.8330
r=8 [ 00575 | 0.0435 | 0.1115 | 04880 | 0.4180 0.6705 | 0.6245 0.8125 | 0.7815 0.9390 | 0.9235
r=10 | 0.0515 | 0.0416 | 0.1045 | 0.5480 | 0.5120 0.7495 | 0.7210 0.8760 | 0.8500 0.9705 | 0.9680
r=2 0.1440 | 0.0340 | 0.1995 * 0.1720 * 0.2525 * 0.5140 * 0.5140
r=4 | 00545 | 0.0445 | 0.1475 * 0.3365 * 0.5055 * 0.8270 * 0.8270
m=5 | r=6 | 0.0585 | 0.0430 | 0.1285 * 0.4630 * 0.6570 * 0.9525 * 0.9525
r=8 [ 0.0590 | 0.0435 | 0.1300 * 0.5795 * 0.7670 * 0.9880 * 0.9880
r=10 | 0.0540 | 0.0460 | 0.1170 | 0.7190 | 0.6885 0.8975 | 0.8740 0.9925 | 0.9925 0.9925 | 0.9925
r=2 0.1375 | 0.0385 | 0.2000 * 0.2410 * 0.3485 * 0.7870 * 0.6685
r=4 | 00875 | 0.0410 | 0.1545 * 0.4545 * 0.6360 * 0.7945 * 0.9340
me6 |r=6_| 0.0600 | 0.0450 [ 0.1435 * 0.5950 * 0.7970 * 0.9200 * 0.9885
r=8 [ 0.0610 | 0.0390 | 0.1260 * 0.7090 * 0.8975 * 0.9725 * 0.9985
r=10 | 0.0535 | 0.0390 | 0.1355 | 0.8340 | 0.8120 0.9510 | 0.9435 0.9950 | 0.9950 1 1
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Table 6: Type I error rates and powers of the test under exp (1) distribution

u=0 p=01 p=0.17 p=0.23 p =03
Method Method Method Method Method
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2
m=2 | r=2 | 0.1300 | 0.0260 | 0.1385 * 0.0355 | * * 0.0545 | * * 0.0770 | * * 0.1150
r=4 | 0.0710 | 0.0285 | 0.0820 * 0.0680 | * * 0.1040 | * * 0.1625 | * * 0.2525
r=6 | 0.0490 [ 0.0265 | 0.0630 [ 0.1210 | 0.0900 | * | 0.2040 | 0.1560 | * | 0.2895 | 0.2470 | * | 0.4380 | 0.3840
r=8 | 0.0560 | 0.0360 | 0.0730 | 0.1275 | 0.1045 | * | 0.2410 | 0.2075 | * | 03570 | 0.3220 | * | 0.5205 | 0.4855
r=10 | 0.0550 | 0.0415 | 0.0700 | 0.1510 [ 0.1215 | * | 0.2665 | 0.2345 | * | 0.4015 | 03795 | * | 05905 | 0.5715
r=2 | 0.1490 | 0.0280 | 0.1720 * 0.0585 | * * 0.0935 | * * 0.1510 | * * 0.2440
r=4 | 0.0755 | 0.0355 | 0.1000 * 0.0950 | * * 0.1820 | * * 0.2940 | * * 0.4570
m=3 | r=6 | 0.0720 | 0.0410 | 0.0910 * 0.1345 | * * 0.2680 | * * 0.4305 | * * 0.6275
r=8 | 0.0710 | 0.0525 | 0.0940 * 0.1730 | * * 0.3345 | * * 0.5100 | * * 0.7370
r=10 | 0.0535 | 0.0405 | 0.0735 | 0.2120 | 0.1860 | * | 0.4150 | 03785 | * | 0.6080 | 0.5930 | * | 0.8080 | 0.8055
r=2 | 01340 | 0.0270 | 0.1725 * 0.0825 | * * 0.1645 | * * 0220 | * * 0.3795
r=4 | 00845 | 0.0395 | 0.1115 * 0.1295 | * * 0.2705 | * * 0.4375 | * * 0.6435
m=4 | r=6 | 0.0700 | 0.0480 | 0.1055 * 0.1905 | * * 0.3800 | * * 0.5980 | * * 0.8265
r=8 [ 0.0735 | 0.0570 | 0.1060 * 0.2360 | * * 0.4730 | * * 0.6935 [ * * 0.8910
r=10 | 0.0665 | 0.0485 | 0.0905 * 0.2395 | * * 05220 | * * 0.7720 | * * 0.9435
r=2 | 01375 | 0.0360 | 0.1730 * 0.1075 | * * 02180 | * * 03415 [ * * 0.5320
r=4 [ 0.0930 | 0.0475 | 0.1280 * 0.1760 | * * 03610 | * * 05790 | * * 0.8045
m=5 | r=6 | 0.0765 | 0.0425 | 0.1165 * 0.2380 | * * 05010 | * * 0.7335 | * * 0.9295
r=8 | 0.0665 | 0.0515 | 0.0980 * 0.2635 | * * 05870 | * * 0.8205 | * * 0.9625
r=10 | 0.0725 | 0.0580 | 0.1120 * 03310 | * * 0.6780 | * * 0.8950 [ * * 0.9865
r=2 | 01475 | 0.0395 | 0.1880 * 0.1355 | * * 0.2800 | * * 0.4255 | * * 0.6595
r=4 | 0.0900 | 0.0450 | 0.1220 * 0.2105 | * * 0.4460 | * * 0.6865 | * * 0.9000
m=6 | r=6 [ 00690 | 0.0460 [ 0.1045 * 0.2755 | * * 05720 | * * 0.8315 | * * 0.9630
r=8 | 0.0705 | 0.0550 | 0.1130 * 0.3355 | * * 0.7045 | * * 0.9055 | * * 0.9900
r=10 | 0.0690 | 0.0490 | 0.1005 * 03970 | * * 0.7615 | * * 0.9535 | * * 0.9960
Table 7: Type I error rates and powers of the test under gamma (4,1) distribution
uw=0 p=0.2 p=0.4 p=0.6 u=0.8
Method Method Method Method Method
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2
mez |_r=2 | 01065 | 0.0345 | 0.1200 * 0.0685 | * * 0.1125 | * * 0.1495 | * * 0.1985
r=4 | 0.0695 [ 0.0335 | 0.0900 * 0.0895 | * * 0.1615 | * * 0.2530 | * * 0.3575
r=6 | 00590 [ 0.0375 | 0.0735 | 0.1355 | 0.0940 | * | 0.2495 | 0.2065 | * [ 0.4020 | 03520 | * | 05775 | 0.5395
r=8 | 0.0593 [ 0.0420 | 0.0790 | 0.1380 | 0.1195 | * | 0.2885 | 0.2540 | * | 0.4885 | 0.4500 | * | 0.6990 | 0.6700
r=10 | 0.0595 | 0.0475 | 0.0790 | 0.1465 | 0.1275 | * | 03135 | 0.2915 | * | 0.5490 | 0.5200 | * | 0.7580 | 0.7435
r=2 | 0.1210 | 0.0330 | 0.1480 * 0.0745 | * * 0.1240 | * * 0.2140 | * * 0.3325
r=4 | 00940 [ 0.0530 | 0.1215 * 0.1110 | * * 0.2410 | * * 0.4445 | * * 0.6480
m=3 | r=6 | 0.0670 | 0.0400 | 0.0885 * 0.1410 | * * 0.3450 | * * 0.5865 | * * 0.8045
r=8 | 0.0578 | 0.0450 | 0.0980 | 0.2005 | 0.1655 | * | 0.4750 | 04310 | * [ 0.7460 | 0.7170 | * | 0.9170 | 0.9010
r=10 | 0.0530 | 0.0425 | 0.0770 | 0.2140 | 0.1860 | * | 04890 | 0.4545 | * | 0.7805 | 0.7590 | * | 0.9600 | 0.9545
r=2 | 0.1375 | 0.0345 | 0.1705 * 0.0905 | * * 0.1995 | * * 0.3605 | * * 0.5590
r=4 | 00870 | 0.0445 | 0.1220 * 0.1455 | * * 0.3545 | * * 0.6325 | * * 0.8380
m=4 | r=6 | 0.0810 | 0.0555 | 0.1220 * 0.1970 | * * 0.4705 | * * 0.7810 | * * 0.9525
r=8 | 0.0590 [ 0.0450 | 0.1110 | 0.2630 | 0.2120 | * | 0.6260 | 05785 | * | 0.8940 | 0.8800 | * | 0.9905 | 0.9850
r=10 | 0.0585 | 0.0545 | 0.0955 | 0.2780 | 0.2470 | * | 0.6740 | 0.6520 | * | 0.9285 | 09240 [ * | 0.9980 | 0.9955
r=2 | 0.1540 [ 0.0450 | 0.2065 * 0.1095 | * * 0.2860 | * * 0.5105 | * * 0.7155
r=4 | 00795 | 0.0440 | 0.1240 * 0.1830 | * * 0.4355 | * * 0.7575 | * * 0.9470
m=5 | r=6 [ 0.0780 | 0.0490 | 0.1185 * 0.2415 | * * 0.6060 | * * 0.8980 | * * 0.9920
r=8 | 0.0590 [ 0.0385 | 0.0975 | 03280 | 0.2825 | * | 0.7300 | 0.7010 | * [ 0.9560 | 0.9535 | * | 0.9990 [ 0.9985
r=10 | 0.0597 | 0.0445 | 0.1025 | 03640 | 03265 | * | 08180 | 0.8015 [ * | 0.9840 | 0.9815 | * 1 1
r=2 | 0.1365 [ 0.0385 | 0.1790 * 0.1405 | * * 0.3210 | * * 0.6105 | * * 0.8295
r=4 | 00765 | 0.0445 | 0.1270 * 0.2030 | * * 0.5600 | * * 0.8800 | * * 0.9860
m=6 | r=6 | 0.0690 | 0.0470 | 0.1200 * 0.2780 | * * 0.7340 | * * 0.9675 | * * 0.9980
r=8 | 0.0725 | 0.0530 | 0.1170 * 0.3390 | * * 0.8230 | * * 0.9895 | * * 1
r=10 | 0.0587 | 0.0480 | 0.1085 | 0.4210 | 03985 | * | 09115 | 09005 [ * | 0.9990 | 0.9985 | * 1 1
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Ozet: Bu calisma, robotik uygulamalar igin, titresime dayali olarak hem karada hem de
su lzerinde hareket edebilen, yenilik¢i bir ilerleme mekanizmasini tanitmaktadir.
Ilerleme mekanizmasi, su iizerinde batmadan durmasini saglayan diisiik yogunluklu
dikey kanat profiline sahip iki ayaktan ve U seklinde yay celiginden tiretilmis elastik bir
¢ubuktan olusmaktadir. U sekilli gubugun ortasina yerlestirilen basit bir sarkag vasitasi
ile sistem titresime zorlanarak ilerleme gerceklestirilmektedir. Su igerisinde dikey
konumlandirilmis ayaklar salinim yaptik¢a 6n ve arka ylizeyler arasinda olusan basing
farki ile robot ileri yonde hareket etmektedir. Karadaki hareketi ise elastik kirisin dogal
titresim modlarina bagl olarak gerceklesmektedir. Calismada farkl titresim
frekanslarinin ilerleme hizina ve yer degistirme maliyetine etkisi deneyler ile
incelenmis ve sonuglar yorumlanmistir. Buna ek olarak 6n modelin yer degistirme
maliyeti (CoT) literatiirdeki bazi robotlar ve canlilar ile karsilastirilmistir.

Vibration Based Amphibious Locomotion Mechanism for Robotic Applications

Keywords
Amphibious robot,
Vibration,
Locomotion,
Elastic

Abstract: This work presents an innovative locomotion mechanism both on land and
water surface based on vibration, for robotic applications. The locomotion mechanism
consists of two legs with a low-density vertical wing profile that allows them to stand
on water and a U-shaped elastic beam made of spring steel. The locomotion is generated
by forcing the system to vibrate by means of a simple pendulum placed in the middle of
the U-shaped bar. As the vertically positioned feet in the water oscillate, the robot
moves in the forward direction with the pressure difference between the front and rear
surfaces. The movement on the land is realized depending on the natural vibration
modes of the elastic beam. In this work, the effect of different vibration frequencies on
the locomotion velocity and the Cost of Transport (CoT) were investigated
experimentally and the results were interpreted and discussed. In addition to these, the
Cost of Transport of the preliminary model was compared with that of some robots and
creatures in the literature.

1. Giris

yiiksek eneriji tiiketerek gerceklestirebilirken, canlilar
¢cok daha az kontrol girdisi ve enerji kullanarak daha

Tekerlegin icadi ile insanoglu yeryiiziindeki kara
parcalar1 lizerinde ilerlemenin en verimli yolunu
bulmustur. Ancak, tekerlekli araglarin ulasamadigi
farkli ortamlarda ilerleme ihtiyaci, bilim insanlarini
canlilar1  taklit eden ilerleme mekanizmalar
gelistirmeye zorlamaktadir. Zira diinya ylizeyinin cok
kiiciik bir boélimi tekerlekli araglarin ulasimina
uygun iken, bacak fizyolojisine bagh olarak canlhlar
diinya ylizeyinin neredeyse tamamina
ulasabilmektedir. Glinimiizde robotlar canhlarn taklit
eden ylriime, kosma, sigrama ve ylizme gibi farkl yer
degistirme hareketlerini yapabilmektedirler. Ancak
gliniimiiz robotlar1 bu yer degistirme hareketlerini

*ilgili yazar: ahmedburaktapan@gmail.com
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karmasik fakat kararli yer degistirme hareketleri
yapabilmektedir. Bu nedenle, diisiik enerji tiiketim
degerlerine sahip robotlar gelistirmek i¢in hayvan
hareketinin prensiplerini anlamak olduk¢a énemlidir.
Bu konuda yapilan calismalar, 6zellikle hayvanlarin
yurllylis bicimlerine bagl olarak yer degistirme
esnasinda tilikettikleri enerjiye odaklanmistir [1-5].
Robotlarin ilerleme hareketleri {izerine yapilan
calismalar esas olarak hayvanlarin hareketlerinin
detayli bir sekilde incelenmesi ve bu hareketlerin
fiziksel modellerinin ortaya konulmasi seklinde
olmustur [6]. Farkh ilerleme modelleri ve bu
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modellere ait robot 6rnekleri Calisti ve arkadaslari
tarafindan ayrintili bir sekilde incelenmistir [7].

Pasif dinamik yiliriime veya kosma hareketi yapabilen
robotlar, digerlerine gore daha az kontrol girdisine
ihtiyac duyarlar ve daha az enerji tiiketimi ile
hareketlerini gercgeklestirirler. Bu tiir robotlar,
herhangi bir hareket saglayici motor veya kontrol
birimi olmaksizin daha dogal yiiriime yapabildikleri
icin insan ve hayvanlarin ilerlemeleri i¢in kullanish
bir model olarak gosterilebilirler [8-10]. Ziplayarak
kosma hareketi hayvanlar tarafindan 6zellikle yiiksek
hizlarda olduk¢a sik kullanilir. Hayvanlar ayrica
hareket kabiliyetlerini arttirabilmek icin viicut
uzuvlarinin sertligini ve seklini degistirmektedirler.
Ziplayan robotlar {izerine yapilan c¢alismalarda,
ozellikle ilerleme hareketi esnasinda sertlik ve sekil
degistirme  yetenekleri  lizerine  arastirmalar
yapilmistir [11]. Ziplayan robotlar ile ilgili ilk
arastirmalar 1980 'lerde MIT Bacak Laboratuvari'nda
(Leg Laboratory) yapilmistir [12]. Bu c¢alismalar
sonucunda iki ve ii¢ boyutlu hareketler yapabilen
robot mekanizmalarnn  gelistirilmis, ancak bu
mekanizmalar karmasik yapilart ve asirl enerji
tiilketim degerleri nedeniyle kendilerine kullanim
alan1 bulamamistir Buna Kkarsin, uygun sekilde
tasarlanmis elastik uzuvlu mekanizmalar, dogal
titresim davranislari manipiile edilerek daha disiik
yer degistirme maliyetine sahip bacakli robotlarin
gelistirilmesine imkan saglamaktadir [13-14].

Robotlarda elastik uzuv kullamimi enerji verimliligi
beraberinde bir dizi kontrol giicligi problemi
getirmektedir. Bu gicliik elastik uzuvlarin dogal
frekansi ile robotun periyodik ilerleme hareketinin
frekanslar1 ortiistiiriilerek giderilebilmektedir. Reis
ve arkadaslart dogal titresim modlarin1 kontrol
girdisi olarak kullanarak yiirime, kosma, siirtinme,
ziplama hareketlerinin her birini gerceklestirebilen
ve oldukca diisiik enerji tiiketimine sahip elastik bir
ilerleme mekanizmasi gelistirilmistir [15-17]. Son
yillarda elastik uzuvlu pek ¢ok robotik sistem
gelistirilmistir. Ornegin Bhatti ve arkadaslan tek
ayakli bir hidrolik robot i¢in sigrama yiiksekligi, adim
uzunlugu ve dolayisi ile ugus siiresini degistirebilecek
basit ama etkili bir kontrol iinitesi gelistirmistir [18].

Mikro boyutlarda hem karada ve hem de suda
ilerleyebilme o6zelligine sahip robotlar oldukca
popiiler bir arastirma alam olarak ortaya ¢ikmustir.
Amfibik 6zellige sahip ve hacimleri birka¢c santimetre
kiip civarinda olan bu robotlar daha ¢ok cevre ve tip
alanlarinda uygulama potansiyeline sahiptir. Bu
robotlar suyun kaldirma kuvvetinin yaninda yiizey
gerilimini kullanarak ta su yiizeyinde hareket
edebilmektedir. ~Tahrik sistemi  piezo-elektrik
malzeme kullanilarak yapilan amfibik mikro robotlar,
piezo-mikro robotlar olarak isimlendirmektedir [19].
Tahrik sisteminin olusturdugu titresim ile, diiz sert
zeminlerde ve su yiizeyinde ilerleyebilen piezo-mikro
robotlar, yiiksek enerji verimine sahiptirler. Piezo-
elektrik sistemde elektrik enerjisinin yaklasik %90 1
mekanik enerjiye doniistiiriilebilmektedir [20]. Yakin
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zamanda, karada ve su lizerinde yliriiyebilen ve bu
ylzeyler arasindaki gecisi saglayabilen dort ayakl
piezo-amfibik mikro robotlar gelistirilmistir [21]. Bu
amfibik mikro robotlar, ileriye dogru ylizmek ve
donebilmek i¢in ayaklarinin iizerine yerlestirilmis
pasif kanatlar1 kullanmaktadir. Bu robotlarin diger
bir ozelligi, ayaklarinda bulunan elektro 1slanma
sistemi vasitasiyla su iizerinde iken Kkontrollii bir
dalis yaparak suyun altinda inebilmeleri ve suyun
icerisinde de ilerleyebilmeleridir. Ancak mikro-
robotlar hafif olmalar1 nedeni ile olduk¢a sinirh
uygulama alanina sahiptirler. Bu ¢alismalara paralel
olarak, esas amaci mikro robotlar1 goérev alanina
tasimak olan, yiik tasima kapasitesine sahip, daha
biiyiik kiiresel amfibik robotlar da gelistirilmistir
[22]. Bu robotlar, iki ¢ceyrek kiiresel kabuk ve plastik
bir dairesel plakadan olusan yarim kiire bicimindeki
amfibik robotlardir. Giincel ¢alismalarda bu yapinin
hiz performansini egimli ve nispeten piiriizsiiz
ylzeylerde arttirmak amaci ile kiiresel robotun her
ayagina pasif bir tekerlek takilarak paten-kayma
hareketi yapmasi saglanmistir [23]. Son olarak bir su
jeti eklenerek su altinda ileriye itilmesi ve
yonlendirilmesi saglanan bu karma yapi, bir hibrit
amfibik kiiresel robot halini almistir [24].

Son zamanlarda dikkatleri lizerine c¢eken amfibik
robotlar; alti bacakli bir amfibik robot olan
AmphiHex-II [25] ve bir vatoz gibi silikon
yuzgeclerini kullanarak hareket edebilen Velox' dur
[26]. AmphiHex-II, farkli ortamlara adaptasyon
saglayabilmek icin tasarlanmis ayarlanabilir ayak
sertlikleri ile yiiksek ilerleme performansina sahiptir.
Velox ise, esnek yapidaki dalgali tahrik sistemi ile

buzlu ya da karli zeminde bile rahatlikla
ilerleyebilmekte ve ayni zamanda yiizgecleri
sayesinde etkin  bir  ylizme  performansi
gostermektedir.

Amfibik robotlarin bir¢ogunun hareket ve ilerleme
mekanizmalar;, canlilarin hareketlerinden ilham
alinarak gelistirilmistir. Amfibik hayvanlarin sinir
sistemleri incelenmis ve sinir sistemleri merkezi
model jeneratori ile taklit edilmistir. Bu sekilde
yuriime, solunum ve yiizme gibi hareket modellerini
kontrol edebilen bir robot hareket kontrol sistemi
gelistirilmis ve c¢ok ayakli bir amfibik robota
uygulanmistir  [27]. Bunun yaninda, amfibik
kaplumbagalardan ilham alinarak, amfibik kiiresel bir
robot gelistirilmis [28] ve bu robot yapisi iizerine
yukarida belirtilen gelistirmeler [22-24] yapilarak,
robotun  hareket ve ilerleme performansi
arttirilmistir. Suyun tlizerinde kosabilme yetenegi ile
taninan basilisk kertenkelesinden ilham alinarak
tasarlanan, alti pedalli amfibik robot [29], suda
yuriiyebilen ve yiizebilen bir tir kuyruklu kurbaga
cinsi semenderden ilham alinarak tasarlanan, dort
bacakli Salamandra robotu [30] ve son olarak,
hamambdceginden ilham alinarak tasarlanan, karma
ilerleme mekanizmasina sahip alti bacakli amfibik
robot (AmphiHex-I) [31] dogay1 taklit eden robot
orneklerinin en bilinenleridir.
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Bu ¢alismada, basit bir sarka¢ tarafindan titresime
zorlanan elastik bir mekanizmanin karadaki ve su
lizerindeki ilerleme hareketi incelenmektedir.
flerlemeye etki eden tasarim degiskenlerini ve
etkilerini belirlemek icin kara ve su igin iki farklh
fiziksel model gelistirilmistir. Karasal ilerleme
modelinde, robotun omurga ile bacaklari birbirlerine
elastik donme yaylar1 ile bagh olup, bacaklardaki
boylamasina titresimler dogrusal yaylar ile
modellenmistir. Mekanizmanin yayil kiitlesi, lic adet
noktasal kiitleye indirgenmistir. Gévdenin merkezine
yerlestirilen sarkacin salinim frekansi, bu yaylarin
dogal frekanslarina ayarlandiginda robotun ¢ok
diisiik enerji tliketim degeri ile oldukga kararl bir
ilerleme hareketi ortaya koydugu goriilmiistiir. Bu
mekanizmanin kendi Kkendisini organize ederek
gerceklestirdigi ilerleme, herhangi bir merkezi
otoriteye, algisal geri bildirime veya planlanmis bir
harekete neden olan harici bir elemana ihtiyac
duymamaktadir [16].

Sucul ilerleme modelinde ise, robot su iizerinde rijit
bir cisim gibi davranmakta ve kayda deger bir sekil
degisimi ve donme hareketi yapmamaktadir. Bu
sayede robot govdesinin tamami bir noktasal kiitle,
sarkag ise bu kiitle etrafinda salinim yapan ikinci bir
noktasal  kiitle olarak = modellenebilmektedir.
Omurganin merkezine yerlestirilmis sarka¢ harekete
gecirildiginde, robot govdesi ile birlikte kanat
seklindeki ayaklar su icerisinde dikey yonde salinim
hareketi yapmaktadir. Bu hareket nedeniyle 6n ve
arka ylizeyler arasinda olusan basing farki ve
sarkacin olusturdugu merkezka¢ kuvvetinin etkisiyle
elastik mekanizma su iizerinde planlanan ydnde
ilerleme hareketi yapabilmektedir. Bu sayede ayni
mekanizmanin hem karada hem de su iizerinde
ilerleyebilmesi saglanarak, robotik uygulamalar igin
bacakli amfibik bir ilerleme mekanizmasi
gelistirilmistir. Mekanizma kati ytlzeylerde elastik
govdenin farkli rezonans modlar1 tahrik edilerek
ylriime, kosma, ziplama ve siiriinme benzeri karasal
ilerleme hareketleri yapabilirken, gelistirilen ayak
yapisl sayesinde su lizerinde de ilerleyebilmektedir.

Calismanin ilk boélimiinde mekanizmanin genel
tanmitimy, karasal ve sucul ilerleme modelleri, tasarim
parametreleri ile mekanizmanin karasal
ilerlemesinde etkili olan rezonans frekanslar1 ve
sucul hareketi idare eden denklemler verilmektedir.
Sonrasinda deney sonuclar1i verilmekte ve bu
sonuglarin degerlendirilmesi yapilmaktadir. Sonug
bolimiinde genel degerlendirmeler ve mevcut
¢alismanin sonuglarindan yola cikarak gelecekte
yapilabilecek ¢alismalardan bahsedilmektedir.

2. Materyal ve Metot

Amfibik ilerleme mekanizmasinin temel ilerleme
dinamiklerini karakterize edebilmek i¢in karasal ve
sucul ilerleme hareketleri icin basitlestirilmis iki
farkl fiziksel model gelistirilmistir. Bu sayede elastik
mekanizmanin karada ve sudaki dinamik davranisina
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etki eden temel tasarim degiskenleri ve etkileri
anlasilabilmektedir. Mekanizma, basit bir mikro DC
motor, batmaya karsi poliliretan kopiikten yapilmis
kanat seklindeki iki duba ayak ve U sekli verilerek
biikiilmiis elastik bir cubuktan olusmaktadir. Yay
celiginden iretilmis, et kalinligt a= 0.8 mm ve

genisligi b= 2 mm lama Kkesite sahip E elastisite
modiilli 200 GPa olan elastik c¢ubuk, robotun
bacaklarimi  ve  omurgasini  olusturmaktadir.

Omurganin merkezine monte edilmis mikro DC
motora kiigiik bir sarka¢ baglanmistir. Sarkag,
robotun tahrik sistemi olup, sarkaci tahrik eden
mikro motor, 1/90 ¢evrim oranina sahip plastik bir
disli kutusuna sahiptir. Robotun karada ve su
yuzeyinde hareketini saglayabilmek icin ¢ok diisiik
yogunluklu malzemeden tiretilmis iki ayak tarafindan
desteklenmektedir. Yarim elips Kkesitine sahip
poliliretan ayaklar %50 oraninda suya batmak
suretiyle robotun 11 gr’ lik toplam M kiitlesini statik
olarak tasimaktadir. Deneyler icin gelistirilen amfibik
ilerleme mekanizmasin fotografi Sekil 1’ de,
boyutlar1 ve kiitleler Tablo 1’ de verilmektedir.

Sekil 1. Amfibik ilerleme mekanizmasinin fotografi

Tablo 1. Robot 6n modelinin boyutlar1

Degisken Boyut
Mmotor 3gr

my, Mh 0,4gr-04gr
mr 0,7 gr
M 11gr

Ly 75 mm
Ln 85 mm
R 25 mm
E 200 GPa
ri 10 mm
rz 7 mm

Iy 90 mm
a 0.8 mm
b 2 mm
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2.1. Karasal ilerleme modeli

Amfibik  mekanizmanmin  karada ilerlemesinin
sistematik bir analizini yapabilmek ve Kkarasal
hareket icin fiziksel bir model olusturabilmek i¢in su
varsayimlar yapilmistir [16];

e Robotun davranisi sagital diizlemde analiz
edilebilir ve ayaklarin her birinin zemin ile temasi bir
noktasal temas olarak degerlendirilebilir.

e  Robotun omurgasi ve bacaklar1 birbirlerine
elastik donme yaylar1 ve soniimleyiciler ile bagh
elemanlar olarak kabul edilebilir.

e  Bacaklardaki boylamasina titresim dogrusal
yay ve soniimleyiciler ile modellenebilir.

e  Omurga ve DC motorun kiitleleri omurganin
merkezinde birlesik bir nokta kiitle olarak alinabilir.

e Bacaklarin kiitleleri ihmal edilebilir ve
ayaklarin her biri birer noktasal kiitle olarak
alinabilir.

e  Titresimi esnasinda robotun gévde yapisinda
kalic1 sekil degisimlerin olmadig1 kabul edilmektedir.

Bu varsayimlara dayanarak, karasal ilerleme hareketi
icin olusturulan basitlestirilmis fiziksel model, Sekil
2’ de gosterilmektedir. Karasal model, yay-
soniimleyici elemanlar ile birbirine bagh ¢ farkh
yapidan olusmaktadir. Bu elemanlarin yayih kiitleleri
Sekil 2’ de gosterildigi gibi noktasal Kiitlelere
indirgenmistir. Bu noktasal kiitlelerden ilki eyleyici
ve omurga Kiitlelerini temsil eder ve omurganin
merkezinde yer almaktadir (mewp). Diger iki kiitle ise
on ve arka ayak Kkiitlelerini temsil eden myve my’ dir.
Omurganin uzunlugu Lxile, 6n ve arka bacaklarin
uzunluklari Lyile ve bacak ile omurgaya dik olan ¢izgi
arasindaki acilar & ve 6 ile ifade edilmektedir.
Elastik cubugun herhangi bir sikisma veya uzama
etkisinde kalmadigi durumda, simetrik haldeki
robotun bacaklarinin dogal uzunluklari ile a¢ilar Lo ve
& ile gosterilir. Omurga ve bacaklar, burulma sertligi
ke ve soniimleme Kkatsayisi ds olan elastik donme
yaylari ile baglanir. Robotun bacaklari, sertligi k. ve
soniimleme katsayis1 d. olan dogrusal yaylar olarak
modellenmistir. Omurganin merkezine sabitlenmis
kitlesi mmowor ile verilen motor, ucuna mr kiitlesi
baglanmis R uzunlugundaki bir ¢ubugu w agisal hizi
ile dondiirmekte olup, cubugun omurga ile yaptig1 aci
p ile verilmektedir. Sonug olarak, bu basit model 13
mekanik tasarim parametresinden (ke, do, ki, di,
Go, G, Lu, Lvo, my, my, myp, R ve mg), bir kontrol
parametresinden (®) ve 16 durum degiskeninden (x;
V5 X, ¥i, Ly, &, 6, B ve bunlarin zamana gore birinci
tirevleri) olusmaktadir. Burada xr ve yr 6n ayaklarin
yatay ve diisey konumlarini, x» ve yn arka ayaklarin
yatay ve diisey konumlarin1 gdstermektedir.

Robotun karasal hareketi rezonans frekanslarina
bagh olarak ortaya c¢ikan yiliksek genlikteki sekil
degisimleri ile olusmaktadir. iki boyutlu bu yapida,
ayaklarin carpilmasi ve boylamasina sikisip uzamasi
seklinde iki baskin titresim hareketi ortaya
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¢ikmaktadir ve basit fiziksel model bu iki harekete
izin verecek sekilde 6zel olarak secilmistir. [lk
titresim modu daha diisiik bir salinim frekansinda ()
ortaya cikmaktadir ve robotun ters sarka¢ hareketi
sonucu robot yiiriime hareketi yapmaktadir. ikinci
titresim modu daha yiiksek bir salinim frekansinda
(an) gergeklesir ve bacaklarin boyuna titresimleri
sonucu robot ziplayarak ilerler. Farkli gévde oranlari
icin ara frekans degerlerinde robot siiriinerek ve
kosarak ilerleme yapabilmektedir [16].

kﬂh g dﬂb

kyp dyy

Xe ¥,
Kara Yy

Sekil 2. Basitlestirilmis karasal ilerleme modeli [16]

Robot 6n modelinin wo ve @ rezonans frekanslari
hem deneysel hem de analitik olarak elde edilmistir.
Sarkacin agisal hizi elastik govdenin dogal
frekanslarina ayarlanarak serbest titresim modlari
gorsel olarak kolayca belirlenebilmektedir. Bu
degerler dogrusal ve donme yaylarinin sertlik
degerleri olciilerek te hesaplanabilmektedir. Burada,
kullanilan elastik yay celiginde soniim katsayisinin
¢cok kiicik oldugu, her iki bacagin baslangig
boylarinin L, baslangi¢ agilarinin ise sifira esit oldugu
varsayllmaktadir (6b = 0 (rad)).

Basitlestirilmis modelde c¢arpilma (torsiyonel)
rezonans frekansi i¢in en basit analitik ¢6ztimlerden
biri, elastik robotu birbirine dénme yaylar1 ile bagh
paralel cubuk mekanizmasi olarak kabul edilerek
hesaplanabilir (6 = 6, = 6 ve Ly = L). Bu durumda, U-

seklindeki elastik ¢ubugun c¢arpilma rezonans
frekansi (awy)
2ky —myp,glL
wy = [ M
mtopL

ve elastik kirisin boyuna rezonans frekansi ()

@ = Miop

olarak basitce ifade edilebilir [16]. Burada ko ve ki
sirast ile Sekil 2' de gosterildigi gibi omurga ile
bacaklar arasindaki birlesme noktasinda cubugun
burulma sertligini (ks) ve bacaklarin boyuna sertligini
(k1) temsil etmektedir.

(2)



A. B. Tapan, M. Reis / Robotik Uygulamalar i¢in Titresime Dayali Hareket Eden Amfibik ilerleme Mekanizmasi

Robotu titresime zorlayarak ilerlemesini saglayan
tahrik sistemi herhangi bir algisal geri bildirime sahip
olmayan basit bir DC motor ve sarkagtan ibarettir.
Sarkacin agisal hizi, motora uygulanan gerilim ile
degistirilebilir Donen kiitlenin acisal hizinin sabit
oldugu varsayilarak F(t) merkezcil kuvveti, acisal hiz
o, donen kiitle mr ve dénme yaricapt R cinsinden
asagidaki gibi ifade edilebilir:

F(t)=mrw?R 3)
Bu ifadeden, robotun titresiminde agisal hizin
yaninda donen kiitle ve donme yarigap: gibi diger
tasarim parametrelerinin de etkili oldugunu
anlasilmaktadir.

2.2. Sucul ilerleme modeli

Amfibik mekanizmanin su iizerindeki ilerlemesini
ifade eden, basit bir fiziksel model kurmak i¢in
asagidaki kabuller yapilmaktadir;

e Robot su igerisinde rijit bir cisim gibi
davranmakta, elastik govde kayda deger bir sekil
degisimi gostermemektedir.

e Robotun su igerisinde doénme hareketi
yapmadigl x ve y eksenlerinde otelenme hareketi
yaptigi kabul edilmektedir ki, deneyler bu kabuli
dogrulamaktadir. Béylece robot govdesinin tamami
bir noktasal kiitleye, sarka¢ ise ana govdeye bagh
ikinci bir noktasal kiitleye indirgenebilmektedir.

Bu varsayimlara dayanarak olusturulan robotun
fiziksel modeli Sekil 3’ de gosterilmektedir. Sucul
ilerleme modelinde robot rijit cisim olarak ele
alinmakta olup, robotun govdesinin tamami bir
noktasal kiitle, mewp, sarkac ikinci bir noktasal kiitle mr
olarak temsil edilmektedir. Omurga uzunlugu Ly, rijit
bacaklarin uzunluklar1 L, ayaklarin uzunluklari L
eliptik ayak Kkesit ylizeyinin diisey ve yatay yaricaplari
sirasi ile r; ve rz ile ifade edilmektedir. On ve arka
ayaklarin kiitleleri msve mp, hacimleri ise Vg ve Vi ile
verilmektedir. Ozet olarak, sucul ilerleme modeli 12
mekanik tasarim parametresinden (Ln, Lv, Ly, 11, 12, Vj,
Vi, mf, mn, Muop, R ve mg) olugsmaktadir.

Yukarida tanimlanan ve Sekil 4’de gosterilen iki
noktasal A ve B Kkiitleleri ele alinarak, su uzerinde
donmeden otelenen robotun ve sarkacin i¢in ivme
ifadeleri asagidaki gibi elde edilir.

ap = Xi+yj (4)
ap = [# — Rw?cosPli + [y — Rw?sinBlj,  (5)
p=w =0 (6)

Sekil 4’ de gosterilen iki noktasal kiitlenin serbest
cisim diyagramlar1 yardimi ve 4-6 nolu denklemlerde
verilen ivme ifadelerinin kullanilmasi ile, sucul
ilerleme icin hareket denklemleri (7-13 nolu
denklemler) elde edilmistir. Bu denklemler bir adet
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bagimsiz degisken (zaman; t), bir adet kontrol
parametresi (8 = w), alti adet bagimh degisken (x, y,
T, Fw, Dw, BI@) ve tiirevlerini ihtiva etmektedir.

my, Vy

Su

(7

Sekil 4. Sucul ilerleme modeli icin serbest cisim

diyagramlari
D, +Tcosf = Myop ¥ (7
Fy +Tsinf = my,,y (8)
—T cos B = mg[%¥ — Rw? cos f] 9
—Tsinf — mgpg = mg[y — Rw?sinf] (10)
B =p,+wt (11
F, = .y (12)
= S 4]

Burada, X ve y ivmenin yatay ve diisey bilesenlerini, g
yer ¢ekim ivmesini, 8y sarkacin baslangicta yer ile yaptigi
acy1, T sarkac¢ kuvvetini, F suyun kaldirma kuvvetini,
Dy, ise suyun direncini ifade etmektedir.

3. Bulgular

Amfibik ilerleme mekanizmasi, titresime dayal
hareket eden karasal bir ilerleme mekanizmas1 [15-
17] gelistirilerek, su iizerinde de hareketini saglamak
sureti ile elde edilmistir. Bu amagla robotun boyutlari
yeniden belirlenerek, yar1 eliptik bir kanat profilli
ayaklara sahip bir 6n model iiretilmis ve deneylerde
kullanilmistir. Yapilan ol¢ciimler esnasinda, sarkacin
acisal hizi DC motora uygulanan V gerilimi ile kontrol
edilmis ve ayn1 zamanda motor tarafindan cekilen /
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akimi, enerji  tlketimini  hesaplamak igin
kaydedilmistir. Robotun hareketi hem karada hem de
su dolu 70x150 cm boyunda bir akvaryum igerisinde
hizli kamera ile kayit edilmis ve sarkacin frekansi
hizli kamera kayitlarindan o6l¢iilmiistiir. DC motor
gerilimi, 1.2 Volt ile 2.1 Volt araliginda 0.1 Volt
adimlarla artirilarak 6l¢timler yapilmistir.

Sekil 5° de robotun karasal ve sucul v ilerleme
hizlarinin ~ sarkacin  agisal hizi  ile degisimi
goriilmektedir. Robot karasal zeminde 38 rad/s ve su
lizerinde ise 65 rad/s acisal hiz degerinde en yiiksek
yer degistirme hizina ulasmaktadir. Deneysel
verilerin alindig1 frekans degerleri disinda kalan
bolgelerde ise robot kayda deger bir yer degistirme
hareketi yapmamaktadir.

Sekil 6’ da robotun karasal ve sucul yer degistirme
maliyetinin (Cost of Transport- CoT) sarkacin agisal
hiz1 ile degisimi goriilmektedir. Benzer sekilde robot
en disiik yer degistirme enerjisi degerlerine karasal
zeminde 31 rad/s ve su lizerinde ise 16 rad/s agisal
hiz degerlerinde ulasmaktadir Burada, ilerleme
hizindaki ¢ok kiiciikk artis ile birlikte, DC motora
uygulanan gerilimin de yakin oranlarda artmasi belli
bir aralikta birim kiitle basina enerji tiikketimini sabit
tutmaktadir.

Sekil 7' de c¢esitli mekanizmalar ve biyolojik
organizmalar igin viicut kiitlesine gore tasima
maliyetinin  degisimi  gosterilmektedir ~ Tucker

diyagrami [32] olarak bilinen bu grafikte cesitli
canlilar ve makinelerin birim kiitle basina yer
degistirme maliyetleri boyutsuz birer say1 ile
gosterilmektedir. Tum degerlerin tek bir egri
tizerinde gosterilebilmesi logaritmik bir egri
kullanimint  zorunlu kilmaktadir  Diyagramdaki
kirmizi  yildiz sembolii ¢alismada tanitilan
mekanizmanin karasal zemindeki ilerleme maliyetini,
mavi yildiz sembolii ise su iizerindeki ilerleme

2

maliyetini gostermektedir. Grafikten anlasilacag:
iizere su canlilar1 yer degistirmek i¢in en az enerjiye
ihtiya¢c duyan tiirdiir. Buna karsilik mevcut ilerleme
mekanizmasinin enerji titketim degeri oldukca
yliksek gozilkmektedir. Ancak egride dikkat edilmesi
gereken bir diger nokta, canli organizmalar dahil
olmak lizere, tiim tlrlerde kiitle azaldikca birim kiitle
basina yer degistirme enerjisi ihtiyacinin hizla
arttigidir  Mevcut robotun daha biyik kitleli
versiyonlarinda birim kiitle basina yer degistirme
enerjisi ihtiyac1 logaritmik olarak azalacak ve
literatiirdeki robotlarin seviyesine inecektir.
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4. Tartisma ve Sonug¢

Bu ¢alismada, titresime zorlanan bir basit bir elastik
cubugun uygun geometri ve ayak yapisi ile bir
amfibik ilerleme mekanizmasi olarak
kullanilabilecegi = gosterilmistir.  Daha  6nceki
¢alismalarimizda ayni prensipler kullanilarak karada
ilerleyen, oldukg¢a diisiik enerji tiiketimi olan ve farkli
salinim frekanslarinda farkli ilerleme sekilleri
gosteren mekanizmalar tanitilmisti. Bacakli robotlar
yliksek enerji tiiketim degerleri nedeniyle pratikte
¢ok kullanish degillerdir. Ancak elastik elemanlarin
ve farkh ilerleme yo6ntemlerinin gelistirilmesi ile
birlikte bu tiiketim degerleri biyolojik organizmalarin
seviyesine yaklasabilmektedir.

Bu ¢alismanin sonuglarindan faydalanarak, ilerleyen
doénemlerde suda daha hizl ilerlemeyi saglayacak bir
ayak yapisinin gelistirilmesi hedeflenmektedir. Bu
sayede yer degistirme maliyetinin diisliriilmesi ve su
canlilarinin ilerleme maliyetine daha yakin degerlere
ulasilmasi amaglanmaktadir. Gelistirilecek ayak
yapisl ayni zamanda robotun karadan-suya ve sudan
karaya kolaylikla gecisini saglayabilecek sekilde
olmalidir. Her ne kadar mevcut ayak yapisi ile bu
gecis saglanmissa da mekanizmanin farkl ytlizeyler
arasindaki gecis performansini arttirmaya yonelik
calismalar devam etmektedir. Mevcut ilerleme
mekanizmasi hem karada hem de suda ilerleyebilme
yeteneginin yani sira 6lceklenebilirligi sayesinde ¢ok
kiicik ve c¢ok biliyiilk boyutlarda iretilebilme
ozelligine sahiptir. Oyle ki, hidro-statik yiizey
gerilimlerinin yardimi ile su yiizeyinde kalabilecek
kadar kii¢iik boyutlu robotlarin iiretimi miimkiin
olmaktadir. Ancak suya batmayan bir robotun
titresim ile ilerlemesi icin yine farkli bir ayak
yapisinin gelistirilmesini gerekmektedir. Bunlarin
yaninda, miligram mertebesinde kiitleye sahip bir
robota elektrik enerjisinin iletilmesi de oldukca
problemli ve zor bir istir. Zira, ¢ok ince kablolar
kullanilmasina ragmen kablolarda olusan gerilmeler
robotun hareketini etkilemekte ve kisitlamaktadir.
Bu problem ayrica lizerinde calisilmasi gereken
konulardan bir tanesi olarak durmaktadir.
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Abstract: This paper describes sensitive ascorbic acid (AA) determination
on montmorillonite clay and silk protein sericin nanocomposite (MMT-Ser
NC) modified pencil graphite electrode (PGE) for the first time.
Nanocomposite structures were synthesized by desolvation technique and
cross-linked with glutaraldehyde (GA). The synthesized MMT-Ser NC was
evaluated by various methods. As a result of the characterization studies,
it was determined that the sericin was successfully converged with the
montmorillonite structure, and that the MMT-Ser NCs were homogeneous
and uniform, with the size of 150 nm and zeta potentials of approximately
-27.6 mV. MMT-Ser NC modified electrodes were evaluated by cyclic
voltammetry (CV), electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and
scanning electron microscopy (SEM). Under the optimized conditions,
working linear range for the modified sensor was found as 10-1000 pM
with square wave voltammetry and the limit of detection (LOD) was found
as 8 pM. The relative standard deviation for reproducibility was calculated
as % 4.82 (n=6). Real sample analysis was performed with drug samples
and the recovery values ranged from 94.64% to 111.2%.

Askorbik Asit Tayini i¢cin Kil-Protein Nanokompozit Bazli Elektrokimyasal Sensor

Anahtar Kelimeler

Askorbik asit,

Elektrokimyasal sensor,
Montmorillonit-serisin nanokopozit,
Kalem grafit elektrot.

Ozet: Bu makalede, montmorillonit-serisin nanokompozit (MMT-Ser NC)
ile modifiye edilmis kalem grafit elektrot (PGE) ile askorbik asit (AA)
tayini ilk defa ifade edilmistir. Nanokompozit yapilar desolvasyon teknigi
ile sentezlenmis ve glutaraldehit (GA) ile capraz baglanmistir. Sentezlenen
MMT-Ser NC cesitli metotlar ile degerlendirilmistir. Karakterizasyon
calismalar1 sonucunda serisinin montmorillonit yapisi ile basarili bir
sekilde bir araya geldigi, MMT-Ser NC'lerin homojen ve es dagiliml olup
boyutlarinin 150 nm ve zeta potansiyellerinin de yaklasik olarak -27,6 mV
oldugu tespit edilmistir. MMT-Ser NC ile modifiye edilmis elektrot
yuzeyleri donlisimli voltametri (CV), elektrokimyasal empedans
spektroskopisi (EIS) ve taramali elektron mikroskopisi (SEM) ile
karakterize edilmistir. Modifiye sensoriin optimize kosullar altinda kare
dalga voltametri (SWV) ile dogrusal calisma arahigi 10-1000 puM ve
gozlenebilme sinir1 (LOD) 8 pM olarak bulunmustur. Tekrar tretilebilirlik
icin bagil standart sapma ise % 4,82 (n=6) olarak hesaplanmistir. ilag
ornegi ile gercek drnek analizi gerceklestirilmis ve geri kazanim degerleri
% 94,64 ile % 111,2 araliginda elde edilmistir.

1. Introduction

acid, (AA) represents the biochemically active form of
vitamin C, with readily two dissociable protons and

Vitamin C, is an essential water-soluble nutritious physiologically appears as an ascorbate anion [2]. AA

vitamin which plays indispensable roles in various performs specific metabolic activities by maintaining

chemical and biological systems as a powerful natural barrier against oxidative stress due to its

antioxidant and free radical scavenger [1]. L-Ascorbic reductive characteristics by reacting with free
80
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radicals and reactive oxygen species thus
involvement in the defense system, as well as
biosynthesis of various enzymes, aminoacids etc.
[3,4]. These nutritional and physiologically essential
compounds are widely distributed in plant cells and
cannot be synthesized in human body, therefore, the
best dietary sources of this vitamin are fruits and
vegetables from nature and recommended by
physicians as tablet forms to support health. [1,5,6].
Deficiency of AA can associate with many diseases in
human body such as cardiovascular disease, type Il
diabetes mellitus, atherosclerosis, stroke, cancer,
scurvy [1]. Given the considerable health prominence
as an antioxidant, AA analysis is particularly
significant in biological matrix especially in serum,
blood or urine. AA is also employed for medical
purposes in pharmaceutical formulations due to its
beneficial antioxidant effects [7]. Moreover, AA is
widely used in commercial foodstuff as stabilizators
and for prolonging the shelf-life of the products, so,
they are well-known indicators for food quality
processes [8]. Due to all these critical prominence in
both biochemistry and industry, reliable monitoring
of AA content in biological media, drugs and foods
still presents as attractive research area.

Various techniques have been documented for
accurate and specific detection of ascorbic acid which
include titrimetry with an oxidizing agent [9],
capillary electrophoresis [10], spectrophotometry
[11], fluorimetry [12], chromatography [13,14],
electrochemistry  [2,15] which were commonly
focused on the analysis of AA in pharmaceuticals and
food products. Amongst, electrochemical techniques
have extensively been preferred due to its simplicity
with respect to time consuming sample pre-
treatments involving techniques, and their low-cost
instrumentation, portability, rapid response, high
sensitivity and suitability for in-situ detection in real
samples [2]. Nevertheless, accurate sensing of AA
using bare electrodes has been hindered by the high
over-potentials required or by the interference
reasoned by coexisting biomolecules and the
electrode fouling problems by side products.
Therefore, it is necessary to minimize these
challenges by modification of working electrode
surfaces with active materials or implying various
composites [16]. Up to now various modifications
based on polymers, nanomaterials and their
composites have been employed for AA detection
[17-27], but there is still a need for new sensitive
attempts.

Naturally occurring clay minerals have attracted
great attention for the electrode modifications as they
offer advantages such as wide availability and low-
cost as well as formation of controllable surface
structures with high chemical stability, high ion
exchange capacity and large surface area. Mousty
[28] summarized clearly the electrodes modified with
clay for biosensing applications in a review and
electrochemical sensors based on the electrodes with
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clay minerals modification have extensively been
developed at present. Montmorillonite (MMT), is a
hydrophilic smectite 2:1 phyllosilicates clay, with
unique structural and physicochemical
characteristics such as high cation exchange capacity,
good sorption and catalytic activity, as well as,
intercalation, swelling, porosity, non-toxic properties
[29,30]. They can function as matrices for electro-
active ions for surface modification applications by
easily manipulating the properties by forming stable
and high surface area structures on the electrodes.

Sericin is a natural watersoluble protein with
molecular mass between 10kDa to 300 kDa, which is
derived from silkworm (Bombyxmori) [31]. Sericin,
as a silk protein, has huge area in biomedical
applications due to its superb oxygen permeability,
biocompatibility, cell-protective and antioxidant
effect, moisture-modulating, anticancer and
anticoagulant properties. It is also well known that
amine, hydroxyl, carbonyl, aromatic or sulfhydryl of
the protein provides biofunctionality to be readily
bonded to the surfaces [32,33].

Considering the excellent characteristics presented
by montmorillonite clay and sericin protein, in the
proposed work we intended to synthesize and
explore the use of their combination in a
nanocomposite structure on a pencil graphite
electrode (PGE) for the application of sensitive AA
detection. The  nanostructured  MMT-sericin
nanocomposite modification on the sensor has led to
high physical and mechanical strength and the
proposed sensor was shown to be potentially useful
for sensitive AA detection between 10-1000 uM with
square wave voltammetry (SWV) with a limit of
detection (LOD) of 8 pM. The sensor has
advantageous and was applicable for pharmaceutical
vitamin C specimen.

2. Material and Method
2.1. Chemicals and Reagents

Montmorillonite (MMT-K10), gluteraldehyde,
ascorbic acid, potassium chloride (KCl), ethanol, L-
ascorbic acid (>99.5%), dopamine (298.5%), uric acid
(>99.5%) and phosphate buffer saline were collected
from Sigma-Aldrich. Stock solution of ascorbic acid
was prepared freshly in phosphate buffer solution
(PBS) of pH 7.0 before the measurements. Bevitin C
(Abfar Drug) was purchased from a local pharmacy
and dissolved in PBS of pH 7.0. The aforementioned
materials were of analytical class and employed as
collected with no purification process.

2.2. Apparatus

Electrochemical analyses were recorded using CH
Instruments CHI660C model
potentiostat/galvanostat and Gamry Interface 1000
model potentiostat with three electrode system. A
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pencil graphite electrode (PGE) in which a pencil was
employed as a bearer for graphite leads (Tombo, HB,
0.5 mm diameter, Japan) and the electrical contact
with the lead was received by soldering a metallic
wire to the metallic part was employed as the
working electrode. A platinum (Pt) wire was used as
the auxiliary electrode and a silver/silver chloride
(Ag/AgCl, 3 M KCl) as the reference electrode.

The obtained MMT-Ser NCs were evaluated by
attenuated total reflectance fourier transform
infrared spectroscopy (ATR-FTIR), dynamic light
scattering (DLS), zeta measurement and scanning
electron microscopy (SEM). The structural and
chemical characterization and differentiation of MMT,
sericin and MMT-Ser NCs were performed by ATR-
FTIR analysis with Nicolet TM ISTM 50 spectrometer
(Thermo Fisher Scientific, USA). The SEM images
were used to evaluate in terms of shape and size
distribution.  Therefore, the morphology of
nanocomposites and modified electrodes was
examined by FIB-SEM (Tescan GAIA 3, Czech
Republic). The specimens were manufactured by
dropping 5 pL of composite nanostructure
suspension on plates and desiccated under nitrogen
gas. It is then covered with gold using the Precision
Surface Abrasion and Coating System (Leica EM
ACE600, Germany). DLS analyses of the
nanocomposites were recorded by a Zetasizer Nano
ZS instrument (Malvern Instruments, UK). For this,
the electrophoretic mobility of the nanocomposite
solution was analyzed, and the obtained data was
modified to {-potential and size values with the
Helmholtz-Smoluchowski equation.

2.3. Electroanalytical measurements

Electrochemical measurements were gathered in a
three electrode cell system at room temperature and
the solutions were treated with nitrogen for 5 min
before the analyses. Cyclic voltammograms of
electrodes in 5.0 mM Fe(CN)s 3/4- /0.1 M KCl solution
were run between - 0.4 V and 0.9 V using scan rate as
100 mVs?! and electrochemical impedance was
applied at 0.2 V frequency range between 100,000-
0.1 Hz vs. Ag/AgCl. Square wave voltammetric (SWV)
measurements were performed in the potential range
between -0.30 V and 0.6 V in phosphate buffer at pH
7.0 following instrumental parameters as: frequency:
50 Hz; Puls width: 50 mV; Amplitude: 4 mV.

2.4. Synthesis of MMT-Ser Nanocomposite

The MMT suspension was prepared at a
concentration of 3%, followed by an ex-situ
nanocomposite and subsequent desolvation method
respectively for obtaining montmorillonite-sericin
nanocomposite (MMT-Ser NC). For this purpose, 1
mL of MMT suspension was mixed with 30 mg mL-!
sericin solution. Afterwards, 4 mL of ethanol was
added to the suspension to convert it to composite
structures, until the solution appeared in white
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cloudy color. Next, 8 % gluteraldehyde (GA) solution
was added to crosslink the composite nanostructures
under constant stirring (500 rpm) for 4 hours at
room temperature and then washed by centrifugation
and incubated at 4 ° C for further studies.

2.5. Preparation of MMT-Ser NCs modified PGEs

PGEs were dipped in the MMT-Ser NCs solution for
several time durations between 10-120 minutes and
the nanocomposites were accumulated on PGE by
passive adsorption method. The modified graphite
electrodes were incubated for drying at room
temperature (30 min.) and gently washed with
double distilled water to get rid of the loosely bonded
NCs. The obtained modified electrodes were named
as MMT-Ser NC/PGE.
2.6. Pharmaceutical vitamin C
preparation

sample

The proposed nanocomposite based biosensor was
applied in commercial pharmaceutical vitamin C
ampules containing 100 mg mL-1 of AA. For this
purpose, known amount of vitamin C were added into
the 0.1 M PBS (pH 7.0) and % recoveries were
estimated for two different additions of the sample.

3. Results
3.1. Characterization of MTT-Ser NCs

The protein-clay nanocomposites may be constructed
by straight adding of two solutions together
comprising the protein and the clay suspension. The
emerged nanostructure is named as ex-situ
composite nanostructure or nanocomposite because
the majority of the protein is located in external
ranges of the clay [34]. Herein, Sericin doped MMT
nanocomposites (MMT-Ser NCs) were prepared by
the addition of glutaraldehyde (GA) as crosslinking
agent for the first time on the literature. The GA acts
on the amine group of proteins at neutral pH, is a
linear dialdehyde. The aldehyde fragments of GA are
bonded with the amine ends of proteins through the
formation of Schiff base (-C = N-) which made the
nanostructure stable under cross-linking conditions
[35,36].

As a result of the characterization studies, the particle

size of the composite nanostructures were
approximately 150 * 15.20 nm with a good
polydispersity index (PDI) about 0.083 + 0.014

(Figure 1.B). The zeta potential of the NCs was
obtained as -27.60 + -3.02 mV (Figure 1.C). The DLS
results were supported by SEM analyses by
displaying a very homogeneous and uniform
structure (Figure 1.D).

ATR-FTIR analyses were demonstrated in the Figure
1.A. According to the results, Sericin NP spectra
exhibited characteristic absorption at 1680 cm and
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1500 cm, for the C-O in the amide-1 and for N-H
bending of the amide-II of the proteins, respectively.
In the spectrum of MMT which was also seen in MMT-
Ser NCs with a slight shift at 1030 cm-! of the Si-O-Si
due to GA crosslinking supported the presence of
MMT. The characteristic peak of the sericin was also
seen in the same spectrum which proved the
nanocomposite construction [37,38].

Afla

Transmittance
T

3100 2100

Wavenumbers (cm™)

Total Counts

Intansity (Percent)
3

Figure 1. A) ATR-FTIR spectrum of a) MMT, b) Sericin NP,
c) MMT-Ser NCs, B) The size distribution of MMT-Ser NCs,
C) The zeta potential of MMT-Ser NCs, D) SEM image of
MMT-Ser NCs, scale bar: 500 nm

3.2. Surface Morphology analysis of MMT-Ser
NC/PGE

After it was shown that the synthesis of uniform
MMT-Ser NCs were obtained successfully, the
nanocomposites were further transferred on PGE
surfaces for use as electrochemical sensor. The
change in the topography and the microscopic
structure of PGEs before and after the modification
with MMT-Ser NCs were examined by using SEM for
low and high magnifications, respectively (Figure 2).
Bare PGE displayed fragmental graphite flakes piled
up unitedly (Figure 2.a and 2.b). After MMT-Ser NCs
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modification on PGE via physical passive adsorption,
a coverage of homogeneous layer and agglomeration
of globular nanocomposite were observed. Also, the
nanocomposites preserved its original spherical
shape with a size of approximately 170 nm (Figure
2.cand 2.d).

o — § ~ —

Figure 2. SEM images before and after modification; a)
Bare PGE (10 puM), b) BarePGE (1 pM), ¢) MMT-Ser NC
modified PGE (10 pM) ve d) MMT-Ser NC modifed PGE (1

uM).

3.3. Electrochemical Studies of MMT-Ser NC/PGE

The effect of MMT-Ser NC modification on the
electrochemical feedback of PGE and the electron
transfer process was examined by cyclic voltammetry
(CV) and electrochemical impedance spectroscopy
(EIS) measurements in 0.1 M KCl containing 5.0 mM
Fe (CN)e3-/* redox pair (Figure 3). Figure 3A showed
that MMT-Ser NC modification on the sensor (curve
b) has led to a raise in the cathodic and anodic peak
currents and a decline in peak to peak separation of
redox pair (AEp) indicating easier electron transfer
than bare PGE (curve a) because of better electron
pathway between the electrode and the solution. The
anodic and cathodic peak currents, peak potentials
and peak potential separation values obtained for
Fe(CN)e*/3- system were summarized in Table 1. It
can also be considered that the porous
nanocomposite structure exhibited higher
electroactive surface area than PGE according to the
Randles-Sevcik equation [39].

The interfacial feature of the bare and modified PGE
by EIS was shown in Figure 3.B a and b, respectively.
Nyquist plots exhibited a semicircle described by the
charge transfer resistance (Rct) equal to the
semicircle diameter of the plot at high frequencies
and the linear portion corresponding to the diffusion
process at low frequencies. It was observed that the
Rct value of the electrode/solution interface (Rct: 450
Q) decreased after modification of PGE (Rct: 280 (1)
by nanocomposite as an indication of the increase of
the electron transfer rate at the electrode/solution
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interface. This result was also consistent with CV
results.

Table 1. Behavior of bare and modified PGE in redox probe
solution.

Electrode PGE MMT-Ser NC/PGE
Ipa (pA) 191.5+33.14 233.6%9.06
Epa (V) 0.120£0.219 0.327+£0.013
Ipc (nA) 178.4+33.05 245.3+1.95
Epc (V) 0.329+0.22 0.150+0.002
AEp (V) 0.209+0.115 0.177+£0.013

N=3, %95 confidence level.
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Figure 3. A) Cyclic voltammograms of a) PGE, b) MMT-Ser
NC/PGE in 5.0 mM Fe(CN)e 3/4 in 0.1 M KCL. (Ei: - 0.4 V, Er:
0.9 V vs. Ag/AgCl). Scan rate: 100 mVs-1, B) Nyquist plots
(E: 0.2V, Frequency range: 100,000-0.1 Hz).

3.4. Investigation of electrochemical behavior of
AA

To assess the effect of electron transfer kinetics of AA
on the electrode surface properties of the sensor,
cyclic voltammetry was performed to examine the
electrochemical potential of AA on bare (Figure 4.A)
and the modified PGE (Figure 4.B) in the N2 saturated
0.1 M pH 6.0 PBS in the absence (curves a) and
presence of 0.5 mM L-AA (curves b). CVs for each
electrode showed a single oxidation peak at about +
0.3 Vvs Ag/AgCl and no reduction peak was observed
in the reverse scan as an indicator of the irreversible
character of the electrode reaction, and this result is
consistent with the literature [20]. This irreversible
oxidation of AA was proved to proceed by the release
of two electrons and two protons, leading to
formation of dehydroascorbic acid [26]. According to
the results, coating of MMT-Ser NCs on PGE improved
the adsorption of AA to the electrode surface and
increased the peak current values significantly (about
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3.5 times). This was an indication that the obtained
sensor surface could be successfully used for the
electrochemical analysis of AA. Compared to the
voltamogram obtained with bare electrode, the
modification showed accelerated -electrooxidation
process of AA on the electrode. Thus, MMT-Ser NC
modified PGE was used as the working electrode in
all subsequent experiments. In addition, 4 cycles of
alternating voltammograms with the modified
surface demonstrated that the oxidation peak of AA
decreased with the increase in the number of cycles
indicated the adsorption of AA on the electrode
surface (Figure 4.C). Furthermore, scan rate
experiment was conducted in order to prove that the
oxidation mechanism of AA is adsorption controlled.
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Figure 4. Cyclic voltammograms of A) Bare PGE, B) MMT-
Ser NC modified PGE; a) in the absence, b) in the presence
of 0.5 mM of AA in PBS pH 6.0. (scan rate: 100 mVs-1), C)
MMT-Ser NC modified PGE, 4 alternating cycles in 0.5 mM

of AA in PBS pH 6.0.

-0.2 0.0

3.5. Scan rate study

Scan rate experiment provides useful information
about the oxidation/reduction mechanism of
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electroactive species in electrochemical sensor
development studies so that oxidation mechanism of
L-AA on MMT-Ser NC/PGE in pH 6.0 PBS was studied
in the range of 10-100 mVs'L. The effect of the scan
rate (SR) on the peak current (Ip) of L-AA was plotted
as illustrated in Figure 5. Anodic peak currents
increased linearly as the scan rate increased showing
that L-AA oxidation was adsorption-controlled on the
sensor. This typical behavior of L-AA was found to be
consistent with the literature [40].

30

25

20 -

04 ¢ 4
SR(mVs™') = 0.1636 I(1nA) + 8.6426
R*=0.993
5 T T T T T
20 40 60 80 100
SR/mVs”

Figure 5. Scan rate study for MMT-Ser NC/PGE. The linear
graph corresponding peak currents vs. scan rates between
10-100 mVs-! in pH 6.0 PBS containing 0.5 mM AA.

3.6. Optimization Studies

The analytical performance of the MMT-Ser NC
modified sensor was analyzed by using a sensitive
technique, square wave voltammetry (SWV) and
optimization of the parameters were summarized in
Table 2.

Table 2. The results for optimization of SWV parameters.

Parameter Studied Range Optimum Value
Frequency (Hz) 10-70 50
Amplitude (mV) 10-70 50
Puls width (mV) 3-7 4

As the nanocomposite modification of the surface
was carried out by physical adsorption, the most
important parameter in this method was the
adsorption time in the NC solution. The PGEs were

immersed in MMT-Ser NC solution for different
durations (15, 30, 45, 60, 90 minutes) and the
maximum peak currents were observed for 45
minutes (Figure 6.A). When the adsorption time was
increased, the peak current started to decrease due to
saturation of the surface. For this reason, the physical
adsorption time of the nanocomposite structure was
determined as 45 min in all the experimental studies.
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Figure 6. A) The effect of physical adsorption time of MMT-
Ser NC on PGE surface on AA response. B) The effect of
supporting electrolyte pH on the oxidation of AA.

The effect of the supporting electrolyte pH on the
oxidation peak of AA was examined and the
maximum peak current was obtained at pH 6.0
solution, also this pH was the most convenient
medium for the adsorption of the AA on MMT-Ser
NC/PGE (Figure 6.B). According to the literature, it
was also reported that the electrooxidation of AA is
widely accepted below pH 8 [2]. Further experiments
were employed under optimized conditions by SWV.

Table 3. Analytical performance of different electrochemical AA sensors based on nanomaterials/composites.

Modified electrode Linear Range / uM LOD / uM Reference
AuNPs/P(PDA)-GO/GCE 6.0-2400 1.764 [17]
RGO-Ag/PANI/GCE 50-1000 0.5 [18]
MoS2/PEDOT/GCE 20-140 5.83 [41]
AuNPs@MoSz/GCE 1000-70000 100 [20]
Au/RGO/GCE 240-1500 0.002 [21]
RGO-Zn0O/GCE 50-2350 3.71 [22]
GF@NiCo204 200-750 50 [23]
3D-MoS2/rGO/Au@GCE 2-5400 0.93 [24]
PANI/HNTSs hierarchical nanotubes 5-5500 0.21 [25]
Zn-NiAl LDH/rGO superlattice 0.5-11 13.5 [42]
MWCNTSs/Cuz0/Ag20 0.05-1628.5 0.011 [43]
AgNPs-PSi 20-60 0.83 [44]
ZnNi NPs@f-MWCNT 300-1100 0.51 [19]

MMT-Ser NC/PGE 10-1000 8 This work

AuNP: Gold nanoparticle, P(PDA): Poly(2,6-pyridinedicarboxylic acid), GO: Graphene oxide, GCE: Glassy carbon electrode, RGO: Reduced graphene oxide, PANI:
polyaniline, MoSz: Moliybdenium disulphide, PEDOT: poly(3,4-ethylenedioxythiophene), ZnO: Zinc oxide, GF: graphene fiber, NiCo204: Nickel cobaltite, Au: Gold,
HNT: Halloysite nanotiipler, Ag: silver, LDH: Double layer hydroxide, AgNR: Silver nanorod, P(Arg): poli(l-arginine), MWCNTSs: Multiwalled carbon nanotubes,
Cuz0: Copper dioxide, Ag20: Silverdioxide, AgNPs-Psi: Silver nanoparticle decorated stain-etched mesoporous silicon. ZnNi NPs@f-MWCNT: Zinc Nickel

nanoparticles-multiwalled carbon nanotubes.
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3.7. The analytical performance of MMT-Ser
NC/PGE for AA detection

The sensitivity for the determination of AA with
MMT-Ser NC/PGE nano-biosensor was analysed by
SWV to examine peak current dependence on the
concentration of AA. As can be seen in Figure 7.A,
after successive additions of AA, the oxidation peak
currents increased linearly with increase of the
concentration between 10 pM and 1000 pM of AA.
From the calibration graph (Figure 7.B), the
relationship between the oxidation peak currents and
the concentration of AA was estimated given by the
equation;

I(ud) = 0.0612 C(uM) — 0.4697 R?=0.993 (1)
The limit of detection, LOD, (based on S/N=3) was
found to be 8 pM. The wide linear range and the
moderately low LOD values of the proposed sensor
were compared to other electrochemical AA sensors
comprising various modified sensors (Table 3). MMT-
Ser NC/PGE sensor system has not been previously
used to detect any analyte in the literature.
Considering the other studies in the literature, it has
been observed that the sensor system developed has
a competitive performance with other sensor
systems.
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Figure 7. A) Linear detection range by SWVs recorded at
MMT-Ser NC/PGE in pH 6.0 PBS between 10-1000 mM
(from bottom to top) of AA (Ei: - 0.1V, Ef: 0.6 V, Frequency:
50 Hz; Puls width: 50 mV; Amplitude: 4 mV, equilibrium
time: 10 s). B) Calibration graph of peak current vs. the AA
concentration.

3.8. Reproducibility, selectivity investigation and
AA assay in real sample

Reproducibility investigation of MMT-Ser NC/PGE
sensors prepared independently under the same
applicability of the sensor was tested for the
determination of AA in Vitamin C tablets by the
standard addition method  with known
concentrations of the analyte. The recoveries were
between 94.6% and 111.2% for two different
additions of samples which proved that the
electrochemical sensor can practically be applied for
vitamin analysis (Table 4).

Table 4. Results for detecting of AA in pharmaceutical
vitamin C sample using MMT-Ser NC/PGE sensor.

Sample Added Found Recovery RSD (%)
(nM) (nM) (%) n=3
Pharmaceutical =, o 189.3 94.6 4.54
Vitamin C
Pharmaceutical 5, o 166.0 111.2 5.10
Vitamin C
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4. Discussion and Conclusion

Nanocomposite materials based on clay and silk
protein were used together in the presented study in
which superior properties of the two different
materials were blended to provide a functional
material for the modification of transducer surface.
The montmorillonite-sericin nanocomposite were
synthesized by desolvation method following
glutaraldehyde crosslinking by acting amine groups
of sericin to make the nanocomposites stable. The
results of the characterization studies revealed that
the synthesis of MMT-Ser composite nanostructures
were prepared successfully; homogeneous and
uniform nanocomposites were obtained and
supported with both morphological and chemical
analysis results. The synthesized montmorillonite-
sericin composite nanostructures were characterized
and investigated as electrode modifier as they can act
as matrixes for electro-active ions as well as their
versatility, ease of manuplation, high adsorption
ability, biocompatibitiy and low cost of production.
MMT-Ser NC were first time applied for the nano-
structuring of electrode surfaces and showed good
sorption properties for the substrate and the analyte
as well as sensitive electroanalysis of ascorbic acid in
standards and pharmaceuticals with satisfactory
results in comparison with the other electrochemical
nanostructured sensors reported in the literature.
The sensor also can be potentially useful for
biomedical applications and determination of other
bioanalytes.
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Ozet: Calismada Afyonkarahisar ili patates alanlarinda patates bocegi
(Leptinotarsa decemlineata) (Say) (Coleoptera: Chrysomelidae)'nin yayilisi
arastirillmistir. Patates bocegi Uzerine yapilan bu ¢alismanin amaci iilkemizde
¢okea yetistiriciligi yapilan patatesin en 6énemli zararlilarindan birisi olmasidir. Bu
nedenle, Afyonkarahisar ili; Merkez, Sandikli, Emirdag, Suhut, Dinar, Cobanlar
ilcelerinde her ilceye dort kez gidilerek tarlalardan patates bocegi bireyleri
toplanmistir. Buna ek olarak Afyonkarahisar ilinde patates boceginin popiilasyon
degisiminin belirlenmesi amaciyla, Afyonkarahisar ili Bolvadin Ilgesi merkezinde,
aralarinda 4 km bulunan iki patates tarlasi (Erkmen ve Sihlar mahalleleri)
ornekleme alani olarak secilmistir. Her hafta bu tarlalardan patates bocegi
bireyleri (yumurta, larva, ergin) toplanarak kayit altina alinmistir. Afyonkarahisar
ili merkez ilgesinde kimyasal miicadelenin yogun olarak uygulandigi patates
alanlarinda patates bocegi bireylerine az miktarda rastlanmistir. Erkmen
mahallesindeki parselde toplamda 1165 yumurta bulunurken Sihlar mahallesinde
ise 556 yumurta elde edilmistir. Bu iki patates tarlasinda yapilan ¢alisma sonucu
patates boceginin popiilasyon dalgalanmalari grafikler ile ifade edilmistir.

Dispersal of Colorado Potato Beetle (Leptinotarsa decemlineata) (Say)
(Coleoptera:Chrysomelidae) in Afyonkarahisar Province

Keywords

Leptinotarsa Decemlineata,
Potato,

Afyonkarahisar

Abstract: In study, the dispersal of Colorado potato beetles (Leptinotarsa
decemlineata) (Say) (Coleoptera: Chrysomelidae) in the province of
Afyonkarahisar has been investigated. The aim of this study is that, it is one of the
most important pests of potatoes which are grown in Turkey. Because of this,
certain districts in Afyonkarahisar -the central district, Sandikli, Suhut, Dinar,
Emirdag, Cobanlar - were visited four times, and the potato beetles were collected
from the fields. Additionally, two potato fields (Erkmen and Sihlar neighborhoods),
which have 4 kilometers’ distance between, in the district of Bolvadin were settled
as the sampling area so as to determine the population change of potato beetles in
Afyonkarahisar. Every week, potato beetles (eggs, larvae, pupa) were collected
from these fields and recorded. In the central district of Afyonkarahisar, less potato
beetles were detected in the potato fields where chemicals were intensively used.
Egg numbers of the fields in Erkmen and Sihlar neighborhoods were 1165 and 556,
respectively. Fluctiations of potato beetles for both fields were drawn.

1. Giris

de birim alana diisen verimin artirilmasi ve
zararlilara kars1 yapilacak etkin bir miicadeledir [3].

Diinya genelinde insan niifusu hizla artmaktadir.
Hizla artan insan niifusuna kiyasla iiretilen iiriinlerin
miktarindaki artis hizinin yeterli olmamasinin
oniimiizdeki donemlerde ag¢lik problemine yol
acacag@i arastiricilar tarafindan ileri siirtilmektedir [1,
2]. Bu ihtiyac1 karsilamanin baslca yollarindan biri

*ilgili yazar: ismailkaraca@isparta.edu.tr
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Tek yillik bir kiltir bitkisi olan patates; alinan
verimin fazlalig, iceriginde bulunan besin degerinin
ve farkl ekolojilere adaptasyonunun yiiksek olusu
gibi ozellikleri nedeniyle, diinyanin bircok yerinde
basari ile yetisebilmekte ve 6nemli bir besin kaynag:
olarak kullanilmaktadir [4].
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Tiirkiye’de 1970’1i yillarda Ulkesel Patates Projesinin
baslatilmasi ve 1984 yilindan itibaren 0zel
tohumculuk sirketlerine destek verilmesi iilkemizde
yapilan patates liretiminin artmasinin nedenlerinden
birisi olmustur.

Beslenmemizde 6nemli bir yeri olan patatesin, her
alim giiciine hitap etmesi, veriminin yiiksek olusu,
iceriginde bulunan kaliteli karbonhidratlar ile glinliik
beslenmedeki 6nemi ve c¢esitli iklim o6zelliklerine
sahip bolgelerde de yetistirilebiliyor olmas1 bir¢ok
tilkede yetistirilmesini ve tiiketilmesini saglamistir

[5].

Misir, celtik ve bugday iiretiminden sonra diinya
geneli Uiretimdeki pay1 %80 olan patates 368 milyon
ton Uretim miktan ile lretim bazinda dérdiinci
sirada yer almaktadir [4].

Diinya genelinde en fazla patates ekim alanina sahip
10 ilke Cin, Rusya, Hindistan, Ukrayna, Banglades,
ABD, Polonya, Belarus, Peru ve Nijerya'dir. Tiirkiye
18 hektar ekim alani ile diinyada ilk 30 iilke arasinda
yer almaktadir. En fazla patates lireten iilkelerin ise;
Cin, Hindistan, Rusya, Ukrayna, ABD, Almanya,
Polonya, Banglades, Belarus, Hollanda oldugu;
Tiirkiye'nin ise iiretim bazinda 14. sirada yer aldig:
goriilmektedir. 2018 yili patates liretimi 4 milyon
550 bin ton iiretim miktar: ile bir 6nceki yila gore
%0,2 oraninda gerilemistir [6].

Ulkemizde yapilan patates iretimi incelendiginde
tiretimin en ¢ok olarak yapildig iller sirasi ile; Nigde,
Nevsehir, [zmir, Bolu ve Afyonkarahisar illeri olarak
goriilmektedir. Patates yetistiriciligimizin yiizde
57,9'u bu illerimizde gerceklesmektedir.
Topraklarimizda yapilan tretimin %13’ tohumluk
acisindan  degerlendirilirken, %16’k  kisminin
tireticilerin aile ici tiiketimini kapsadigi, %3’iinlin
hayvan beslenmesinde kullanildigl ve kalan %68’lik
kisminin ise pazara sunuldugu belirtilmistir [7].

Patates iiretiminde verimde diisiiklige neden olan
bir¢ok hastalik ve zararli etmeni bulunmaktadir. Bu
zararlilar arasinda patates bdcegi, Leptinotarsa
decemlineata (Say) (Coleoptera: Chrysomelidae)
onemli bir yer tutmaktadir. Patates bocegi, patates
yetistiriciliginin yapildigi tim bdlgelerde zarar
yapmaktadir [8, 9].

Patates bocegi 10-12 mm uzunlugunda kubbeli yapil
bir bdcektir. Erginlerinde bir cift sartkanat bulunur.
Kanatlarin iizerinde ise 5’er tane siyah cizgi vardir.
Bas ve gogis kisminin {izerinde kiiciik siyah noktalar
bulunmaktadir. Patates bocegi kisi toprakta ergin
olarak gecirir ve bulundugu iklim kosullarina bagh
olarak yilda 1-3 dol verir [10].

Bu calismada, patates boceginin Afyonkarahisar ili
patates yetistiricilik alanlarindaki dagilimi ve
Bolvadin ilgesinde secilen iki tarlada popiilasyon
degisimi ele alinmstir.
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2. Materyal ve Metot

Afyonkarahisar ili patates iiretim alanlarindan
toplanan Chrysomelidae familyasina ait Leptinotarsa
decemlineata’'nin tim bireyleri, yapilan c¢alismanin
esas materyalini olusturmaktadir. 2017 yili iiretim
sezonunda c¢alismanin yapildigr her ilge dort kez
ziyaret edilmistir. Bolvadin ilcesinde popilasyon
takibinin yapildigl iki tarladan ise her hafta periyodik
olarak 6rnekler toplanmistir.

Calismalar Afyonkarahisar ili ve ¢evresinde patates
boceginin yayilisini belirlemek amac ile yapilmis ve
iki asamali olacak sekilde yiirttilmiistir.

2.1. Afyonkarahisar ili ve ilgelerinde patates
boceginin yayilisi

Calismada patates boceginin Afyonkarahisar ili ve
ilcelerindeki yayilisini belirlemek amaciyla arazi
cikislart  gerceklesmistir. Calismalar atrap, elle
toplama ve gozle kontrol yontemleri kullanilarak alti
ilce ziyaret edilmek sureti ile yapilmistir. Arazi
cikislar1 Afyonkarahisar ilinin Sandikli, Suhut, Dinar,
Emirdag, Cobanlar ve Afyonkarahisar merkez
ilcelerinde gerceklesmis, patates iretiminin ylizde
bazinda daha az oldugu ilcelerde (ihsaniye, Iscehisar,
Bayat, Bolvadin, Sultandag, Cay, Sinanpasa, Hocalar,
Kiziloren, Evciler, Dazkiri, Basmake1) ise drnekleme
calismalar1 yapilmamistir. Tablo 1’de goriilen
ilcelerde yapilan oOrneklemeler 2017 yili iretim
sezonu boyunca devam etmistir.

Tablo 1. Calismalarin yapildigi patates tarlalarinin
koordinatlari ve parsellerin yiikseklik degerleri

flce Adi Koordinatlar Yiikseklik
Sandikls gng; g?:gg:g 1054m
suhut gg:ﬁé;:g;g 1148m
Merkez ggggéé;}g 1007m
Emirdag g?gég?ggg 956m
Cobanlar 38'4232.86K 994m

30°45'59.47'D

Uretim alanlarindaki bitkilerde 6ncelikle gozle
kontrol yontemi kullanilmis ve patates boceginin
parsellerde bulunan tim doénemleri elle toplanarak
kayit altina alinmistir. Toplanan tiim O6rnekler ayri
ayr1 kese kagitlarina yerlestirilerek buz kutusu
icerisinde laboratuvara getirilmistir. S6z konusu
alanlarda her bir tarlada 100 kez atrap sallanmustir.
Farkli biyolojik ddnemlere ait olan bdcekler
parazitoit ¢ikarma kavanozlarina yerlestirilmistir.
Ancak parazitoite rastlanmamistir.
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2.2. Patates bodceginin Bolvadin
yayilisinin belirlenmesi

ilcesindeki

Afyonkarahisar ili merkezi ve ilcelerinde patates
boceginin yayilisin1 arastirmak icin yetistiriciligin en
¢ok oldugu alt1 ilcede yapilan dort ornekleme
calismasi ile beraber, Bolvadin ilgesinin biri Erkmen
mahallesi, digeri ise Sthlar mahallesinde bulunan, her
biri 30 Da’lik iki parsel patates boceginin popiilasyon
takibi i¢in belirlenmistir. Bu iki parselde yapilan
calismalar haftada bir giin olacak sekilde
planlanmistir. Her arazi c¢ikisinda her bir patates
tarlasinda, tarlalar capraz koseleri dogrultusunda
ylriinerek 100 kez atrap sallanarak orneklemeler
yapimistir [11].

Bu ¢alismalara ilave olarak 2017 yili Afyonkarahisar
ili Bolvadin ilgesine ait yillik iklim verileri, termal
konstant degerleri ve patates boceginin gelisme esigi
verileri kullanilarak dol sayisi hesaplanmistir. S6z
konusu iklim verileri, 2017 yili i¢in T.C. Tarim ve
Orman Bakanlifi Meteoroloji Genel Miidiirliigiine
baglh Bolvadin istasyonundan (No: 17796) alinmistur.
Calismanin bu kisminda Giirkan ve Bosgelmez [10]’in
Atak [12]’a atfen kullandig verilerden
yararlanilmistir. Hesaplamalarda patates boceginin
gelisme esigi icin 12,8 °C ve termal konstant degeri
icin 336 giin-derece kullanilmistir.

3. Arastirma Bulgular1 ve Tartisma

3.1. Patates boéceginin Afyonkarahisar ili ve
ilcelerindeki dagilimi

Afyonkarahisar'in ilgelerinde gerceklestirilen dort
sorvey calismasi neticesinde elde edilen patates
boceginin yumurta, larva (tiim larva donemleri bir
arada alinmistir) ve ergin birey sayilarn ile
yumurtalarin agilma oranlar1 Tablo 2, 3, 4, 5 ve Sekil
1’de verilmistir.

Tablo 2. Afyonkarahisar ili ve ilgcelerinde 04.06.2017
tarihinde yapilan birinci drnekleme ¢alismasinda toplanan
patates bocegi verileri

Araziye Yumurta Yumurta Larva Pupa Ergin
cikis acilma
1 say1sl orani (%) saylsl  sayisl  saylsl
Sandikl 108 4444 27 14 82
Suhut 174 16,09 25 17 85
Dinar 75 20 20 20 10
Merkez 10 10 2 9 5
Emirdag 864 37,50 145 79 450
Cobanlar 74 16,21 17 25 24

Yapilan ilk 6rnekleme ¢alismasinda en ¢ok yumurta
Emirdag ilgesinde bulunurken a¢ilma oram1 %37,50
olmustur. Afyon merkezinde bulunan o6rnekleme
parselinde ise toplanan 10 yumurtadan yalnizca 1
tanesi agilmistir.

Suhut, Dinar ve Emirdag ilcelerinde yapilan
c¢alismada ilk orneklemeye gore yumurta acilma
oranlarinda azalma gorilmistir. Bunun nedeni
olarak haziran ayinin ortalarindan itibaren kimyasal

uygulamalarin  daha
gosterilebilir (Tablo 3).

yogun sekilde yapilmasi

Tablo 3. Afyonkarahisar ili ve ilcelerinde 25.06.2017
tarihinde yapilan birinci 6rnekleme ¢alismasinda toplanan
patates bocegi verileri

Araziye Yumurta Yumurta Larva Pupa Ergin

gikis say1sl agilma saylsl  saylsl  sayisl
2 orani (%)

Sandikh 87 12,64 29 16 291
Suhut 110 9,09 31 57 189
Dinar 56 7,14 12 19 103

Merkez 19 10,52 10 13 31

Emirdag 89 7,86 24 22 97

Cobanlar 72 31,94 12 32 61

Tablo 4. Afyonkarahisar ili ve ilcelerinde 16.07.2017
tarihinde yapilan birinci 6rnekleme ¢alismasinda toplanan
patates bocegi verileri

Araziye Yumurta Yumurta Larva Pupa Ergin

gikis say1s1 agilma saylsl  saylsl  saylsl
3 orani (%)

Sandiklh 27 14,81 38 7 26
Suhut 14 14,28 12 4 96
Dinar 18 16,66 12 9 70
Merkez 5 0 6 3 12

Emirdag 47 36,17 142 27 63

Cobanlar 38 21,05 17 26 41

Tablo 5. Afyonkarahisar ili ve ilgelerinde 06.08.2017
tarihinde yapilan doérdiincii o6rnekleme ¢alismasinda
toplanan patates bocegi verileri

Araziye Yumurta .

cikis Yumurta acilma Larva Pupa Ergin
4 say1s1 orani say1s1 say1s1 say1s1
(%)

Sandikli 6 16,66 9 4 19
Suhut 14 7,14 11 3 7
Dinar 21 14,28 13 4 23

Merkez 4 0 7 1 10

Emirdag 9 22,22 2 1 32

Cobanlar 12 16,66 10 3 11
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Tablo 2, 3, 4 ve 5’de gorildigi lizere ilgelere ve
yapilan érneklemelere gore yumurta a¢ilma oranlari
birbirinden farkli olup bu oran %0 ile %44,44
degerleri arasinda  belirlenmistir. ~ Maksimum
yumurta acilma orani ortalamasi Sandikl ilgesinde,
minimum ag¢ilma orani ortalamasi ise Afyonkarahisar
merkez ilcesi drnekleme parselinde saptanmistir.
Tablo 1'de verilen parsellere ait ytikseklik degerleri
acisindan durum degerlendirildiginde yumurta
acilma oranlarimin ytikseklik degerleri ile iliskili
olmadigi anlasilmistir. Acilma oranlarimin farkl
olusunun sebebi olarak érnekleme yapilan alt1 ilcede
yapilan ilaglama uygulamalari olabilecegi
disiiniilmiistiir. Afyonkarahisar merkezde bulunan
parselde ilaglama uygulamasinin diizenli periyotlarla
yapildigi, buna bagl olarak drnekleme ¢alismalarinda
en az yumurta sayis! ve yumurta agillma orani burada
yapilan drnekleme sonucunda bulunmustur. Giirkan
ve Bosgelmez [5]'in Ankara’da yaptiklar1 calismada
patates iiretimi yapilan parsellerden topladiklar: tiim
yumurtalarin agilma orani ortalamasi %87,3 olarak
saptanmistir. Urgiip (Nevsehir)'te yapilan diger bir
calismada ise yumurta agilma orani %47,8 olarak
bulunmustur [13]. Bu ¢alismada da belirtildigi gibi
laboratuvara  getirilen  yapraklarin  tazeligini
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kaybetmesi yumurta acgilma oranlarinin disiik
olmasina neden olabilir.

Yum

*Yum.Agil.orani

m m m U
Suhut Dinar

L

Emirdag

ol B

Afyon merkez

0

Sandikh Gobaniar

Sekil 1. Afyonkarahisar ili ilgelerinde elde edilen patates
bocegi verileri

Sandikli  ilgesinde  yapilan tim  drnekleme
¢alismalarinda 228 yumurta toplanmistir.

Suhut ilcesinde yapilan ornekleme c¢alismalarinda
patates tarlalarindan 312 adet yumurta bulunsa da
toplanan yumurtalarin agilma orani ortalamasi
%11,65 olarak bulunmustur. Ergin birey sayilar ise
Sandikl ilgesi ile yakin degerler olarak tespit
edilmistir.

Dinar ilgesinde yapilan ¢alismalarda 170 yumurta, 57
larva ve 206 ergin toplanmistir. Yumurtalarin agilma

oranlar1 ortalamalari, toplanan 170 yumurtada
%14,52'dir.
Afyon  merkezde yapilan dort  O6rnekleme

calismasinda 38 adet yumurta, 25 larva, 58 ergin elde
edilmistir. Bu parselde yapilan ¢alismalar sonucu elde
edilen veriler diger parseller ile kiyaslandiginda
oransal olarak oldukc¢a az sayida tespit edilmistir.
Orneklemelerin yapildig1 alti ilce arasinda toplanan
yumurta sayisi, elde edilen yumurtalarin acgilma
oranlari, larva ve ergin sayist agisindan en diisik
degerler bu parselden alinmistir. Ugiincii ve
dordiincii  drneklemelerde toplanan toplam 9
yumurtada acillma gézlenmemistir.

Emirdag ilcesinde yapilan calismalardaki veriler
1009 yumurta, 313 larva, 642 ergin olarak tespit
edilmistir. Afyon merkezdeki parselin aksine bu
parselde yapilan c¢alismalarda yumurta sayisi,
yumurta a¢ilma oranlari, larva sayisi ve ergin sayisi
acisindan en yiliksek degerlere sahiptir. Parselden
dort orneklemede toplanan 1009 yumurtanin
%25,94’t acilmistir. Emirdag ilgcesinde yapilan ilk
orneklemede yumurta agilma orant %37,50 iken
parselde haziran ayinin tglnci haftast yapilan
kimyasal uygulamasi ile yumurta, larva ve ergin
popiilasyonunda ciddi bir diisiis yasanmustir. ikinci
ornekleme sonucu toplanan 89 yumurtanin yalnizda
7 tanesi agilmistir.

Cobanlar ilcesindeki patates tarlasinda tim
ornekleme calismalarinda toplam 196 adet yumurta
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bulunmustur.  Yumurtalarin  ag¢ilma  yiizdeleri
ortalamas1 %Z21,47 olarak hesaplanmistir. Dort
orneklemede de yumurta ac¢ilma oranlar1 haziran
sonunda hafif artis gostermekle beraber ciddi bir
dalgalanma géstermemistir.

3.2. Patates bodceginin Bolvadin
popiilasyon degisimi

ilcesindeki

Calismanin ikinci asamasinda, Afyonkarahisar iline
bagli Bolvadin ilgesinin merkezinde iki patates
tarlasinda L. decemlineata’nin yayilisi ele alinmistir.
Arazi ¢alismalar1 Bolvadin ilgesinin Erkmen ve Sihlar
mahallelerinde yer alan patates lretim alanlarinda
sirdirilmistir. Her hafta bir kez ziyaret olacak
sekilde gercgeklestirilen ¢alismalardan elde edilen
patates boceginin tim donemlerine ait bireylerinin
sayilar1 (Tablo 6 ve 7)’de ve bu sayisal degerlere gore
cizilen popiilasyon degisimi ise (Sekil 2 ve 3)'de
grafikler seklinde gosterilmistir.

e (Temmur BTemmu iSTemmur 2Temma M lemnur S dfos
o w1 o

Sekil 2. Erkmen
popiilasyon degisimi

thuss  apstos eMuses DT SN BT
o o o

9 w7 my

it SApuwss A AR Mabaos 2EWUDT 8607
7 m wy oo

Sekil 3. Sihlar mahallesindeki L. decemlineata popiilasyon
degisimi

Sekil 2 incelendiginde patates bocegi yumurta
sayisinin  10.06.2017 tarihinde yapilan 2. arazi
calismasinda en st seviyeye ulastigl, genel
popiilasyon yogunluklarinin baslangicta yiiksek
oldugu, 24.06.2017 tarihinden sonra zararh
popiilasyonunun dalgalanmalar gostermeye
baslamasi ve 19.08.2017 tarihi itibari ile diizenli bir
sekilde azalarak, hasat donemine kadar devam ettigi
goriilmektedir.

Her iki sekil bir arada incelendiginde zararlinin
parsellerdeki popiilasyon dalgalanmalarinin
benzerlik gosterdigi anlasilmaktadir. Erkmen ve
Sihlar mahallesinde bocek cikislarn ayn doneme denk
gelmistir.  Parseller arasinda fazla  uzaklik
bulunmamas1 (4 km), benzer c¢evre kosullari,
yukseklik farkinin olmayisi gibi nedenlerden dolay:
dalgalanmalar benzerlik gostermistir. Ancak Sihlar
mahallesinde yer alan tarladaki popiilasyon diizeyi
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Erkmen mahallesindeki tarlaya gore daha diisiik
diizeyde seyretmistir. Bunun nedeni olarak g¢evrede
daha fazla sayida patates iiretimi yapilan tarla
bulunmasi ve o tarlalarda yapilan kimyasal
uygulamalarin d6rnekleme parselindeki popiilasyon
seviyesini bir miktar etkilemis olmas1 olarak
diistintilmektedir.

Tablo 6. Bolvadin ilgesinin Erkmen mahallesindeki patates
tarlasindan elde edilen L. decemlineata sayilari

Tarih Yumurta Larva Pupa Ergin Toplam
Sayisi Sayis1  sayist  Sayisi
03.06.2017 84 13 11 51 159
10.06.2017 246 33 17 29 325
17.06.2017 154 54 16 20 244
24.06.2017 95 30 13 15 153
01.07.2017 80 43 9 22 154
08.07.2017 116 38 11 25 190
15.07.2017 44 56 6 12 118
22.07.2017 68 50 11 25 154
29.07.2017 82 32 16 12 142
05.08.2017 76 12 11 18 117
12.08.2017 42 18 19 26 105
19.08.2017 34 19 11 24 88
26.08.2017 12 7 5 18 42
02.09.2017 18 6 2 9 35
09.09.2017 14 4 0 4 22

Tablo 7. Bolvadin ilgesinin Sihlar mahallesindeki patates
tarlasindan elde edilen L. decemlineata sayilari

Tarih Yumurta Larva Pupa Ergin Toplam
sayisl Sayis1  sayisl  Sayisl
03.06.2017 56 20 14 19 109
10.06.2017 45 6 12 12 75
17.06.2017 42 17 6 18 83
24.06.2017 60 43 19 25 147
01.07.2017 38 24 8 14 84
08.07.2017 66 15 10 27 118
15.07.2017 45 19 18 19 101
22.07.2017 25 12 7 13 57
29.07.2017 60 17 6 8 91
05.08.2017 31 19 10 12 72
12.08.2017 23 6 6 5 40
19.08.2017 10 8 5 9 32
26.08.2017 25 14 6 10 55
02.09.2017 14 5 4 8 31
09.09.2017 16 14 5 9 44

4. Tartisma ve Sonug¢

Afyonkarahisar il merkezi ve ilceleri genelinde
haziran ay1 basindan, hasadin yapildig1 eylil ay1
basina kadar patates boceginin yayilisi dalgalanmalar
gostererek devam etmistir. Bolvadin ilcesinde patates
bocegi icin etkili sicakliklar toplami 1125,61 giin-
derece olarak bulunmustur. Bu degerden yola
cikilarak bu boélgede patates boceginin yilda 3.35 dol
verebilecegi hesaplanmistir. Uygun [14]'un Tokat ili
Resadiye ilcesinde yaptigi calismada, patates
boceginin  Resadiye kosullarinda bir yilda
verebilecegi dol sayisinin 1.1 oldugu bildirilmektedir.
Gurkan ve Bosgelmez [10], patates boceginin Orta
Anadolu Bolgesi'nde yilda 1.5, Marmara Bolgesi'nde 3
ile 4 dol arasinda verdigi bildirilmistir. Tiim sonuclar
bir arada degerlendirildiginde patates boceginin
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bolgelere bagh olarak farkli doél sayilarina sahip
oldugu soylenebilir. Bu durumun bélgelerin iklim
kosullarinin birbirinden farkl olusundan
kaynaklanabilecegi  sOylenebilir. Sonu¢ olarak
calismadan elde edilen verilere gore Afyonkarahisar
ili Bolvadin ilgesinde nisan-mayis aylarinda ekilisi
yapilan patates bitkisinde haziran ayimin ikinci
haftasindan itibaren patates boceginin c¢ikislar
baslamakta ve hasadin yapildig1 eyliil ayina kadar
parsellerde bécek gozlemlenmektedir. Uriin kaybs,
verim disiikligli endisesi yasayan {reticiler
ekonomik zarar esigi degerini gozetmeksizin zaman
zaman bilingsiz kimyasal miicadele yontemlerine
basvurmaktadirlar. Nouri-Ganbalani vd. [15], iranin
Ardabil bolgesinde yaptiklar1 ¢alisma sonucunda
patates boceginin ekonomik zarar esiginin bitki
basina 5-6 larva oldugunu vurgulamaktadirlar.
Bolgede ylriitilen bu c¢alismada zararlinin soz
konusu Ekonomik zarar esigine ulasmadig:
gozlenmistir. Buna ragmen yogun sekilde yapilan
kimyasal uygulamalarinin dogal diismanlar lizerine
olumsuz etki yaptigi ve dogal dengeyi bozdugu
diisiiniilmektedir. Bu sebeplerle iilkemizin patates
iiretiminde 5. Sirada yer alan Afyonkarahisar ilinde
yapilan bu g¢alisma, boélgede yapilabilecek diger

calismalara 151k tutmasi  agisindan  dnem
kazanmaktadir.
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Anahtar Kelimeler Ozet: Bu calisma, Tarm-92 iki sirali arpa cesidi tohumlarina uygulanan farklh

Arpa, dozlarda gama 1siminin (200, 300, 400 ve 500 Gy) M: bitkilerinde baz1 tarimsal
gill?'at;mm’ ozellikler tlzerine etkilerini belirlemek amaciyla yapilmistir. Arastirma Isparta
itki boyu,

kosullarinda 2016-2017 vejetasyon doneminde yiritilmustir. Arastirmada
kontrol (1s1n uygulanmamis), 200, 200 A, 300, 300 A, 400, 400 A, 400 A (C.B.) 500
ve 500 A gray dozlar1 olmak lizere toplam 10 parsel yer almistir. Parsellere dekara
10 kg/da azot ve 6 kg/da fosfor (P20s) hesabiyla giibre uygulanmistir. Arastirmada
gama 1sinlarinin bitki boyu, basak uzunlugu, basakta tane sayisi ve basakta tane
agirligy lUzerine etkileri incelenmistir. Arastirma sonucunda; ortalama bitki boyu
kontrolde 72.10 cm, M: generasyonunda 55.19-70.22 cm; basak uzunlugu
kontrolde 8.71 cm, M2 generasyonunda 7.43-9.13 cm; basakta tane sayis1 kontrolde
23.49 adet, M2 generasyonunda 20.36-23.42 adet, basakta tane agirlig1 kontrolde
2.73 g iken M: generasyonunda 1.25-2.46 g arasinda degisim gostermistir.
Incelenen o6zelliklerden bitki boyu, basakta tane sayisi, basakta tane agirhginda
kontrol grubuna gére gama radyasyon uygulamasi ile genel olarak azalma, basak
uzunlugunda artis gozlemlenmistir. Arastirma sonucunda; 300 ve 400 Gy
uygulamalarinda incelenen &zellikler yoniinden daha fazla varyasyonun meydana
geldigi belirlenmistir.

Basak 6zellikleri

Determination of the Mutagenic Effect of Different Gamma Radiation Doses
Applications on Some Agricultural Characteristics of Barley in M2 Generation

Keywords Abstract: This study was aimed to determine the effects of different doses of

Barley, gamma radiation (200, 300, 400 and 500 Gy) on some agricultural properties of M2

Gamma-rays, generation of ‘Tarm-92’ barley variety. The research was conducted in 2016-2017

SPII)?EE lce}?agrt:éters vegetation period under Isparta conditions. Total 10 plots were taken in the study
as control (non-irradiated), 200, 200 A, 300, 300 A, 400, 400 A, 400 A (C.B.) 500
and 500 A gray doses. The plots were fertilized with 10 kg/da nitrogen and 6
kg/da phosphorus (P20s). During the study the data on plant height, spike length,
number of grain per spike and weight of grain per spike were collected. Results
showed that average plant height was 72.10 cm in the control and ranged from
55.19 to 70.22 cm in Mz generation. Spike length ranged from 7.43 t0 9.13 cm in M2
generation and was 8.71 c¢m in the control plants. The number of seed per spike
was 23.49 in control, whereas it ranged from 20.36 to 23.42 in M2 generation. The
seed weight per spike was 2.73 g in control and ranged from 1.25 to 2.46 g in M2
generation. While gamma radiation reduced plant height, number of seed per
spike, weight of seed per spike it increased spike length compared to control
plants in ‘Tarm-92’ barley variety. The results indicated that 300 and 400 Gy
applications produced more variations in terms of examined agricultural
characteristic.

*ilgili yazar: ilknurakgun@isparta.edu.tr

96


https://orcid.org/0000-0003-2212-9836
https://orcid.org/0000-0002-7476-7226

T.A. Karakoca, I. Akgiin/ Arpada Farkli Gama Radyasyon Dozu Uygulamalarinin M, Generasyonunda Bazi Tarimsal Ozellikler Uzerine Mutagenik Etkilerinin Belirlenmesi

1. Giris

Hayvan beslenmesinde 6nemli yere sahip olan arpa
tanesinin  biinyesi, yaklasik olarak % 67
karbonhidrat, % 10 protein, % 2 yag, % 5 seliiloz
icermekte olup, kalsiyum, fosfor, potasyum gibi
mineraller ile A, E ve B vitaminlerince de zengindir
[1]. Ayrica igerisindeki yiiksek sindirilebilir lif orani
ve yiiksek B-glukan oranindan dolay1 arpa, insan
beslenmesinde dnem kazanmaya baslamis ve bazi
tilkelerde bugday ununa katki maddesi olarak
kullanildig1 bildirilmistir [2]. Glinimiizde diinyada
Uretimi yapilan arpanin kullanim alanlari igerisinde,
hayvan yemi (% 68), sanayi amagl (% 21) ve gida
endistrisi (% 5) sayilmaktadir. Tiirkiye'de ise
hayvan yemi (% 90) ve gida endistrisinde
kullanilmaktadir [3].

Bitkisel iiretimde istenilen miktarda liretim artisini
saglayabilmek amaciyla yapilacak ¢alismalarin
basinda, yiiksek verim potansiyeli olan, yetistirme
sartlarma uyum gosteren, Kkalite ozellikleri
yoniinden iyi, hastalik ve zararllara karsi dayaniklh
yeni ¢esitlerin elde edilmesi, liretimdeki cesitlerin
gelistirilmesi ve yayginlastirilmasi gelmektedir [4].

Yeni c¢esitlerin  gelistirilmesinde  kullanilacak
yontemlerden birisi de kolay ve kisa stirede sonug
veren mutasyon 1slahidir. Mutasyon;

kromozomlardaki say1 ve yapr degisiklikleri ile
genlerdeki degisimler olarak ifade edilmektedir [5].
FAO/IAEA mutant c¢esit listesine gore 2000 yilindan
once 2252 adet c¢esit, mutasyon yolu ile elde
edilmistir. Mutasyonla gelistirilen ¢esit sayis1 1995
yilinda 154 iken, 2000 yilinda 175 olarak
kaydedilmistir. Gelistirilen ¢esitlerin biiyliik bir
¢ogunlugu tahillar (1072) grubundadir. Bu
mutasyonlarin biiytik bir ¢ogunlugu (% 64) Gama
1sinlamasi sonucu elde edilmistir [6].

Bu konuda yapilan bir calismada, tritikale (cv T77)
ve arpa (cv C4) iizerine 5, 10, 20, 30 ve 40 krad (kR)
gama 1sinlarini uygulanmis ve M3 generasyonundaki
bitki boyu, basak uzunlugu ve basakta tane sayisini
incelenmistir. Arastirma sonucunda, uygulanan
gama dozlariyla olusturulan varyasyonun ceside,
radyasyon dozuna ve ¢esitle doz arasindaki
interaksiyona bagli oldugu ve ayrica, yiiksek
radyasyon dozlarinin ¢ok daha zararh etki yaptigi
bildirilmistir [7]. Diger bir ¢alismada, bugday
genotiplerine farkli gama dozlarinin (0, 15, 25, 35
ve 45 kR) M1 bitkilerindeki etkilerini arastirmislar
ve calisma sonucunda 25 kR’tan yiiksek dozlarda
basaklanmanin geciktigi ve 15 kR’'lik dozda en hizli
basaklanmanin oldugu belirlenmistir [8].

Arpada mutasyon ¢alismalarinda farkh fiziksel ve
kimyasal mutagen kaynaklar1 kullanilmaktadir.
Gamma 15101 olarak en fazla kullanilan doz 150-400
Gray arasindadir. FAO/ IAEA listelerinde resmi
olarak kayith 269 mutant arpa ¢esidi yer

97

almaktadir. Bunlardan 53 tanesi dogrudan cesit
olarak kullanildigy, 216 tanesinin ise
melezlemelerde ebeveyn olarak yer aldigi tespit
edilmistir. Ozellikle yar1 bodurluk saglayan genler
bircok c¢eside aktarilmistir. Yine saglam sapli,
yuksek verimli, malt kalitesi gelistirilmis Golden

Promise c¢esidi  Avrupa’da yaygin  olarak
yetistirilmekte oldugu bildirilmistir [9]. Bu veriler
glinimiiz uygulamalarinda mutasyonun, bitki

1slahinda kullanildigini géstermektedir.

Ulkemizde arpa iizerinde cesit gelistirme ve
yetistirme teknigi calismalarina Cumhuriyetin ilk
yillarinda Eskisehir, Ankara ve Yesilkdy Arastirma
Istasyonlar1 ve 1933’de Yiiksek Ziraat Enstitiisiiniin
kurulmasiyla baslanilmis ve giderek hiz kazanmistir
[10]. Bu ¢alismada arpada mutasyon 1slahi ile kalite
ve veriminin artirilmasi hedeflenmistir. Calismada
amag;, iki sirali arpa ¢esidi “Tarim-92’ izerinde farklh
gama dozu 1sinlarinin M generasyonundaki bazi
tarimsal 6zellikler {lizerine etkileri incelenmistir.

2. Materyal ve Metot

Bu calismada Tarm-92 arpa ¢esidi tohumlarina
2016 yilinda Tiirkiye Atom Enerjisi Kurumu’'nda
mutagen olarak 0.6 megarad/saat giiciindeki
kobalt-60 kaynagindan elde edilen gama 1sinlari
kullanilmistir. Arastirmada tohumlara 200, 300,
400, 500 ve 600 Gray doz gama radyasyonu
uygulanmis ve her wuygulamada 2500 tohum
radyasyona tabi tutulmus ve o yil sera sartlarinda
ekimi yapilmistir. Hasat sonucu elde edilen
tohumlari, her dozdan basak ve bitki goriiniimiine
gore normal gorinimli ve anormal gorinimli
olarak gruplandirihp (Ornegin 200 Gy kontrol
grubunun basak yapisina, 200 (A) Gy anormal basak
yapis1 kiiglik, tohum tutmamis ya da biyiik) farkh
parsellere bir sonraki generasyonu olusturmak
tizere ekilmistir. 2016 yili vejetasyon doneminde
600 Gy dozunda ¢ikis olmadigindan, bu doz
denemeye alinmamistir. Ayrica 400 Gy dozu
uygulamasinda cift basak olusumu ve basakta
dallanma egilimi gosteren bitkilere (CB) rastlanmis,
400 (A) Gy anormal grubuna dahil edilmemis, ayri
bir sira olarak ekilmistir.

Arastirmada kontrol (1s1n uygulanmamais), 200, 200
A, 300, 300 A, 400, 400 A, 400 A (CB) 500 ve 500 A
gray dozlar1 olmak iizere toplam 10 parsel yer
almistir. Denemede her gruptan elde edilen tohum
miktarina bagli olarak parsellerde sira sayisi
degismistir. Kontrol 5 sira, 200 Gy 5 sira, 200A Gy 8
sira, 300 Gy 7 sira, 300A Gy 4 sira, 400 Gy 4 sira,
400A Gy 5 sira, 400A (C.B.) Gy 1 sira, 500 Gy 6 sira,
500A Gy 1 sira olacak sekilde ekim yapilmistir.
Arastirmada parseller sira uzunlugu 4 m, sira arasi
mesafe 30 cm olacak sekilde diizenlenmistir.
Parseller arasinda ilave bir mesafe birakilmamistir.
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Calismada tiim parsellere 10 kg/da azot ve 6 kg/da
fosfor (P20s) hesabiyla giibreleme yapilmistir. Azotlu
giibrenin yaris1 ekimle birlikte amonyum siilfat
formunda, diger yarisi ise sapa kalkma devresinde
amonyum nitrat formunda, fosforlu giibrenin tamami
ise ekimle birlikte triple siiper fosfat giibresi
kullanilarak verilmistir. Olgunlasma tamamlandiktan
(tam olum doéneminde) sonra kontrol bitkilerde
baslangi¢ siras1 kenar tesiri olarak atildiktan sonra
kalan (4 sira) sira ve radyasyon uygulamasina tabi
tutulan tiim bitkileri toprak yilizeyinden el ile hasat
edilmistir. Her bitki ayr1 ayr1 odl¢iimler yapilarak
harmani yapilmistir. Ayrica, 500 A Gy grubunda cikis
olmadigindan bu uygulama deneme dis1 birakilmistir.

Denemenin yiriitiildiigii donemde ortalama sicaklik
(9.8°C) ve toplam yillik yagis miktarinin (467.2 mm)
aynt doéneme ait uzun yillar ortalamasindan
(ortalama sicaklik 10.1 °C; toplam yagis 500.5 mm)
daha diistik oldugu belirlenmistir (Tablo 1).

Deneme alanindan 0-30 cm derinliginde alinan
toprak 6rneklerinin analiz sonuglarina gore; topragin
striktiirt killi-tinli bir yapiya sahip olup, hafif alkali
(pH 7.9), organik madde (0.85), kire¢ oran1 % 29.48
ve fosfor icerigi yetersiz (7.20 kg/da), potasyum
(176.24 kg/da) bakimindan ise yeterli seviyeye
sahiptir.

Calismada hasat edilen tiim bitkilerde (ana sap ve
kardesler) bitki boyu (cm), basak boyu (cm), basakta
tane sayis1 (adet) ve basakta tane agirhigi (g)
ozelliklerine ait veriler tek bitki lizerinden elde
edilmistir. Kontrol grubunda 100 bitki lizerinden

degerlendirmeler  yapilmis, diger = uygulama
gruplarinda ise basak olusturan tiim bitkiler
degerlendirmeye alinmistir.  Arastirmada tim

uygulamalarda kardegler tam olarak ayrilamadig i¢in
ana sapin yaninda kardeslerin basaklarinda da 6l¢iim
yapilmistir. Elde edilen bu verilerde MINITAB
istatistik  paket programinda o6nce ortalama,
minimum, maksimum ve standart sapma degerleri

belirlenmis daha sonra discriminant (ayirma) analizi
yapilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma
3.1. Bitki boyu

Kobalt 60 (6°Co) gama dozu uygulanan iki sirali
Tarm-92 arpa c¢esidinin Mz generasyonunda bitki
boyu ortalamasina ait degerler Tablo 2’de verilmistir.
Arastirmada siralardaki tiim hasat edilen bitkilerin
boylar 6lgiilerek bitki boyu degerleri elde edilmistir.
Bu nedenle kontrol grubu bitki boyunda (55-86 cm)
genis varyasyon meydana gelmistir.

Arastirmada M;: generasyonunda olusturulan farkh
dozlardaki gama gruplarinin dollerinde (M:
generasyonu) en yiiksek ortalama bitki boyu 72.10
cm ile kontrol grubunda belirlenmistir. Gama
uygulamasi bitki boyunda azalmaya neden olmus ve
en diisik ortalama bitki boyu 55.19 cm ile Mi
generasyonunda 300 anormal (A) grup olarak ayrilan
orneklerden elde edilmistir. Yine 200 anormal grupta
ortalama bitki boyu 58.35 cm ile baz1 gruplardan
daha diisik bulunmustur. Gama uygulamasindan
sonra M1 generasyonunda, kontrole benzeyen
basaklarda herhangi bir anormallik bulunmayan
ornek gruplarinda (200 Gy, 300 Gy, 400 Gy, 500 Gy)
ortalama bitki boyu kontrol grubundan daha diisiik
bulunmus ve sirasiyla 61.21 cm, 60.99 cm, 59.31 cm
ve 65.48 cm olmustur. Cift basakli olarak ayri siraya
ekilmis 6rnek grubunda ise ortalama bitki boyu 70.22
cm ile kontrole en yakin grubu olusturmustur. Ancak
diger gama dozu gruplarinda oldugu gibi, bu grup
icerisinde de kontrole gore daha kisa (33.00 cm) ve
daha wuzun bitkiler (92.00 cm) belirlenmistir.
Arastirmada her wuygulamadaki maksimum ve
minimum degerler incelendiginde 400 A ve 500 gray
doz uygulamalarinda en uzun (96.00 cm) ve 300 A
gray doz uygulamasinda ise en kisa (21.00 cm)
bitkiler elde edilmistir (Tablo 2).

Tablo 1. Isparta ili denemenin yiiriitiildiigii yil ve uzun yillara ait iklim verileri*

Ortalama Sicaklik (°C) Toplam Yagis (mm) Ortalama Nispi Nem (%)
Kasim 7.2 7.8 48.8 45.2 64.7 70.0
Aralik 0.3 35 335 87.5 69.5 75.8
Ocak 0.8 1.8 87.8 80.8 77.9 75.2
Subat 3.0 2.9 3.6 68.1 68.5 71.6
Mart 7.3 5.9 74.4 59.1 64.1 66.0
Nisan 10.6 10.7 25.6 52.9 59.6 61.5
Mayis 14.9 15.4 149.5 56.7 63.7 59.2
Haziran 20.1 19.8 30.9 336 58.9 52.5
Temmuz 25.2 23.4 13.1 16.3 419 45.7
Ort./Top. 9.8 10.1 467.2 500.5 63.20 64.17

*:Kaynak: Meteoroloji Genel Mudirligi
**: Uzun yillar 1929 ile 2018 yillar1 arasindaki iklim verileridir
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Tablo 2. Farkli gama dozu uygulanan Tarm-92 arpa ¢esidinin M; generasyonuna ait bitki boyu (cm)

Uygulama Dozu (Gy) N Ortalamaz std Minimum Maksimum
Deger Deger
Kontrol 100 72.10 + 6.87 55.00 86.00
200 140 61.21+17.74 23.00 91.20
200A 175 58.35+13.93 30.00 88.00
300 193 60.99 + 15.75 29.00 91.50
300A 256 55.19+18.19 21.00 92.00
400 149 59.31+15.32 23.00 86.30
400A 170 64.19£17.61 24.50 96.00
400 A (C.B)) 77 70.22 +13.36 33.00 92.00
500 180 65.48 + 14.99 29.00 96.00
N:Ornek sayisi
Calismada  ortalama  bitki boyu  degerleri

incelendiginde, gama 1sin1 uygulamasi kontrole gore
bitki boyunu azaltmistir. Ancak kontrole gore farkli
gama dozlarinda daha uzun bitkiler de belirlenmistir.
Arpa i¢in 6nemli kayiplara neden olan problemlerin
basinda yatma sorunu gelmektedir. Yatma, hem
basak kirilmasina hem de makinali hasadin
yapilmasini engelleyen ve verim kayiplarina yol agan
onemli bir problemdir. Bu durumu ortadan
kaldirmak amaciyla bitki boyunun kisaltilmasi ve sap
saglamliginin arttirilmasi gerekmektedir [11].

Arpada basaklarin tane dolum dénemine girdiginde
bitkinin yatmasindaki ana etmenin uzun boyluluk
oldugu ve bitki boyunun eklemeli gen ile yonetildigi
bildirilmistir. Yine uzun boylu bitkilerin, fotosentez
Uriini olan asimilatlar1 bitki boyu uzamasi igin
kullandigy, kisa boylu bitkilerin ise, bu {iriinleri fertil
kardes olusturmada kullanmakta ve bu durumunda
dolayli olarak tane verimine etki etmektedir [12, 13].

Bilge ve Ersoy [14], arpada 20 Gy gibi diisiik dozun
bitki boyunda artisa sebep oldugunu ve artan
dozlarla birlikte (40, 80 ve 120 Gy) bitki boyunda
azalmalarin meydana geldigini go6zlemlemislerdir.
Baser vd. [15], makarnalik bugdayda; Katipoglu [16],
Kaya adli iki sirali ve Gem adli alti sirali arpa
cesitlerinde farkli gama dozlar1 (0, 10, 20 ve 30 kR)
uygulamislar ve sonug¢ olarak, kontrole gore bitki
boyunda o6nemli azalmalar meydana geldigini
bildirmislerdir. Bouma ve Ohnoutka [17] ise, Valticky
arpa c¢esidinde gama 1simast uyguladiklarinda
kontrole gore 15 cm daha kisa bitkiler elde
etmislerdir. Yapilan pek c¢ok c¢alismada mutagen
uygulamalarinin bitki boyunda o6nemli kisalmaya
neden oldugunu bildirmektedir [18,19]. Farkh
arastirma sonuglari, elde ettigimiz sonuglar ile
benzerlik gostermektedir.

3.2. Basak uzunlugu

Kobalt 60 (¢°Co) gama dozu uygulanan iki sirali
Tarm-92 arpa ¢esidinin Mz generasyonunda basak
uzunlugu ortalamasina ait degerler Tablo 3’te
verilmistir. Mz generasyonunda, arastirmanin M1
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generasyonundan elde edilen cift basak veya basakta
dallanma gibi anormallik goésteren basaklarin
dollerinde bu anormalliklere rastlanmamistir. Bu
olusumun kalitsal olmadigi baslangi¢
generasyonunda mitoz bdliinme anormalliginden
kaynaklandigr tespit edilmistir. Calismada M:2
generasyonuna ait en yiiksek ortalama basak
uzunlugu 9.13 cm ile 400 A (C.B.) gurubunda
belirlenmistir. Kontrol grubu 8.71 cm ortalama basak
uzunlugu ile 400 A (C.B.) grubu bitkilerine en yakin
grubu olusturmustur. Diger doz uygulamalar1 bu iki
grubun ortalamasindan daha disik ¢kmakla
beraber, en diisiik ortalamaya ve anormal basak
yapist goriiniimiine sahip grup 7.43 cm ile 300 A
grubudur. Bu uygulamalar sirasiyla 400 A Gy (8.42
cm), 200 ve 500 Gy (8.35 cm) dozlari takip etmistir.
Uygulamada kontrole gore daha kisa (300 A Gy dozu
3.50 cm) ve daha uzun (200 A Gy dozu 13.00 cm)
basak yapisina sahip bitkiler belirlenmistir (Tablo 3).

Basak uzunlugunun artmasi, basaktaki fotosentetik
kapasitenin yiikseltilmesi bitki 1slahgilar1 tarafindan
istenen bir ozelliktir. Uzun basak yapisina sahip
arpalarda tane miktari fazla olacagindan, tane verimi
de artacaktir. Basak uzunlugu kalitim derecesinin
yuksek olmasi nedeniyle, tane verimi igin
seleksiyonda onemli bir kriterdir [20]. Yine tane
verimi ve basak uzunlugu arasinda olumlu ve énemli
(0.656**) bir iliski tespit edilmistir [21]. Yildirnm ve
Budak [22], ‘Kaya’ arpa mutant hatlar1 ve kontrol
grup arasinda basak uzunlugu ve bitki boyu
yoniinden o6nemli bir farkliligin bulunmadigini
bildirmislerdir. Calismadan elde edilen veriler
sonucunda basak uzunlugu 400 A (C.B.) Gy dozunda
kontrol grubundan (8.71 cm) daha yiiksek olarak
belirlenmis olup, uygulamalara gore basak uzunlugu
ise 7.43-9.13 cm arasinda degismistir (Tablo 3).

Giillap [18], yazlik arpada gama uygulamasi
sonucunda, kontrol grubunda basak uzunlugunun 8.6
cm, mutant arpalarin ise 7.9-11.8 cm arasinda
degisim gosterdigini bildirmistir. Benzer sekilde
yapilan bazi ¢calismalarda, uygulanan mutagen cinsine
ve dozlarina bagh olarak basak uzunlugunda artma
[19,23] ve azalmalar gozlemlenmistir [24].
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Tablo 3. Farkli gama dozu uygulanan Tarm-92 arpa ¢esidinin Mz generasyonuna ait basak uzunlugu (cm)

Uygulama Dozu (Gy) N Ortalamaz std Minimum Maximum Deger
Deger
Kontrol 100 8.71+1.00 6.50 11.50
200 140 8.35+1.36 4.00 10.90
200A 175 8.25+1.64 4.00 13.00
300 193 7.88 £1.53 4.50 11.50
300A 256 7.43 £1.50 3.50 11.00
400 149 8.20+1.44 4.30 11.00
400A 170 8.42 +1.68 4.50 12.00
400 A (C.B) 77 9.13+1.03 7.00 12.00
500 180 8.35+1.47 4.50 12.50

N:Ornek sayisi
3.3. Basakta tane sayisi

Gama uygulamasi basakta tane sayisinda genel olarak
azalmaya neden olmustur. M: generasyonunda
incelenen bitkilerin ortalama basakta tane sayisi
kontrol grubu disinda 20.36-23.42 adet arasinda
degismistir. En yiiksek ortalama basakta tane sayisi
23.49 adet ile kontrol grubundan elde edilmistir. Yine
400 Gy ve 400 A Gy gruplarinda ortalama basakta
tane sayisini sirasiyla 23.42 ve 23.24 adet ile kontrol
grubuna en yakin degerler elde edilmistir (Tablo 4).
Mz generasyonunda 300 A Gy grubu 20.36 adet ile en
diisiik tane sayisi ortalamasina sahip olmustur.

Mz generasyonunu olusturan farkli gruplarin
maksimum ve minimum degerleri incelendiginde,
200 A grubunda en yiiksek (44 adet), 400 A (C.B.)
olarak tamimladigimiz grup igerisinde ise en diisiik
(15 adet) basakta tane sayisi olan bitkiler
belirlenmistir. 400 A (C.B.) grubunda basak uzunlugu
diger gruplardan fazla olmasina ragmen basakta tane
sayisinda artis meydana gelmemistir. Bu durum
basagin seyrek yapili ya da basakgiklardaki giceklerin
kisir oldugunu gostermektedir. 400 ve 400 A
gruplarinda ortalama basak uzunlugu basakta tane
sayis1 birbirine yakin bulunmustur. Yine radyasyona
maruz birakilan her grup Kkendi igerisinde
degerlendirildiginde (Ornegin 200 ve 200 A gibi)
anormal basak yapisina sahip bitkilerde ortalama
tohum tutma azalmistir (Tablo 4).

Mutagen dozlarina bagli olarak kisirligin arttigl ve
basakta tane sayisinin azaldig: farkli arastirmalarda
belirlenmistir. Ozellikle gama radyasyonu ile metafaz
I'de univalent frekansinda ve anafaz I'de goriilen
kromozom  anormalliklerinde artis meydana
gelmektedir [25, 26]. Mayoz boliinme anormallikleri
tohum tutmay1 6nemli seviyede azaltmaktadir. Cok
yillik cavdara farkl radyasyon dozlarinin uygulandigi
calismada, 25 kR gama radyasyonunda tohum tutma
orant (%9.39) kontrole goére onemli seviyede (%
82.28) azalmistir. Buna ilaveten, basaktaki tohum
sayisinin da radyasyon dozundaki artisa bagh olarak
azaldigini ve en diisiik basakta tohum sayis1 25 kR
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gama 1sinindan elde edildigini bildirmislerdir. Ayrica
basaklarin biiyiik cogunlugunun kisir oldugunu tespit
etmislerdir [26]. Yine mutagen uygulamalari anormal
basak yapisi, generatif gelismenin engellenmesi,
cicekteki disi ve erkek organlarda bozulmalar ve
anormal tohum gelisimine bagh olarak embriyonun
gelismemesi gibi anormalliklerin ilk generasyonlarda
daha sik rastlandig1 farkli arastirmacilar tarafindan
bildirilmistir [26, 27, 28].

Tahillarda verimi dogrudan etkileyen o6zelliklerden
birisi de basaktaki tane sayisidir. Bu nedenle verimi
artirma amacl yapilan 1slah calismalarinda 6zellikle
basaktaki tane sayis1 biiylik ©6nem tasimaktadir.
Ayrica Rachovska ve Dimova [29], basakta tane
sayisinin, gama 1sin1 uygulanan tohumlarda en hassas
6zellik oldugunu bildirmistir.

Yildirim ve ark. [30], tarafindan yapilan ¢alismada iki
farkli arpa ¢esidine 15 ve 30 kR gama radyasyon dozu
uygulamislardir.  Arastirma  sonucunda  basak
uzunlugu, basakeik sayisi ve basakta tane sayisinin
kontrole gore daha fazla oldugunu bildirmislerdir.
Yapilan  diger arastirmalarda da  mutagen
uygulamalarina bagli olarak bazilarinda tane
sayisinin arttigl [19], bazilarinda ise azaldigi [31]
ortaya konulmustur. Peskircioglu ve ark. [32], arpada
farkli dozlarda (100, 150, 200, 250 Gy) gama
uygulamasi calismasinda basakta tane sayisinin 23.9-
27.4 adet arasinda degistigini saptamislardir. Arpa
iizerinde yapilan calismalarda basakta tane sayisinin,
Sirat ve Sezer [33], 21.0-22.6 adet; imamoglu ve
Yilmaz [34], 20.00-28.9 adet arasinda degistigini
bildirmisledir.

3.4. Basakta tane agirhgi

Arastirmada gama 151 uygulanan M: bitkilerinin
ortalama basakta tane agirhg 1.25-2.46 g arasinda
degismistir. Radyasyon uygulanan tiim dozlarda
basakta tane agirligi kontrol grubu ortalamasindan
(2.73 g) daha diisiik bulunmustur. En diisiik basakta
tane agirlig1 400 grubunda tespit edilmistir (Tablo 5).
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Tablo 4. Farkli gama dozu uygulanan Tarm-92 arpa cesidinin M2 generasyonuna ait basakta tane sayisi (adet)

Uygulama Dozu (Gy) N Ortalamaz std Minimum Deger Maximum
Deger
Kontrol 100 23.49+5.26 14.00 37.00
200 140 22.84+£4.90 9.00 34.00
200 A 175 22.04 + 6.46 9.00 44.00
300 193 21.21 +4.98 2.00 33.00
300A 256 20.36 +4.01 6.00 32.00
400 149 23.42 £ 4.09 8.00 32.00
400A 170 23.24+5.09 9.00 33.00
400 A (C.B.) 77 21.06 £ 4.01 15.00 30.00
500 180 20.69 + 4.23 10.00 31.00

N:Ornek sayisi

Tablo 5. Farkli gama dozu uygulanan Tarm-92 arpa cesidinin M2 generasyonuna ait basakta tane agirligi (g)

Uygulama Dozu (Gy) N Ortalamaz std Minimum Maximum
Deger Deger
Kontrol 100 2.73+0.37 1.95 4.09
200 140 2.09 £ 0.44 0.90 3.05
200A 175 2.46 £ 0.50 1.26 3.35
300 193 1.97 £ 0.81 0.06 3.26
300A 256 1.80 £ 0.96 0.05 3.57
400 149 1.25+0.41 0.07 1.94
400A 170 1.90 £ 0.71 0.66 3.34
400 A (C.B.) 77 2.40 +0.26 1.89 3.12
500 180 2.39+0.33 1.43 3.64
N: Ornek Sayisi
Arastirmada incelenen gruplara ait bitkilerin

ortalama basakta tane sayilari, kontrol (23.49 adet),
400 (23.42 adet) ve 400 A (23.24 adet) gruplarinda
daha fazla bulunmustur. Ortalama basakta tane
sayllar1 kontrol grubuna Dbenzerlik goéstermis
olmasina ragmen, 400 ve 400 A grubuna ait bitkilerin
basakta tane agirhigi diisiik bulunmustur (Tablo 5).
Bu durum gama radyasyon uygulamasina bagl olarak
anormal tohum gelisimine agiklanabilir. Tohum
tutmay1 azaltan mayoz boélinmedeki anormallikler
gibi, dollenmeden sonra embriyo ve endosperm
gelisimi saglayan mitoz boéliinmede de
anormalliklerin meydana geldigini gostermektedir.

Basakta tane agirhigi, tane verimini olusturan
kantitatif bir 6zelliktir. Cesit gelistirmeye dayali 1slah
calismalarinda, basakta tane sayisi ile tane agirhigi
birlikte  degerlendirilmektedir.  Nitekim, farkh
ekmeklik bugday c¢esitlerinin kullanildigi  bir
¢alismada 100, 200, 300, 400 ve 500 Gy gama isin1
uygulanmistir. M2 generasyonuna ait bitkilerin
ortalama basakta tane agirlign 1.2-1.65 g arasinda
degismis ve kontrol grubundan daha disiik tane
agirhigt  bulunmustur. Bu ¢alismada Bezostaja
cesidinde yiiksek (500 Gy) ve diisiik (100 ve 200 Gy)
radyasyon dozlarinda kontrolden daha yiiksek tane
agirhigy tespit edilmistir. Genel olarak basakta tane
sayist fazla olan dozlarda, tane agirligi da fazla
bulunmustur. Ancak Kate A-1 cesidinin radyasyon
dozlarina tepkisi farkli olmus, 100 Gy dozu haricinde
tiim uygulamalarda basakta tane agirhg1 azalmistir.
Arastirma sonucunda bitki boyu ve basakta tane
sayisinin gama radyasyonuna en hassas oOzellik
oldugunu bildirmislerdir. 200 ile 300 Gy
radyasyonunun verim ve verim 6gelerini arttirmada
faydali doz oldugunu ileri siirmiislerdir [35].
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Bu konuda yapilan baska bir calismada makarnalik
bugdaya farkli dozlarda (100. 200. 300. 400 ve 500
Gy) gama 1smn1 uygulanmistir. Arastirma sonucuna
gore ana saptaki basakta tane agirligi 100 ve 300 Gy
dozlarinda kontrole goére daha fazla olmus ve 300 Gy
dozunda istenilen ozellikler yoniinden varyasyon
bulundugu ileri stiriilmiistiir [19]. Peskircioglu ve ark.
[32], tarafindan yapilan bir calismada arpaya farkh
gama dozlar1 uygulanmistir. Arastirmada tek bitki
verimi 8.1-9.5 g arasinda degismis ve artan gama
radyasyon dozu tek bitki verimini arttirmistir. Ancak
en yiiksek dozda (250 Gy) tek bitki verimi kontrol ile
benzer bulunmustur (9.5 g). Diger taraftan Khan vd.
[36], arpada 10. 20 ve 30 kR gama dozlarinin basakta
tane sayisini ¢ok az etkiledigi veya hig etkilemedigini,
40 kR ve istii dozlarin ise arpada bazi verim
Ogelerine olumsuz etki yaptigim1 bildirmislerdir.
Farkli arpa genotiplerinin kullanildigi ¢alismalarda
basakta tane agirligim Sirat ve Sezer [33] 1.2-25 g
olarak bulurken, imamoglu ve Yimaz [34], bu
degerin 1.0-2.3 g arasinda degistigini bildirmislerdir.

3.5. Diskriminant (Ayirma) analiz sonuglari

Gama 151 uygulamasi sonucunda incelenen
ozellikler yoniinden ayirmadaki toplam basar1 orani
%29 olarak bulunmustur (Tablo 6). Basar1 oraninin
disiik olmasinin M: generasyonunda herhangi bir
seleksiyon  yapilmadan  tiim  bitkilerin M2
generasyonunda degerlendirmeye alinmasindan
kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Mutagen gruplari
ayr1 ayr1 degerlendirildiginde en basarili ayirma orani
% 96.60 ile 400 grubunda belirlenmistir. Bunu %
46.30 ile 200 A ve % 36.40 ile 400 A (C.B.) takip
etmistir. En zayif ayirma oranit % 3.50 ile 400 A
grubunda belirlenmistir. Bu gruptaki bitkilerde
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incelenen ozellikler yoniinden bir¢cogu birbirine

benzer olmustur.

Tablo 6. Gama dozlar1 uygulanan Tarm-92 arpa ¢esidinin M2 generasyonuna ait diskriminant analiz sonuglari

Uygulama dozu Gruplar
(Gy) Kontrol 200 200 A 300 300 A 400 400 A 400 A (C.B.) 500
Kontrol 53 9 24 35 53 0 21 10 40
200 0 15 7 7 5 1 8 3 2
200 A 8 23 81 26 25 0 13 20 51
300 0 10 2 14 6 0 2 1 3
300 A 0 14 9 17 50 5 39 0 7
400 0 8 1 41 67 141 65 0 0
400 A 0 42 6 7 2 1 6 4 3
400 A (C.B) 26 13 28 27 23 1 13 28 46
500 13 6 17 19 25 0 3 11 28
N 100 140 175 193 256 149 170 77 180
B.0. (%) 53.0 10.7 46.3 7.3 19.5 94.6 3.5 36.4 15.6
Ayirmadaki toplam basari orani: 0.29

N:Ornek sayis1 B.0.: Benzerlik Orani
Tablo 7. Dogrusal ayirma fonksiyonlari
Ayirma Kontrol 200 200 A 300 300 A 400 400 A 400 A 500
Fonk. sabiti (CB)

-23.48  -2165 -20.97 -19.04 -17.22 -23.77 -22.44 -23.13 -20.26
B.B. 0.02 -0.02 -0.05 0.01 -0.01 0.02 0.01 0.01 0.00
B.U. 3.16 3.39 3.44 3.06 2.99 3.40 331 3.63 3.22
B.T.S. 0.63 0.77 0.62 0.70 0.70 1.03 0.84 0.56 0.55
B.T. A 1.23 -0.69 1.20 -0.73 -0.92 -4.31 -1.77 0.60 0.94

B.B.: Bitki Boyu; B.U.: Basak Uzunlugu; B.T.S.: Basakta Tane Sayisi; B.T.A.: Basakta Tane Agirlig1

Dogrusal ayirma fonksiyonlarini iceren katsayilar
incelendiginde en etkin ozelligin basak uzunlugu
oldugu belirlenmistir. Yine, tane sayisi ve bagsakta
tane agirligindan elde edilen katsayilarin daha yiiksek
olmas1 incelenen  bitkileri ayirmada  etkili
olabilecegini gostermektedir. Bu ¢alismada en zayif
ayirma katsayisi bitki boyunda belirlenmistir (Tablo
7).

Arastirmada M2z generasyonunda yasayan bitki oran
yoninden degerlendirildiginde en yiiksek 300 Gy
uygulamasinda elde edilmistir. Bu durum kontrole
benzeyen oOzelliklere sahip bitki sayisinin 300 Gy
grubunda daha fazla olmasina neden olmus olabilir.
Yine, 500 Gy dozu uygulamasinda kontrole benzeyen
bitki oran1 daha fazla bulunmustur. Yasayan bitkilerin
radyasyondan etkilenmemis olabilecegini
gostermektedir.

4. Sonug

Arastirmada 300 ve 400 Gy wuygulamalarinda
incelenen ozellikler yoniinden daha fazla varyasyon
olustugu belirlenmisgtir. Dogrusal ayirma
fonksiyonlarimi goére en etkin o6zelligin basak
uzunlugu, en zayif ayirma katsayisi ise bitki boyunda
belirlenmistir. Yine, tane sayisi ve basakta tane
agirhgindan elde edilen katsayilarin daha yiiksek
olmasi, incelenen bitkileri ayirmada etkili
olabilecegini gostermektedir. Arastirmada her
uygulama grubunda incelenen basaklara ayri numara
verilmis ve basak uzunlugu ile basakta tane sayisi
yoniinden istenilen 6zelliklere sahip olanlar secilerek
M3 generasyonu olusturulmustur.
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Merkezi kompozit dizayn,
Metot validasyonu

Ozet:Ters faz sivi kromatografi (RPLC) yéntemi, merkezi kompozit dizayn (CCD)
kullanilarak kapesitabinin analizi i¢in gelistirilmis ve valide edilmistir. Metot li¢
faktorle (mobil faz organik modifiyer derisimi, mobil faz pH’s1 ve kolon sicaklig1)
Minitab programi kullanilarak optimize edilmistir. Optimum kromatografik
kosullar, Derringer’in istenebilirlik fonksiyonu kullanilarak belirlenmistir. CCD'nin
yardimiyla tayin edilen ayirmanin optimum kosullar1: (1) Mobil faz: asetonitril-su
ikili karisimi orani 40:60 (%h/h), (2) kolon sicakligi 32°C ve mobil fazin pH's1
7,5'dur. Calisma, YMC triart C18 (150x4,6 mm 1.D, 3um) kolonda ve 1 mL/dakika
akis hizinda gergeklestirilmistir. Gelistirilen sivi kromatografik yontemin ICH
parametrelerine gore validasyonu gergeklestirilmistir.

Development and Validation of a RPLC Method for the Determination of Capecitabine

using Central Composite Design

Keywords

Capecitabine,
Rivastigmine,

Central composite design,
Method validation

Abstract:A reversed phase liquid chromatographic (RPLC) method was developed
and validated for analysis of capecitabine using central composite design
(CCD).The method was optimized using Minitab software with three factors
(mobile phase organic modifier concentration, pH of the mobile phase and column
temperature). The optimum chromatographic conditions were determined using
Derringer's desirability function. The optimum conditions of separation (optimum
values of significant factors) determined with the aid of CCD were: (1) mobile
phase: The acetonitrile:water binary mixture ratio is 40:60 (%, v/v), (2) column
temperature 32°C and (3) pH of the mobile phase is 7.5. The study was carried out
on a YMC triart C18(150x4.6 mm LD, 3um) column and at a flow rate of 1
mL/min.The validation of the developed liquid chromatographic method according
to ICH parameters was performed.

1. Giris

proteinler ve diger temel hiicre bilesenlerinin sentez
basamaklarinda substrat veya koenzim olarak rol

Kanser hiicre biliylimesini ve gelismesini saglayan
normal genlerin, regiilasyon bozuklugu veya
diizenleyici mekanizmalardan sapmasi ile ortaya
¢ikan bir hastaliktir. Kanserin ilagla tedavisi
kemoterapi olarak adlandirilir. Kanser, organizmada
yer alan herhangi bir hiicrenin farklilasarak, asir1 ve
kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi sonucu olusan
hastalik oldugu i¢in, neoplastik hastaliklar sinifina
girmektedir. Neoplastik hastaliklarin tedavisinde,
antineoplastik ila¢lar kullanilir. Antineoplastik ilaglar,
hiicre béliinmesini ve dolayisiyla, cogalmasini inhibe
ederler fakat, kanser hiicresine Kkarsi olan
selektiflikleri azdir. Kendi igerisinde 6 alt gruba
ayrilan antineoplastikler icerisinde, antimetabolitler
sik tercih edilen ilaclardandir. Bu ilaglar, DNA, RNA,

*ilgili yazar: daldal.dogan@gmail.com
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oynayan dogal metabolitlerin analoglaridir [1-3]. Bir
antimetabolit bilesik olan pirimidin antimetaboliti
kapesitabin, kanser hiicresinde pirimidin sentezini
durdurur ve hiicrede DNA sentezi i¢in gerekli yapi
taslarindan birinin eksilmesine yol agar (Sekil 1).
Ayrica bu bilesik,5- Fluorourasil'in analogudur. Basta
meme ve kolorektal kanser olmak iizere tiimor
dokusunun biiyiimesini de yavaslatir [3,4].

Ters faz sivi kromatografi (RPLC) dogrulugu, kesinligi
ve spesifikligi gibi bircok avantajlardan dolay1 basta
ila¢ analizleri olmak iizere, bircok alanda tercih
edilen bir yontemdir. Bu yontemde, farkli deneysel
kosullara gore, secilen sabit fazla analitin gii¢li
etkilesimi daha uzun alikonmaya sebep olurken, sabit
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fazla analitin zayif etkilesimi kisa alikonma zamanina
sebep olmaktadir [5]. RPLC metot gelistirmede,
makul bir zamanda tayin edilen bilesiklerin yeterli
ayrimi amaclanmaktadir. Bu durumu saglamak icin,
bilesiklerin alikonma zamani (tr) ve kapasite faktori
degerleri belli kurallara gore kontrol altina alinmaya
calisilir [6]. Bilesiklerin bu degerleri {izerine etkisi
oldugu bilinen deneysel degiskenlerin optimize
edilmesi baz1 yaklasimlarla gercgeklestirilebilir [5,7].

Genellikle, yapilan sivi kromatografik calismalarda
optimum ayirma kosullarin1 tayin etmek igin,
bilesiklerin tr degerleri lizerine etkisi oldugu bilinen
parametrelerin  incelenmesi temeline dayanan
deneme-yanilma yaklasimi tercih edilir. Ancak, bu
yaklasimin asir1 zaman kaybi ve maliyete sebep
olmasi yaninda, c¢alisilan bilesiklerin birbirinden
ayrilmasin1  saglayan sivi kromatografik kosula
ulasilamamasi gibi dezavantajlar1 vardir. Bu gibi
sorunlart asmak igin, giiniimiizde, belirli bir
istatistiksel  temele dayanan, birden fazla
parametrenin ayni anda incelenmesine imkan
saglayan daha sistematik yaklasimlar olan deneysel
tasarim metotlarinin kullanimi giderek
yayginlasmaktadir [8-10].

(A)
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Sekil 1. Calisilan bilesiklerin kimyasal
Kapesitabin, (B) rivastigmin (I.S)

yapist:  (A)

Deneysel tasarim metotlarindan birisi olan merkezi
kompozit dizayn (CCD), secilen deneysel degiskenler
ve bu degiskenlere karsi elde edilen cevap degerleri
arasindaki iliskiyi yorumlamak icin ¢ok kullanish bir
yontemdir [9]. CCD bu iliskiyi secilen deneysel
degiskenlerle belirlenen bolge igerisinde, 2.
dereceden bir denklem ile ifade eder:

b, + byx; + byx, + byxs
+D13%,%; + bi3x1X35 + by3xyXs
+by %2 4+ byyx2 + byyx?

y= 1

Esitlik 1'de b, kesim degerini; x;, x,, x5 secilen
degiskenlerin temel etkilerini; x; x,, x; x5, x,X35ecilen
degiskenlerin birbirleriyle etkilesimlerini; x?, x2, x2
‘de esitligin star noktalarini ifade etmektedir [11,12].
Bu denklem araciligiyla, secilen deneysel
degiskenlerin cevap olarak belirlenen deger tizerine
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etkisi olup olmadig, varsa, ne diizeyde etkisi oldugu
belirlenebildiginden, CCD metodu siv1 kromatografik
ayirmanin optimizasyon c¢alismalarinda ¢ok tercih
edilmektedir.

Pirimidin fonksiyonel grubu tasiyan
antimetabolitlerden kapesitabin i¢in gerceklestirilen
literatiir taramasinda, bilesigin pKa tayini [13],
kararhilik ¢alismalar1 [14-16], biyolojik sivilarda,
dokularda ve tablet tayiniyle ilgili [17-21] ¢alismalar
bulunmustur. Bilesigin sivi kromatografik tayini i¢in
deneysel tasarim metodu kullanilarak yontem
gelistirmeyle alakal higbir ¢alismaya
rastlanmamistir. Calismalarin tamaminda deneme-
yanilma kullanilmis, herhangi bir optimizasyon
calismasina rastlanmamistir. Bunun i¢in, bu
calismada CCD metodu kullanilarak, kapesitabin ve ig
standart (I.S) olarak secilen rivastigminin alikonma
davranislariyla, analitlerin alikonmalarina en ¢ok
etkisi oldugu bilinen mobil faz organik modifiyer
derisimi, mobil faz pH’st ve kolon sicakligl
parametreleri  arasindaki  iliskinin  belirlenip,
mimkiin olan en iyi sivi kromatografik ayirma
kosulunun belirlenmesi amacglanmistir. Ayrica, bu
calismada gelistirilen optimum ayirma kosullarinin,

ICH parametrelerine gore validasyonu
gerceklestirilmis ve kapesitabinin insan idrarindan
geri kazanimina yonelik calismada
gerceklestirilmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kapesitabin (analit), rivastigmin (I.S), urasil (kolonda
tutunmayan bilesik) ve asetonitril (mobil fazda
organik modifiyer) Sigma-Aldrich firmasindan temin
edilmistir. Amonyum kloriir ve amonyak (mobil fazda
tampon bilesimi), potasyum hidrojen fitalat (elektrot
kalibrasyonunda referans standart madde) Merck

firmasindan saglanmistir. Deneylerde kullanilan
biitiin kimyasal maddeler, analitik veya HPLC
safliktadir.

2.2. Kullanilan Cihazlar

Calisilan bilesiklerin sivi kromatografik davranislari-
nin incelenmesinde, Shimadzu marka yiiksek
performansli sivi kromatografi cihaz kullanilmistir.
Sistemde, pompa (LC-20AD), UV-Visible dedektor
(SPD-20A), kolon firin1 (CTO-20A) ve gaz giderme
Uinitesi (DGU-20A3) bulunmaktadir. HPLC mobil
fazinin pH olgtimlerinde, Mettler Toledo MA 235 pH/
iyon analiz cihazi ve Mettler Toledo InLab 413
Ag/AgCl kombine cam elektrot kullanilmistir. [UPAC’
1n tavsiye ettigi gibi, asetonitril-su ikili karisimlarinda
elektrot kalibrasyonu icin potasyum hidrojen fitalat,
referans standart madde olarak se¢ilmistir. Mobil faz
pH’sinin ayarlanmasi esnasinda, sicakllk 25°C+
0,1°C’de sabit tutulmustur.Deneysel c¢alismalarda
kullanilan ultra saf su Millipore Direct Q3-UV (Merck)
saflastirma sistemiyle elde edilmistir. Tiim RPLC
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calismalar, YMC Triart C18 kolonda (150 mm X 4,6
mm, 3um) gerceklestirilmistir.

2.3. Yontem

Calismada CCD ile belirlenen hacimce % 24,887, %
30, % 37,5, % 45 ve % 50,113 asetonitril iceren
asetonitril-su ikili karisimi mobil fazlar
hazirlanmistir. pH 6,477-11,523 araliginda
hazirlanan her bir mobil faza 30 mM derisimde
olacak sekilde kati NH4Cl ilave edilmistir. Bu ortama
su-asetonitril oranim1 bozmayacak sekilde derisik
amonyak ilave edilerek, mobil fazin pH’s1 ¢alismada
etkisi  incelenmek istenen pH  degerlerine
getirilmistir. Mobil fazlar ultrasonik karistiricida
degaze edildikten sonra kullanilmistir. Calisilan her
bir mobil fazda kapesitabin ve rivastigmin (1.S)'in tr
degerleri li¢ tekrarli enjeksiyonlarin ortalamasi
olarak kullanmilmistir. Calisilan bilesiklerin kapasite
faktori (k) degerlerinin hesaplanabilmesi i¢in gerekli
to degerleri, urasil c¢ozeltisinin 3  tekrarh
enjeksiyonlarinin ortalamasi olarak kullanmilmstir.
Calisma boyunca akis hizi, 1 mL/dakika’da sabit
tutulmustur. Kapesitabin ve rivastigmin (I.S) tayini
icin UV dedektér sirasiyla 240 ve 210 nm'ye
ayarlanmistir.

2.4. Calisilan bilesiklerin ¢ozeltileri

Kromatografik ¢alismada kapesitabin 200 pg/mL ve
rivastigmin 50 pg/mL olacak sekilde mobil fazda
¢ozilerek hazirlanmistir. Sonrasinda kapesitabin i¢in
50 pg/mL olacak sekilde ara stok hazirlanmistir. Sivi
kromatografi cihazina analitler 20 pL enjekte
edilmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler, giinlik hazirlanmis
ve +4°C'de muhafaza edilmistir.

2.5. idrar numune ¢alismasi

Saglikli bir insandan alinmis idrar numunesi 1:20
oraninda seyreltilmistir. Seyreltilmis idrardan 2 mL
alinmis, lizerine 3 mL asetonitril eklenerek numune
icerisindeki proteinler c¢oktiiriilmistiir. Bdylelikle
proteinlerin bozucu etki olusturmasi dnlenmistir. Bu
5 mL’lik idrar tizerine kapesitabinin farkli derisimleri,
rivastigminden (1.S) 2,5 ppm’de sabit kalacak sekilde
cozeltiye eklenerek karisim 10 mL'ye
tamamlanmistir. Bu 10 mL’lik karisim 0,45 pm’lik
filtreden gecirilmistir. Filtreden gegirilen cozelti

yiksek performansh sivi kromatografi cihazina
enjekte edilmistir.

3. Bulgular

3.1. Kapesitabin ve rivastigmin icin RPLC

ayirmasinin optimizasyonu

Calisilan bilesiklerin optimum ayirma kosullarim
tayin etmek icin, CCD metodu ile secilen bagimsiz
parametrelerin = sinirlarinin  belirlenmesine gerek
duyulur. Bu nedenle, ilk olarak deneysel degiskenler
olarak secilen parametrelerin, alt ve iist seviyelerinin
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belirlenmesi gereklidir. Bu ¢alismada, bilesiklerin k
degerlerine etkisi oldugu bilinen mobil fazdaki
asetonitril derisimi, pH’s1 ve kolon sicaklig1 ¢alisilacak
parametreler olarak secilmistir. Bu parametrelerin
calisma aralig1 belirlenirken, kapesitabin (pKa:9,360)
[22] wve rivastigminin (pKa:9,019) (LS) [23]
protonasyon sabitlerinden (pKa) ve az sayida o6n
denemeden yararlanilmistir. Parametre seviyelerinin
seciminde, k degerlerinin 0,5 ile 5 araliginda olmas;;
mobil faz pH'larinin bilesiklerin iyonik ve molekiiler
formlarinin  oldugu pH degerlerini igermesi
amaglanmistir.  Kolon sicakligt  parametresinin
seviyelerinin de viicut sicakligl olan 37°C’yi igine
almasi amaglanmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Calisilan bilesikler i¢in secilen parametrelerin alt,
orta, list ve alfa (a) seviyeleri

BaBimsiz Alt Orta Ust
parafnetreler (-a) nokta nokta nokta (+a)
() (0) (+)

(x4)

asetonitril 24,887 30,000 37,500 45000 50,113
(%,h/h)
(x,) mobil faz

ot 6477 7,500 9,000 10,500 11,523
(X3)g)‘é;’kl‘k 31,591 35000 40,000 45000 48409

Secilen U¢ bagimsiz parametre igin olusturulan
merkezi kompozit dizayn, merkez noktasinda yapilan
6 tekrarla birlikte toplamda 20 farkli deney
gerektirmektedir. Merkezi kompozit dizaynda
calisilan bu her kosulda kapesitabin ve rivastigminin
alikonma zamanm degerlerinden bilesiklerin k
degerleri hesaplanmistir. Bu k degerlerini kullanarak,
bilesikler icin deneysel tasarimda cevap degerleri
olarak belirlenen logk ve secicilik degerleri
(o)hesaplanmistir. (Tablo 2).

Tablo 2’de merkezi kompozit tasarimda belirlenen
deney kosullari, incelenecek parametrelerin ana
etkilerine ve parametrelerin birbirleriyle etkilesim-
lerine gore elde edilen logk ve o degerlerini
gostermektedir. Bu deneylerin sonuclarindan hangi
parametrenin ve/veya parametre etkilesimlerinin
cevap olarak secilen degerlere etkisinin olup
olmadigici yada varsa ne Olciide etkiledigini
belirlemek icin elde edilen tiim cevap degerlerine
gore MINITAB 17 programiyla c¢oklu regresyon
analizi yapilmistir. Bunun sonucunda, logk ve «
degerine gore elde edilen esitlikler, parametre veya
etkilesimlerin 6nemini belirten p degerleriyle birlikte
Tablo 3’de verilmistir.

ANOVA tablosunda 0,05’den kii¢lik p-degeri, % 95
giiven seviyesinde, ait oldugu katsayinin cevap
degerine etkisinin 6nemli oldugunu ifade etmektedir.
Ayrica, ANOVA tablosundaki model uygunsuzlugu
(lack of fit, LOF), CCD ile gelistirilen matematiksel
modelin cevap olarak belirlenen degerleri tahmin
edebilme yetisindeki hatay: ifade etmektedir. Eger,
LOF degeri 0,05’den biiyiikse, matematiksel modelin
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cevap degerlerini tahmin edebilme yetisindeki hata
onemsizdir.

Tablo 2. Kodlanmis parametre seviyeleri ve bu seviyelerde
elde edilen logk ve o degerleri

logk o (segicilik)
DnyNo x; %, x5 Kapesitabin Rivastigmin O(KRivaS‘t:g:i"/

apesitabin
1 - - 0,472 0,673 1,587
2 + - - -0,133 0,312 2,790
3 - + - -0,245 1,180 26,612
4 + + - -0,563 0,601 14,565
5 - + 0,421 0,603 1,519
6 + - + -0,200 0,250 2,824
7 - + + -0,184 1,166 22,434
8 + + + -0,618 0,591 16,186
9 - 0 0 0,492 1,204 5,144
10 +o 0 0 -0,317 0,404 5,266
11 0 -a 0 0,137 0,111 0,943
12 0 +o 0 -0,779 0,824 40,064
13 0 0 -a 0,037 0,790 5,657
14 0 0 +o -0,036 0,736 5,910
15 0 0 0 0,023 0,763 5,503
16 0 0 0 0,011 0,763 5,657
17 0 0 0 0,018 0,765 5,583
18 0 0 0 0,023 0,765 5,520
19 0 0 0 0,024 0,765 4,974
20 0 0 0 0,021 0,773 5,642

Tablo 3’de kapesitabin ve rivastigminin logk

degerleri icin verilen regresyon sonuglarina gore;
parametrelerin ana etkilerinden, kapesitabin igin
sicakligin 6nemsiz oldugu; rivastigmin i¢in Tig
parametreninde o6nemli oldugu goriilmektedir.
Ayrica, parametrelerin ana etkilerinin yaninda,
birbirleriyle ikili etkilesimleri de incelendiginde
kapesitabin i¢cin ACN*ACN; ACN*t°C ve pH*teC
degerlerinin o6nemsiz, digerlerinin 6nemli oldugu
gorilmektedir. Rivastigmin  icin  bu  ikili
etkilesimlerden toC*t°C ve ACN*tcC degerlerinin
onemsiz, diger etkilerin ise Onemli oldugu
gorilmektedir.

Parametrelerin iki bilesigin secicilik (a) cevap
degerleri lizerine etkilerinin belirlenmesi icin yapilan
regresyon analizine gore, mobil faz pH’sinin ve

ana etkilerin (ACN ve t°C) ve ikili etkilesimlerin
o6nemsiz oldugu goriilmektedir.

Yapilan regresyon analizi sonuglarinin
parametrelerin her iki cevap degeri iizerindeki
etkisini degerlendirerek, optimum ayirma kosulunu
yorumlamadaki zorluklar nedeniyle, istenebilirlik
fonksiyonundan faydalanilmistir. Bu fonksiyonda, ilk
basta her bir cevap degeri icin istenen hedefler
belirlenmistir (Tablo 4).

Kapesitabin icin hedef logk degeri 0,079 olarak,
bilesigin kapasite faktorii degerini 1,2 yapan k
degerinden belirlenmistir. Rivastigmin icin logk
degeri 0,380 olarak, kapesitabin piki ile rivastigmin
pikinin arasindaki a degerini 1,15 yapan k
degerinden belirlenmistir. Daha sonra bu hedefler
dogrultusunda, tasarimdaki tim noktalar
istenebilirlik skalasindaki 0 ile 1 arasindaki degerlere
déniistiiriilmiistiir (Tablo 5). istenebilirlik skalasina
cevrilen degerler (d;,gxve d,, ,), geometrik ortalama
formiili kullanilarak tek bir cevap degerine
dontistiirilmistar.

D = (@ xdx ...d"™) [owtws ) 2
Esitlik 2’de,d; degeri her deneyin cevap degerinin
istenebilirlik fonksiyonuna doniistiiriilmiis halini; w;
cevaplarin agirliklarini;; n cevap sayisin1 ifade
etmektedir.

Tablo 5’deki Dy,,s; degerlerini kullanarak, ayirmanin
en iyi oldugu optimum ayirma kosullari, 3D yiizey
yanit diagramlarina gore belirlenmistir (Sekil 2).
Sekil 2’de verilen 3D yiizey diyagramlarida dikkate
alinarak yapilan degerlendirme neticesinde, optimum
RPLC ayirma kosullari, 40 (%v/v) asetonitril-su ikili
karisimi, mobil faz pH’ s1 7,5 ve kolon sicakligi 32°C
olarak belirlenmistir. Belirlenen bu optimum ayirma
kosullarinda elde edilen kromatogram, Sekil 3’de
verilmistir. Optimum ayirma kosulunda hesaplanan

pH*pH veACN*pH ikili etkilesimlerinin 6nemli; diger sivi  kromatografik  parametreler, Tablo 6'da
verilmistir.
Tablo 3. Calisilan bilesiklerin logk ve a degerleri icin regresyon analizi sonuclari
Katsayilar Katsayilar Katsayilar
Faktor etkileri kapesitabin P rivastigmin P Rivastigmin/Kapesitabin P
logk o4
sabit 0,029 0,058 0,764 0,000 5,472 0,000
ACN -0,245 0,000 -0,235 0,000 -1,141 0,071
pH -0,272 0,000 0,212 0,000 10,022 0,000
toC -0,017 0,081 -0,018 0,000 -0,159 0,785
ACN*ACN 0,011 0,221 0,014 0,000 -0,042 0,941
pH*pH -0,133 0,000 -0,105 0,000 5,367 0,000
toC* toC -0,019 0,050 -0,001 0,603 0,163 0,773
ACN* pH 0,060 0,000 -0,055 0,000 -2,600 0,005
ACN*toC -0,016 0,189 0,002 0,376 0,738 0,341
pH * toC 0,015 0,217 0,014 0,000 -0,315 0,678
LOF 0,073 0,661 0,050
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Tablo 4. Cevaplarin optimizasyonu icin belirlenen kriterler

Bilesik Cevap Amag Alt seviye Ust seviye Hedef Agirlik
K tabi logk Hedef -0,779 0,472 0,079 1
apesttabin Ay Hedef 0,943 40,064 1,150 1
Rivastigmin logk Hedef 0,111 1,204 0,380 1
Tablo 5. Cevap degerlerinin istenebilirlik skalasina gore karsiliklari
diogk diogk dg
Dny N X o9 o9 2t Dhepsi
ny Ro Xl X2 3 kapesitabin rivastigmin Rivastigmin/ kapesitabin hepst
1 - - - 0,031 0,691 0,000 0,000
2 + - - 0,801 0,613 0,989 0,786
3 - + - 0,663 0,029 0,362 0,191
4 + + - 0,268 0,790 0,592 0,500
5 - - + 0,108 0,777 0,000 0,000
6 + - + 0,686 0,428 0,943 0,652
7 - + + 0,697 0,045 0,425 0,237
8 + + + 0,225 0,798 0,579 0,470
9 -a 0 0 0,048 0,006 0,841 0,062
10 +a 0 0 0,503 0,914 0,939 0,756
11 0 -a 0 0917 0,000 0,930 0,000
12 0 +a 0 0,000 0,495 0,066 0,000
13 0 0 -a 0,917 0,535 0,869 0,753
14 0 0 +0 0,849 0,614 0,882 0,772
15 0 0 0 0,947 0,572 0,887 0,783
dwm: Seciciligin istenebilirligi, djg : logk degerinin istenebilirligi; Dyeps;: tim cevap degerlerinin toplam istenebilirligi.
07e 07s o7s
dhepsi o dhepsi R o
0Z5 .t’g =1 025 025
0 "’ N en o0 oo
6 % E1] E1] n
pH 10 12
Sekil 2. Calisilan bilesikler icin ¢izilen 3D yiizey diyagramlari
m’
400
1 1
3004
200
100-] 2 k
0]
i
0.0 s 10 15 20 2’5 3.0 35 40 45 5.0 55 " min

Sekil 3. Standart karisimin optimum kosulda elde edilen kromatogrami 1) kapesitabin(185 pug/mL), 2) rivastigmin(L.S)(50
ug/mL)

Tablo 6. Calisilan bilesikler i¢cin optimum ayirma kosullarina gore elde edilen alikonma zaman, segicilik ve ayirma giicii
degerleri

1
Bilesikler tr k a (a—1/a  ky/ky+1 (Z)\/ﬁ R
Kapesitabin 3,021 1,105
Rivastigmin 5,400 2,763 2,500 0,600 0,734 18,971 8,358
Urasil (to) 1,435
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3.2. Gelistirilen metodun validasyonu

Gelistirilen yontemin gegerliliginin kanitlanmasi
amaciyla, ICH validasyon parametrelerine gore
gelistirilen yontem test edilmistir. Bu amagla,
validasyon calismalarinda; dogrusallik, duyarhlik,
kesinlik, geri kazanim, tekrarlanabilirlik parametre-
leri incelenmis ve istatiksel degerlendirmeleri yapil-
mistir.

Calismada metot validasyonu ¢alismasi igin i¢
standart metodu uygulanmistir. Bunun igin
rivastigmin i¢ standart olarak secilmistir. Rivastigmin
kapesitabin gibi bazik fonksiyonel grup tasiyan bir
bilesiktir. Belirlenen optimum ayirma kosullarinda
kapesitabinin alikonma zamanina yakin bir degerde
pik vermis ve kapesitabinden ayrilmistir. Bunun igin
rivastigmin i¢ standart olarak bu ¢alismada tercih
edilmistir.

3.2.1. Kalibrasyon dogrusu ve duyarlihk

Kapesitabinin yiiksek performans sivi kromatografisi
ile analizi yonteminde dogrusal araligin belirlenmesi
icin 2. boélimde anlatilan idrar numunesine 2 pg/mL
ile 12 pg/mL aralginda farkh derisimlerde
kapesitabin ve 2,5 pg/mL derisimde sabit tutulan ig
standart rivastigmin eklenerek kalibrasyon ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Kalibrasyon dogrusu, kapesitabinin
her bir derisim degeri icin elde edilen pik alaninin
I.S1in pik alanina oraninin, kapesitabin derisimi
degerine karsi isaretlenmesiyle olusturulmustur.
Gelistirilen yontem kapesitabinicin 2 pg/mL ile 12
pg/mL arasinda dogrusal oldugu belirlenmigtir.
Kapesitabin analizi i¢in hesaplanan kalibrasyon
verileri, Tablo 7’de verilmistir.

Tablo 7. Kapesitabinin analizine ait kalibrasyon fonksiyonu
ozellikleri

Regresyon Denklemi” y =0,539x-0,059

Egimin Standart Hatasi 0,010
Kesimin Standart Hatasi 0,074
Korelasyon Katsayisi (r) 0,999

Kalibrasyon Arahgi (ug/mL) 2,000-12,000
Teshis Sinir (ug/mL) 0,490
Tayin Alt Simir1 (ug/mL) 1,484

*y = bx + a; x: pg/mkL biriminde derisim; y : Kapesitabin/L.S alan
orani degerleri

3.2.2. Sistem uygunluk testi sonuclari

Sistem uygunluk testleri (SST), gelistirilen RPLC
yontemin tekrarlanabilirligini degerlendirmek igin
uygulanan testlerdir. Bu testler, tekrarlanan
enjeksiyonlar i¢in pik alami ve tr degerlerinin bagil
standart sapmast (% BSS), secicilik (o), kuyruklanma
faktori (TF), alikonma zamani (tr), teorik tabaka
sayist (N), ayirma giicli (Rs) ve kapasite faktori (k),
parametrelerin degerlendirilmesinden olusmaktadir.
Bu test uygulamasinda kapesitabin i¢in 6 pg/mlL,
rivastigmin i¢in 2,5 pg/mL derisimlerde hazirlanan
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cozeltiler sisteme 5 tekrarl olarak enjekte edilmis ve

verilerin  ortalamasi1  alinarak, = kromatografik
parametreler hesaplanmistir. Elde edilen veriler,
Tablo 8'de verilmistir. Sistem kararlilik

parametrelerine gore gergeklestirilen degerlendir-
mede, gelistirilen RPLC yontemin rutin analizler i¢in
uygun oldugu gorilmektedir.

Tablo 8. Kapesitabin ve rivastigmin i¢in sistem uygunluk
parametreleri

Param.  Kapesitabin Rivastigmin (IS) g:g;ir]lzrrl
tr 3,176 5,450
TF 1,023 1,217 0,95-1,20
k 2,710 3,837 >1
Rs 11,507 >2
N 6605 12173 >2000
o 2,478 >1
RSD (tr) 0,094 0,090 <1
RSD(alan) 0,040 0,018 <1

3.2.3. Kesinlik sonuglari

Kapesitabin tayini icin kesinlik ¢alismalari i¢in giin ici
ve giinler arasi testleri uygulanmistir. Giin ici
calismalar1 iki farkli derisim diizeyinde ve bes
bagimsiz ¢ozelti kullanilarak aynmi giin icerisinde;
giinler arasi c¢alismalar ise iki farkh derisim
dizeyinde bes bagimsiz ¢ozelti kullanilarak ti¢ ayri
giinde yapilmistir. Bu testler sonucunda elde edilmis
veriler, Tablo 9’da verilmistir.

3.2.4. Geri kazanim sonug¢lar

Gelistirilen RPLC yo6nteminin dogrulugunu ve idrar
numunesi icerisinde bulunan proteinlerin yonteme
bir etkisinin olup olmadigini belirlemek igin,
kapesitabinin idrar numunesinden geri kazanim
deneyleri gerceklestirilmistir. Normal sartlarda,
saglikll bir insanda viicuda alinmadikga, bu bilesikler
bulunmaz. Kapesitabin ve rivastigminin bulunmadig
idrara ait kromatogram, Sekil 4'de verilmistir.

Th e

Sekil 4. Kapesitabin ve rivastigmin (1.S) bulunmayan idrar
kromatogrami

Bu c¢alismada, idrara Kkapesitabin ¢6zeltisinden
4pug/mL ve 8 pg/mL;rivastigmin (I.S) ¢ozeltisinden
idrarda 2,5 pg/mL derisimde olacak sekilde katki
yapilmistir. Bu islem birbirinden bagimsiz 3 kez ayri
ayr1 yapimstir.
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Tablo 9. Kapesitabinin analiz yontemine ait giin ici ve giinler arasi kesinlik ve dogruluk analizi bulgulari

Teorik Derisim Giin i¢i derisim % BSS Giinler arasi % BSS
(ng/mL) ortalamasi (ug/mL) derisim ortalamasi (ug/mL)
Kapesitabin 4 3974 0,540 3,931 0,782
10 10,077 0,080 9,957 0,280
Tablo 10. insan idrarinda kapesitabinin RPLC analizi icin geri kazamim sonuclari
o Te(.)r}k Ortalama bulunan derisim Geri kazamm (%) BSS
Bilesik Derisim N (konsantrasyon ort.(ng/mL) (yiizde ort. * giiven aralig) SS (%)
(ug/mL) * gliven aralif1) Y 8 5 0
Kapesitabin 4 3 3,971+0,013 99,269+ 0,256 0,103 0,731
p 8 3 8,094 + 0,012 101,175+0,899 0,050 0,124
i’
30
25
20
15 (1
'ID-S
" )
o} VA
0.0 1.0 20 30 40 50 6.0 min

Sekil 5. Kapesitabin ve rivastigmin (L.S) ile katkilandirilmis idrar numunesi; 1) kapesitabin (8 ug/mL) 2) rivastigmin (L.S) (2,5

pg/mlL)

Yapilan analiz sonucunda okunan pik alan orani
degerleri kalibrasyon denkleminde yerine konularak,
idrar numunelerinin icerdigi kapesitabin miktari
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar, Tablo 10’da
verilmistir. Kapesitabin ve rivastigmin (1.S) ile
katkilandirilmis idrar numunesinin analizi sonucu
elde edilmis kromatogram, Sekil 5’de verilmistir.

4. Tartisma ve Sonug

Bu ¢alisma, kapesitabinin RPLC y6ntemiyle tayini icin
yapilan optimizasyon ¢alismasinda merkezi kompozit
dizayn metodu kullanilarak gerceklestirilen ilk
calismadir. Farkli kromatografik davranisa sahip olan
bilesiklerin, es zamanl kromatografik tayininde
mimkiin olan en iyi sivi kromatografik ayirma
kosulu, Derringer’in istenebilirlik fonksiyonuyla
belirlenmistir. Bu fonksiyon sayesinde CCD’den elde
edilen veriler, 3D yilizey yanit diyagramlariyla
degerlendirilerek tek bir ayirma kosuluna karar
verilmistir.  Gelistirilen RPLC yo6ntemin ICH
parametrelerine gore gerceklestirilen calisma verileri
yontemin rutin uygulamalar icin uygun oldugunu
gOstermistir.

Tesekkiir

Bu calisma, Siilleyman Demirel Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Yonetim Birimi Baskanlig1 4581-
D2-16 nolu proje ile desteklenmistir. Calismamizi
maddi olarak destekleyen Siileyman Demirel
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim
Birimi Baskanligina tesekkiir ederiz.
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Abstract: Asphalt pavements are damaged by moisture. Strength loss is caused by
moisture damage. Anti-stripping agent is used to address this damage in asphalt
mixtures. Bitumen modification is also effective method to prevent moisture
damage. To this aim, in this study, bitumen was modified by silicon carbide
nanotube (SiCNT) in three percentages (1%, 3% and 5%) by weight. After the
modification effort was performed, asphalt mixtures were designed according to
Superpave™ procedure. Indirect Tensile (IDT) Strength test was employed
determining moisture damage in asphalt mixtures modified by SiCNT. As a result,
moisture susceptibility of two percentages (3% and 5%) of SiCNT ensured the
specification limit.

Silikon Karbiir Nanotiiplerin (SICNT) Sicak Karisim Asfaltin Suya Duyarliligina ve

Mekanik Ozelliklerine EtKisi

Anahtar Kelimeler
Silikon karbiir nanotiip,
Bitiim modifikasyonu,
indirekt cekme dayanimi,
Nem hassasiyeti

Ozet: Asfalt kaplamalar nemin etkisiyle zarar gérmektedir. Sudan kaynaklanan
bozulmalar ile dayanim kaybi olugsmaktadir. Asfalt karisimlarda sudan kaynaklanan
bozulmalarin 6niine gegebilmek i¢in soyulma dnleyici malzemeler kullanilmaktadir.
Bitiim modifikasyonu da sudan kaynaklanan bozulmalari 6nlemede etkili bir
metottur. Bu amagla, bu ¢alismada, bitiim silikon karbiir nanotiiplerle (SiCNT) ii¢
farkli oranda (agirlikca %1, %3 ve %5) modifiye edilmistir. Modifikasyon
gerceklestirildikten sonra asfalt karisimlar Superpave tasarim ydntemine gore
tasarlanmistir. Silikon karbiir ile modifiye edilmis asfalt karisimlarin suya karsi
duyarhihg: indirekt Cekme Dayamimu testi ile belirlenmistir. Sonu¢ olarak, SiCNT
modifikasyonu iki oranda (%3 ve %5) sartname limitini saglamistir.

1. Introduction

improved rutting resistance, cracking, and fatigue life
[2]. Silicone and carbon nanotubes have been

Materials exhibit significant properties at the nano
level owing to its large surface area and it is possible
to apply in the field [1]. Asphalt-like materials having
a complex structure with better engineering at nano
level resulted in some novel smart characteristics.
The service life of a pavement depends on the
structure conditions, material properties, thickness
and accepted damage criterion. To prevent moisture
deteriorations, nanomaterials are novel in the
literature such as polymer-modified materials, nano
silica, nano carbon fiber. To this aim, in this study,
SiCNT was chosen to improve moisture susceptibility
and indirect tensile strength of asphalt mixtures.
Nanomaterials with unique properties such as large
surface area, surface atoms have a wide fraction,
quantum effects, structural properties are growing up
rapidly. Benefits of nano modified asphalt have

* Corresponding author: sebnemsargin@isparta.edu.tr

generally adopted as an agent to improve bitumen
characteristics [3, 4].

Silica as an additive is used in three percent (2%, 4%,
6%) for modification of bitumen to improve some
properties of warm mix asphalt (WMA) containing
sasobit (2%). Resilient modulus of modified WMA
was increased [3]. Properties of modified bitumen
containing 1, 3, 5, 7 and 9% nano silica and 0.01, 0.1,
0.5 and 1% nano carbon are investigated in terms of
penetration, viscosity and softening point. Increment
of softening point and decrement of penetration
values were obtained according to test results [2].
Nano silica as an anti-aging agent is used in three
percent (2%, 4% and 6%). Short term aging was
applied to bitumen by rolling thin film oven (RTFO).
After aging, complex modulus (G*) and complex
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viscosity (n*) parameters of bitumen was increased
by nano silica modification [4]. Nano silica have been
added into bitumen in three percentages (2%, 4%,
6%) to modify WMA containing sasobit in 2% by
weight. Complex modulus increment has been
obtained [5]. Generally, nano silica used as an
inorganic agent to modify bitumen [6]. Modified
asphalt mixtures by steel slag, TiO2 and SiOz were
examined by Shafabaksh and Ani. Improvement of
resistance of modified asphalt mixture was aimed by
modification with nano particles. As a result, TiOz and
Si0z nano particles boost the characteristics of
bitumen. Rutting and fatigue life of bitumen were also
increased [7].

Rutting performance of asphalt pavements by
modifying bitumen with nano-TiO: is examined by
Tanzadeh et. al. [8] and the results illustrated that
modifying bitumen with nano-TiOz improved rutting
depth when compared to base mixtures. Polymer
modified bitumen containing styrene-butadiene-
styrene (SBS) was used to boost visco-elastic
characteristics of the mixture. Fatigue life was
increased when the additive increased [9]. Bitumen
and mixture characteristics were examined by
Mothlagh et. al. [10] using carbon nanotube, and
minimal changes were obtained by results on
physical characteristics.

Moisture damage is occurred by the bond loss
between the bitumen and the fine and coarse
aggregates. Moisture damage speeds up as moisture
permeates and weakens the mastic during repetitive
traffic loading. Stripping, bleeding, rutting etc.
distresses were observed by the results [11]. The
common method for eliminating the moisture
damage is using antistrip additives. Hamedi et. al.
[12] examined the moisture damage of hot mix
asphalt (HMA) using nano- particles as an antistrip
agent. The results showed indirect tensile strength
ratio for the mixtures modified with nano ZnO have
better performance. Nano-TiOz were used by
Azarhoosh et. al. [13] has used the surface free
energy method. The results showed the nano-TiO2
increases the wettability of the asphalt binder and
strengthen the bond between the asphalt binder and
the aggregate.

Nabiun and Khabiri [14] examined ferrite filler in

different combinations to address mechanical
properties and moisture resistance of asphalt
mixtures. Marshall resistance, indirect tensile

strength (ITS) and resilient modulus were conducted.
Results showed that the higher ferrite percentages
proved high performance. Hossain et. al. [15]
examined the effect of two different nanoclays on
moisture resistance of modified binders. As a result,
nanoclay modified binders were more resistive
against moisture damage than the base binder.
Behbahani et. al. [16] evaluated that the glasphalt
mixture modified with zycosoil as an anti-stripping
agent to determine the moisture sensitivity. Results

114

showed the zycosoil the moisture

sensitivity of mixture.

improved

Yao et. al. [17] investigated that the moisture
susceptibility of nano hydrated lime modification of
asphalt mixtures. Tensile Strength Ratio (TSR) test
was used to explore moisture susceptibility. After
TSR test, polar groups were extracted and analyzed
from tested asphalt mixtures by Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR). As a result, moisture
damage is reduced. Hamedi et. al. [18] investigated
the effects of nano-CaCOs on moisture resistance of
asphalt mixtures. Surface Free Energy (SFE) method
and modified Lottman test was used to determine the
moisture susceptibility. Modified Lottman test results
showed that the nano modified mixtures were high
resistive to moisture. SFE results indicated that the
nano material decrease the moisture susceptibility.
Iskender [19] examined that the performance of nano
clay modified asphalt mixtures against moisture
damage. The results showed higher performance
against moisture damage. Hamedi [20], evaluated the
effects of two types of nano materials on moisture
susceptibility. Nano materials have decreased
moisture susceptibility. Ziari et. al. [21] investigated
that the effect of nano-organosilane modification on
water damage of asphalt mixtures. Nano modified
asphalt mixtures have improved resistance against
water damage.

Babagoli et. al. [22] investigated that the performance
of SMA mixtures modified with styrene-butadiene-
styrene (SBS) and nanoclay. According to the results,
nanoclay and SBS improved the moisture
susceptibility of SMA mixtures. Zahedi and
Baharvand [23] examined the effect of nano clay and
crumb rubber on performance of hot mix asphalt.
Results showed that nano clay and crumb rubber
improved the mixture properties. Arabani and
Hamedi [24] evaluated the susceptibility of asphalt
binder with liquid antistrip against moisture damage.
Based on the results, liquid antistrip agent decreases
the stripping in presence of water.

SiCNT nanotube was chosen to improve the
performance of modified asphalt mixtures against
moisture. Base bitumen was mixed with nano
materials in different ratios (1, 3 and 5% by weight).
Rheological properties of nano-modified bitumen
were analyzed using standard bitumen tests in terms
of penetration, softening point and rotational
viscosity (RV).

The mechanism of the SiCNT compound has been
examined to determine the resistance of modified
asphalt mixtures against moisture damage. The IDT
test has been conducted in dry and wet conditions
according to the Modified Lottman test procedure
(AASHTO T283). The main objectives of the study
are:
e Determining rheological characteristics of non-
modified and SiCNT modified bitumen;
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Table 1. Base bitumen properties

Test Unit Base Bitumen Specification Limit
Penetration @25 °C 0.1 mm 62.2 50-70
Softening Point Ring&Ball °C 49.9 46-54
Ductility @25°C, 5 cm/min cm >100 >100
RV @135 °C, Pa.s 0.475 <3Pa.s
RV @165 °C Pass 0.15 -

Fail Temperature °C 67.9 G*/sind>1 kPa
DSR @10 rad/s Grade oC 64
Mass Loss % 0 <0.5
Permanent Penetration % 70.4 >50
Change in Softening Point °C +3.2 <9

Fail Temperature °C 67 G*/sind>2.2 kPa
DSR @10 rad/s Grade oC 64

Fail Temperature °C 28.6 G*.sind<5.000 kPa
DSR @10 rad/s Grade oC 29

Temperature °C -12
BBR @60 s m-value 0.325 m>0.300

Stiffness MPa 213 S<300 MPa

Performance Grade PG 64-22

Examining the effects of SiCNT on moisture
susceptibility of asphalt mixtures; and

Analyzing the dispersion of nano materials into
bitumen using Scanning Electron Microscopy
(SEM).

2. Materials and Methods
2.1. Aggregate and gradation

Hot mix asphalt (HMA) mixtures were prepared with
limestone aggregate. Wearing course was adopted for
preparation of HMA samples. 12.5 mm nominal
maximum aggregate size was used. Dense graded
HMA was prepared by Superpave™ guidance and
gradation curve was selected as illustrated in Figure
1.

°

— restricted zone control points

max gradation

100 Q@ ]
X »” @
E’: 80
©
a:f 60 [
ao 40
< 2 /:
c [
% 0 @
(%2}
& 0 1 2 3 4
Sieve Size, mm (X%4%)
Figure 1. Gradation curve for HMA
2.2. Bitumen
Bitumen used in this study was PG 64-22
performance grade. Modified and non-modified
bitumen characteristics were examined in

accordance with the Superpave™ in terms of DSR,
BBR, RTFOR and PAV. Rheological properties were
determined in terms of penetration, ductility,
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rotational viscometer and softening point and the
results were given in Table 1.

2.3.SiC nanotube

SiC nanotube was used as an antistripping agent.
Silicon carbide is an inorganic nanotube with formula
of Silica (Si) and Carbon (C). SiC nanotube is a grayish
white, insoluble in water. SiC nanotube properties are
given in Table 2.

Based on the literature, the dosage of nano materials
are used generally 1%-10% by the weight of bitumen.
1, 3 and 5 percent were used by the weight of
bitumen in this study.

Table 2. Properties of SiCNT

Purity (%) 99+%
Average Particle Size <80nm
Morphology Cubic

Surface Area 25-50 m?/g
Color Grayish white
Bulk Density 0.05g/cm3
True Density 3.216 g/cm3
Free Si 0.24%

Free C 0.76%

2.4. Experimental set up and procedure

Mixing the SiC nanotube with base bitumen was
conducted by high shear mixer. DSR, BBR, RTFOT and
PAV was adopted to determine the rheological
properties of base bitumen. Compaction effort was
performed with Superpave Gyratory Compactor
(SGC) for the nano modified asphalt mixtures.
Optimum bitumen content (OBC) was determined for
nano modified mixtures separately. Modified
Lottman procedure was adopted to determine the
moisture susceptibility. Experimental setup is given
in Figure 2.
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Bitumen Modification
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!

Indirect Tensile Strength

|

Tensile Strength Ratio

Figure 2. Experimental program

2.5. Preparation method of the modified bitumen
with SiC nanotube

Modification effort was conducted with the high
shear mixer. The mixer is capable of mixing 1.5 liter
at 8000 rpm and 210°C. In this study, bitumen was
mixed with nano materials at 4000 rpm.
Temperature was set to 160°C and nano materials
and bitumen was mixed for two hours in accordance
with the literature review. Also, the contents of
SiCNTs were chosen as 1%, 3% and 5% by weight of
bitumen.

2.6. Mix design

OBCs of SiCNT modified mixtures were determined
by Superpave™ mix design. %4 air void is aimed for
compaction by SGC. Samples were compacted at 4%
air void and in bitumen contents of 3.5%, 4%, 4.5%
and 5% by SGC. OBC of base HMA was found as 4.5%.
Air void content graphs of optimum binder were
drawn from SGC compaction results. OBC was
checked whether the limit value is ensured for VMA
and VFA.

2.7. Tensile strength ratio (TSR)

Modified Lottman procedure is adopted to evaluate
the moisture sensitivity. IDT strength and moisture
susceptibilities of HMA was determined according to
AASHTO T283 test procedure. First, samples are
compacted a set of conditioned and unconditioned,
three samples for dry and three samples for wet sets.
Each sample is vacuum saturated to condition.
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Modified Lottman test includes short term aging,
freeze thaw cycle, limits on air voids (6 to 8%) and
saturation (55 to 80%). Saturation level is calculated.
And then the Tensile strength and TSR is calculated.

3. Results and Discussion

3.1. Results of the modified bitumen test
Penetration results were decreased by SiCNT
modification. Softening point was increased for 3%
SiCNT modified bitumen. All results were given in

Table 3.

Table 3. Bitumen results modified by SICNT

. SiCNT
Test Unit Base 1% 304 50
Penetration 0.1lmm 62.2 56 50 53
Softening Point °C 49.9 48.1 50.7 47.8
Penetration 07 14 102 -16
Index
Ductility cm >100 98 82 75
RV@135°C Pa.s 0475 05 0.562 0.75
RV @165 °C Pa.s 0.15 0.15 0162 0.2

The viscosity of SiCNT modifications were increased
when the content was increased. So that
temperatures of mixing and compaction were higher
than the base bitumen meaning that these
modifications were less workable except SiCNT 1%
modification (Figure 3). Mixing and compaction
temperatures were given in Table 4.

® Reference ® SiCNT1%
SiCNT3% ® SiCNT5%
..
0.5
B S ?
§ &
'..;'.'_0
@
0.05
130 140 150 160 170 180 190
Temperature, BC
Figure 3. Rotational viscometer test results
Table 4. Compaction and mixing temperatures
Sample* Reference SiCNT 1% SiCNT 3% SiCNT 5%
CI 147-152 147-152 149-155  155-160
CT 149.5 149.5 152 157.5
MI 159-165.9 159-165 161.5-167.5 166-171.5
MT 162.45 162 164.5 168.75

*Cl: compaction interval; CT: compaction temperature; MI: mixing interval;
MT: mixing temperature
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3.2. Results of the mix design

Optimum binder graphs were drawn and VMA and
VFA was checked and ensured by 4.5% OBC of HMA
(Figure 4). Same graphs were drawn for SiCNTs,

separately and OBC was obtained for all content of
SiCNT modified HMA as 3.977% for 1% modification,
4.318% for 3%modification and 4.4% for 5%
modification (Figure 5). VMA and VFA was checked
also for modified samples.

® Reference — Specification Limit ® Reference —— Minimum VMA
10 175
_ Be... 165
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5 6 o, S 155 @i,
< < ...... ......
pe S E—— 2 S 145 e
- A > ...
2 T 135 T
® o
0 125
35 4 45 5 35 4 45 5
Bitumen Content, % Bitumen Content, %
® Reference — Specification Limit ® Reference
100 - 2.45
€ 243 °
90 o =2
. . S 2.41
°\O_ %0 239 . ...............................
.. SoUe T e
I S I T 237 e °
> e © 235 .
60 e o’ £ 233
........ 8 231
50 e (% 2.29
35 4 45 5 35 4 45 5
Bitumen Content, % Bitumen Content, %
Figure 4. Optimum binder content for base HMA
® SiCNT1% ® SiCNT3% ® SIiCNT1% ® SICNT3%
SICNT5% Specification Limit Value SICNT5% Min VMA Value
8 165 '
)y gsesrsiiane. | T
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® SICNT1% ®  SiCNT3% ®SiCNT1%  ®SiCNT3% SiICNT5%
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Figure 5. Optimum binder content for SICNT
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3.3. Results of the moisture susceptibility

IDT Strength test results were obtained as shown in
Fig. 6. Indirect Tensile Strength of unconditioned
sample (IDT,) parameters were increased when the
content of SiCNT increased for 1% and 3%. So, all
modifications showed higher strength. IDT,
parameters of all modifications were increased
approximately 47%. High-performance was obtained
by SiCNT modifications.

W unconditioned M conditioned

1400

Reference SiCNT1% SiCNT3% SiCNT5%
Figure 6. Indirect Tensile Strength
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1000
80
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o o o o

Indirect Tensile Strenght,

TSR was calculated for all modified samples (Fig. 7).
The limit value should be 80% for TSR according to
the specification. Specification limit was ensured for
all modified HMA. TSR values were higher than the
reference sample. As a result, bitumen modified
samples have more resistance to the moisture.

Specification Limit

(o]
N

81.5

[ee]
—_

80.5

(o]
o

79.5

Tensile Strength Ratio, %

Reference SiCNT1% SiCNT3% SiCNT5%
Figure 7. Tensile Strength Ratio

79

Results were given as improvement percentage in
Table 5. Improvement percent was indicated as high
(M) having higher performance and low ({) having
lower performance. But, for penetration and OBC
results, lower values mean high performance.

According to penetration index (PI) results, SICNT
modifications were found the less temperature
susceptible. According to mixing and compaction
temperatures only the SiCNT 1% modification was
the most workable bitumen same as base bitumen.
OBCs were decreased by modification. The highest
moisture resistive sample was found the sample
modified by SiCNT 1%.
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Table 5. Comparison of all results

SiCNT modification (% improvement)

Test | Penetration Softe.nlng IDTy, TSR Optlmum
Point Bitumen
1% 9.9 13.6 T478 |11.875| {116
3% 419.6 T1.6 7479 |10.187 4
5% $14.7 4.2 T475 | 1015 | 2.2

* 7‘Higher % when compared to reference sample
*J Lower % when compared to reference sample

Economically, bitumen costs were big problems in
terms of construction costs. Bitumen costs 2.135
TL/tons and additive costs increase these costs.
However, additives are able to increase performance
of the bitumen. So that, nanotubes can improve
bitumen properties. According to the results, SiC
nanotubes were found to be increase performance
and decrease optimum bitumen contents. Decreasing
optimum bitumen content provides less usage of
bitumen content and less costs. In terms of economic
evaluation SiC nanotubes provide decreasing costs.

4., Conclusion

Conclusions can be drawn as follows:

Minimum 9.9% decrement was obtained by all
modifications. The consistency was improved
maximum 19.6% by SiCNT 3% modification.

The mixing and compaction temperatures were
same both for SICNT 1% and base bitumen.

The strength of all modifications was increased
according to IDT,, values.

SiCNT 1% modified HMA had higher moisture
resistance compared to reference HMA. All
modifications have also high resistance against
moisture according to TSR results.

Optimum bitumen content was decreased by all
modifications. Less bitumen usage provides less
cost. Cost analysis could be conducted by these
modifications for further studies.

Best performance was obtained by SiCNT 3%
evaluating whole test results which are given in
Table 5.

Bitumen properties should be investigated for
further studies in accordance with the aging
procedures.
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Abstract: Artificial Bee Colony is a population based, bio-inspired optimization
algorithm that developed for continues problems. The aim of this study is to
develop a binary version of the Artificial Bee Colony (ABC) Algorithm to solve
feature subset selection problem on bigger data. ABC Algorithm, has good global
search capability but there is a lack of local search in the algorithm. To overcome
this problem, the neighbor selection mechanism in the employed bee phase is
improved by changing the new source generation formula that has hamming
distance based local search capacity. With a re-population strategy, the diversity of
the population is increased and premature convergence is prevented. To measure
the effectiveness of the proposed algorithm, fourteen datasets which have more
than 100 features were selected from UCI Machine Learning Repository and
processed by the proposed algorithm. The performance of the proposed algorithm
was compared to three well-known algorithms in terms of classification error,
feature size and computation time. The results proved that the increased local
search ability improves the performance of the algorithm for all criteria.

Hamming Mesafesi ile Lokal Arama Tabanh ikili Yapay Ar1 Kolonisi Algoritmasi

Anahtar Kelimeler
Yapay ar1 kolonisi,
Veri madenciligi,
Sezgisel algoritmalar,
Makine 6grenmesi

Ozet: Yapay Ar1 Kolonisi Algoritmasi siirekli uzay problemleri icin gelistirilen,
popiilasyon tabanli, dogadan esinlemeli bir optimizasyon algoritmasidir. Bu
calismanin amaci, biiyiik veride, 6znitelik alt kiime secimi problemini efektif bir
bicimde ¢6zmek icin Yapay Ar1 Koloni (YAK) Algoritmasinin ikili bir versiyonunu
gelistirmektir. YAK Algoritmas1 basaril bir global yakinsama sunmakla birlikte
lokal bolgedeki olasi ¢ozliimleri gozden kacirabilmektedir. Algoritmanin komsu
kaynak secimi mekanizmasina, Hamming Mesafe 6l¢limii tabanl bir yerel arama
prosediiri eklenmistir. Ayrica, yeniden niifus stratejisi ile popiilasyonun cesitliligi
artirllmis ve erken yakinsama onlenmistir. UCI Makine Ogrenmesi Havuzu'ndan,
oznitelik sayis1 100’den fazla olan 14 veri kiimesi secilmis ve dnerilen yontem ile
oznitelik se¢imi yapilmistir. Algoritmanin performansi, yaygin kullanilan ve
basarisi kanitlanmis ii¢ sezgisel algoritma ile siniflandirma hatasi, segilen 6znitelik
sayis1 ve hesapsal maliyet bakimindan karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglar, YAK
algoritmasina entegre edilen lokal arama prosediiriiniin, algoritmanin
performansini tiim kriterler bakimindan artirdigim géstermektedir.

1. Introduction

process of feature extraction, a feature selection
process finds the most relevant features of the data

The process of selecting the distinctive features without using a transformation and removes all
(attributes) of a given dataset is called feature subset unnecessary features. Three common feature
selection [1], or simply features selection. Unlike the selection methods are reported in the literature:
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filters, wrappers and hybrid methods. Filters select
the most relevant top n features according to an
arbitrary quality score such as t-score, p-stat, etc., but
they do not consider the relationships between
features. The computational cost of filters is low;
however, their performance is not sufficient for most
applications [2]. Furthermore, when the datasets
differ in size and complexity, it is a problem to
determine what the value of n will be. Wrappers
consist of an induction algorithm to select a subset of
the features and a learner to produce feedback for the
induction algorithm. Wrappers yield Dbetter
performance in terms of computational complexity.
For example, if the data consists of n features, 2n
possible subsets need to be searched. Especially for
very large datasets, it is not possible to search the
entire set of possibilities [3]. To overcome this
problem, hybrid methods have been developed. A
hybrid feature selection method first reduces the
number of features to a reasonable value by using a
filter. Then, the best subset is determined by a
wrapper.

The feature selection process has two main steps:
subset generation and subset evaluation. Subset
generation is basically a search procedure. Since
heuristic search algorithms do not need to search the
entire space, they are widely used in wrappers to
overcome the curse of dimensionality. Particle swarm
optimization [4-6], genetic algorithms [7, 8], genetic
programming [9], ant colony optimization [10-12],
the Bat algorithm [13], tabu search [14, 15],
simulated annealing [16, 17] and differential
evolution [18, 19] are some examples of heuristic
algorithms that have been applied to feature selection
problems.

If an algorithm produces multiple solutions and tries
to improve the solutions iteratively, it is called a
population-based algorithm. Artificial Bee Colony
(ABC) is a population-based swarm intelligence
algorithm that simulates the foraging behaviour of
honeybees. A bee colony includes three types of bees:
employed bees, onlooker bees and scout bees.
Communication between the employed and onlooker
bees is based on sharing information the quality of
the food source. Scout bees are responsible for
searching for new sources when a food source is
abandoned.

ABC is a stochastic optimization technique that
operates on continuous space. In this study the
feature selection problem is tackled at binary space.
Therefore, it is necessary either to transform the
result vector to binary space using a binarization
function, or to adapt the equations in the employed
bee phase to work with binary vectors. The literature
reports several binary versions of ABC algorithms.
Ozturk et al. [20] presented an algorithm that uses
binary vectors and a cross-over genetic operator to
solve the dynamic image clustering and 0-1 knapsack

121

problems. Jia et al. [21] utilized bitwise AND, OR, and
XOR operators to generate new sources for solving
some benchmark functions. Kiran and Gunduz [22]
also employed the bitwise XOR operator for the
uncapacitated location problem at binary space.
Kashan et al. [23] proposed a distance-based ABC
algorithm called DisABC. They preferred the Jaccard
Coefficient measure on binary vectors for solving
pure binary optimization problems. Ozturk et al. [24]
added genetic cross-over, swap and selection
operators to DisABC and named their variant as
IDisABC. IDisABC is used for dynamic clustering
problems. Because of its effectiveness, Hancer et al.
[25] hybridized DisABC with the Differential
Evolution algorithm (MDisABC) for feature selection
problems. Singhal et al. [26] also utilized DisABC to
produce new binary sources for solving the unit
commitment problem. They modified the @ vector,
which is a component of the production mechanism
for new sources. Additionally, in order to increase the
convergence rate, the abandoned source is
determined as the global best vector. Yurtkuran and
Emel [27] determined different cross-over operators
for producing new sources both in the employed and
scout bee phases. Zhang and Zhang [28] also used
binary vectors as food sources to construct spanning
trees in vehicular ad hoc networks. In this work, to
produce a candidate solution in the employed bee
phase, two random bits are selected from the current
source, and then they are inverted. Zhang and Gu [29]
proposed a combination of the insertion and swap
operators to solve the flow shop scheduling problem.
Tasgetiren et al. [30] improved the previous work by
adding a local search mechanism in the employed and
onlooker bee phases. The algorithm proposed by
Zhang and Ye [31] produced a new source by
performing a local search around the current source,
and then selecting the best one in the employed bee
phase. Ye and Chen [32] proposed a method that uses
some local search strategies based on velocity
computation for solving the minimum attribute
reduction problem. Ribas et al. [33] also used the
local search strategy in their study for the blocking
flow shop problem. Han et al. [34] developed a
differential evolution-based binary ABC algorithm for
the flow shop scheduling problem. Schiezaro and
Pedrini [35] utilized a perturbation parameter in the
employed bee phase. In this method, a random
number from a distribution between 0 and 1 is
generated for each position of the current source. If
this random value is greater than a predefined
perturbation parameter, the bit is set as 1. Ozmen et
al. [36] produced new sources in discrete space with
substitution and shift operators.

The methods mentioned above use binary vectors
and/or impose changes on the component of the ABC
algorithm that produces the new source. However,
some other methods use continuous vectors, and
then transform the results to the binary space. Wei
and Hanning [37] used the round function for four
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benchmark functions and named it BABC. Tran and
Wu [38] modified BABC by changing the
transformation function: they preferred a sigmoid
function and expanded the threshold values. While
Kiran [39] used the mod and the round operators
together for solving the uncapacitated facility
location problem, Mandala and Gupta [40] utilized
the tangent function to transform the continuous
results into binary space.

ABC is a strong optimization algorithm. Therefore it
applied to many optimization problems. To avoid
falling to local optimum, the local search capability of
the algorithm is limited. Candidate solutions are
generated somewhere between two sources. We
examined that, because of this strategy, sometimes
causes to lose a good solution. This issue motivated
us to adopt a local search procedure in the algorithm.
Our aim was to add a local search procedure to the
algorithm without losing its heuristic.

The goal of this study is to develop a binary version of
the ABC algorithm to solve the feature subset
selection problem on large datasets. To achieve this
goal, BitABC [21], which is a binary variant based on
bitwise operators, is selected as a starting point with
reference to our previous studies [41]. To improve
the local search ability of this algorithm, the
neighbour selection mechanism in the employed bee
phase is improved by changing the new source
generation formula and by using multiple candidates
for new sources. To improve exploration capacity, the
initialization phase is updated. Additionally, a
repopulation strategy is provided to increase the
diversity of the population. To measure the
effectiveness of the proposed algorithm, fourteen
datasets that each has more than 100 features were
selected from the UCI Machine Learning Repository
and processed by the proposed algorithm. The
performance of the proposed algorithm was
compared to that of three well-known heuristic
algorithms.

Organization of the paper as follows. Section 2
introduces the principles of ABC, Binary ABC, and
BitABC. The proposed method is introduced in the
Section 3. Section 4 summarizes the experimental
results. Finally, Section 5 devotes to the concluding
remarks.

2. Material and Method

In this section the background of study is presented.
2.1. Artificial bee colony algorithm

ABC is a bio-inspired swarm intelligence algorithm
proposed by Karaboga in 2005 [42]. The algorithm
was developed to solve multi-dimensional

optimization problems by modelling the foraging,
learning, and knowledge sharing behaviors of honey
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bees. Typically, during the food searching process
three distinct bee types are present. Employed bees
exploit their sources and provide information to
onlooker bees about the food sources. The onlooker
bees select a food source and try to optimize it. Scout
bees search new sources randomly. The food sources
represent possible solutions, and the quality of a
solution is indicated by the amount of nectar. Each
food source is exploited by one employed bee and
optimized by one onlooker bee; therefore, the
number of the food source is equal to the number of
the employed and onlooker bees. The original ABC
algorithm includes 4 phases:

1. Initialization phase: Suppose that there are N
bees in the hive and each bee represents a solution
that is expressed by D parameters. The initial food
sources are generated randomly by (1).

min

x;; = X" + U(0,1)(x]"™ — x™™)

(1)
Where xi={Xi1, Xiz...Xjj...Xid }is the ith food source, U(O,
1) is a uniformly distributed random variable
between 0 and 1, and xjmin and xjmax are the minimum
and maximum values of parameter j.

The current source number is represented by i, and j
is the dimension of the vector.

2. Employed bee phase: Each employed bee directs
to a food source and then finds a new source in the
vicinity of the current source by using (2).

vij = xyj + 0 (i — %) (2)
Where i is the index of the current source, k is the
index of a randomly selected neighbor source, and @;;
is a uniformly distributed random number between -
1 and 1. If the fitness value of the new source is better
than the previous one, the employed bee memorizes
it, sets the number of trials to zero, and abandons the
previous source. Otherwise, the number of trials of
the current source is increased by 1 until a
predefined maximum value is reached.

3. Onlooker bee phase: Once the employed bees
provide information to the onlooker bees about the
location and the quality of the food sources, each
onlooker bee selects a source by using the roulette-
wheel method (3). According to this equation, if the
nectar volume of a source is high, it has a high
probability of being selected. In other words,
onlooker bees make a greedy selection according to
information provided by employed bees. The
selection probability of the ith source is calculated as
follows:

fitness;
Pi=53 l (3)

N .
j=1flt1’l€SSj
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where ‘fitness;’ is the fitness value of ‘xi" and ‘N’ is the
total number of the food sources. After calculating the
probabilities of all sources, a uniformly distributed
random value between 0 and 1 is generated. If p; is
greater than the random value, a new source is
generated using equation (2) and its fitness value is
calculated. An onlooker bee selects the new source if
it has better fitness value than the current source,
and the onlooker bee becomes an employed bee for
the next iteration.

4. Scout bee phase: There is a pre-defined threshold
value for the number of trials of the sources. When
the number of trials of a source exceeds this
threshold value, it is assumed that this source is a
local optimum, and the source is abandoned. If a food
source is abandoned, the bee that had been assigned
to it becomes a scout bee, and a new source is
generated by using (1) for the scout bee.

2.2. Binary artificial bee colony algorithm

Initially, the ABC algorithm was designed to solve
optimization problems effectively in continuous
space. Hence, the original ABC algorithm is not
suitable for binary optimization problems such as
feature selection. There have been a few attempts to
overcome this issue reported in the literature, as seen
in Section 1. Their common properties are
summarized as follows. The sources are represented
by binary vectors, and the size of the vector is equal
to the number of features. Logic 1 in this vector
indicates that the corresponding feature is being
selected, and logic 0 indicates the opposite. The
fitness value of any source is calculated by using the
classification accuracy of the feature subset
determined by the source.

2.3. Bitwise operators ABC algorithm

Ji et al. [21] introduced a binary ABC algorithm
(BitABC) based on the bitwise operators between
binary vectors. In this work, the authors used binary
vectors, and to generate a new source they used
bitwise operators. The authors revised the
initialization method and the new source generation
strategy of the employed and onlooker bee phases. In
the initialization phase, ABC uses the maximum and
the minimum values of each parameter. However, if
the problem comes from a binary space, any
parameter can only be 0 or 1. Sources are initialized
for BitABC with equation (4). According to this, a
random value between 0 and 1 is produced, and if
this value greater than a threshold value,
corresponding dimension of vector is set to 1
otherwise it is set to 0.

_(1,if rand(0,1) = threshold

Xij = {0, if rand (0,1) < threshold

(4)
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ABC uses arithmetic operators for generating new
sources. In binary space, arithmetic operators are not
meaningful. To overcome this issue BitABC changed
the new food source production method in the
employed and onlooker bee phases by using binary
operators instead of arithmetic operators.

2.4. The proposed method

In our previous paper [41], we applied binary ABC
algorithms on the feature selection problem using 10
datasets. We have seen that one of these binary
algorithms (BitABC) yielded better results in the
feature selection process. Its better results and
simplicity lead us to select it a starting point. The
weakness of BitABC is its lack of local search ability.

The main goal of this study is to develop a binary ABC
algorithm that can solve the feature selection
problem effectively. As mentioned above, in our
previous experiments we found that BitABC achieved
better accuracy than the other binary ABC variants.
However, because of its new source generation
strategy, its local search capacity is limited. Hence,
this deduction led us to improve the local search
capacity of BitABC. In the ABC algorithm, local search
is performed in the onlooker and employed bee
phases. Then, we have modified the new source
generation method of the employed bee step of
BitABC.

The ABC algorithm’s strategy for new source
generation is as follows. In the ith iteration, a new
source is generated by using the current source xi, a
randomly selected neighbor xx and a random value @.
Therefore, the new source should fall within the
range between xi and xk. The @i term determines
whether the new source is close to xi or xk If the new
source is far from the current source, the bee moves
away from its own local area, and the current source
is potentially abandoned, even it contains a
promising amount of nectar. Abandoning a
potentially good region causes the lack of local search
ability of the algorithm. To improve the local search
ability of ABC, we limited the distance between the
current source and the new source. By using such
restrictions the risk of abandoning a promising
source is reduced. Since the position of a given source
is represented by a binary string, Hamming distance
is used as the distance metric. Additionally, since
using arithmetic operators is not meaningful in
binary space, we used bitwise operators like BitABC.
The @ vector is also a binary vector.

As mentioned above, the location of the new source is
determined by the random @ vector and a randomly
selected neighbor. It is not possible to restrict the
distance between the selected neighbor and the
current source. For example, if the data have 100
features, the food sources must have 100 dimensions.
Therefore, the Hamming distance between the
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current source and the random neighbor should be
any integer between 1 and 100, and using existing
methods, there is no way to limit the distance to be
lower than a certain number. However, using the
BitABC algorithm, this can easily be controlled by
modifying the new source generation formula that is
used in BitABC. New source generation formula is
updated with equation (5).
v; = @, AND (@,AND (x; OR x;.) (5)

Where @1 and @2 are random vectors, xi is the current
source, Xk is a randomly selected neighbor and vi is
the new source. As an example, letxi={10111100
0 0 0 0} be the current source,xk={1010110001
1 0} be the neighbor source, and @ be a random
binary vector, dH(x;, xx) = d where dH(x, y) is the
Hamming distance between the binary vectors x and
y, and d is an integer. To increase the diversity of the
selected features, i.e. the position of 1s in the source
vector, the bitwise ‘OR’ operator is applied to the
current sources and the neighbor sources using
equation (6).

y=x0Rx,={101111000110} (6)
This operation increases the diversity of the selected
features; however, the resulting vector y has greater
than or equal to the number of 1s in x;. Since the main
goal of the feature selection process is to find the
minimal set of relevant features, this result is
inappropriate. Another problem is that, after such
operation, the distance between xi and xx increases,
and the ability to search locally is reduced. To resolve
these problems, a random @1 vector is used. If dH(x;,
xk)) =1, then @1 is produced by altering random d bits
of xi. Letd=5and @1={001111011011}; then
y2 is found using equation (7):

y, = @,AND (x; ORx,) ={001111000000}(7)

Where dH(x;, y2) = 1 < d. However, after simulation
experiments we saw that if another random term, e.g.
@2, is used, it is possible to find better new sources.
This new @1 vector is derived by altering r bits of @1.
Again,letd=5and @2={011000011001}. By
using equation (5), the final solution of the new
source vi becomes vi={0 0100000 00 0 0}. The
distance between vi and xi is a Gaussian-like
distributed variable between 1 and d. In a feature
selection problem, identifying distinctive feature
subgroups is important. By using (5) at the employed
bee phase, we provided that there are small changes
between the previous and current sources. Thus, the
algorithm is able to identify features that are highly
discriminatory when combined together.

As a final improvement, to increase the local search
ability of the ABC algorithm, five new candidate
sources were generated for each employed bee
within a maximum distance of r from the current
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source, and the best one was selected. This step
concludes the first version of the proposed method.
Following preliminary experiments, a new version of
this method has been developed. If the fitness of the
current source is better than all of the new candidate
sources, it means that the current source is a local
optimum. If d is chosen as a small value, then the new
candidates originate from narrow vicinity, and it is
possible to miss a better solution due to the highly
localized nature of the search algorithm. To fix this
problem, a small change has been made to the
proposed algorithm. First, the number of the
candidate sources is reduced to three. If these three
candidates cannot produce a better solution than the
current source, a fourth candidate is produced by
using a new source generation formula (8) of BitABC
because this equation always produces a new source
that has a larger distance from the current one.

v; = x;X0R (@; AND (x; OR x}.)) (8)
If the fitness of the fourth candidate is better than the
current, the new solution of this candidate becomes
the current source for the next step. Otherwise, the
number of trials parameter of the ith source is
increased by four (four new sources are generated).
The flowchart of the proposed method is shown in
Figure 1. We named this method exBitABC.

icreate 3 new sources using eq(6)

calculate fitness

if (fitness (max (V1,V2,V3))=fitness (current source))

create random source and
calculate its fitness

f (fitness (random_source)= fitness (current source])

current=random_source

current=max (V1, V2, V3)
trial=trial+3

trial=trial+4

Figure 1. Flow chart of the new source generation
procedure of exBitABC

The initial food sources are determined randomly by
the ABC algorithm. In this way, any two sources are
close to each other. Namely, the Hamming Distance
between any two sources can be a small value. Our
purpose is to increase the search capacity in the local
regions around the sources. If two or more sources
are close to each other, the regions being searched
will also overlap. To overcome this problem, the
initialization strategy is updated: The search space is
divided into regions, and the number of regions is
equal to the number of food sources. In this way, the
distance between sources is equal. For the feature
selection problem, the size of the search space is
equal to the feature size of the dataset. Consequently,
the distance between any two sources is determined
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by using equation (9). Each employed bee is
responsible for a single specified region when
iterations are initiated.

. . eatureSize
minDistance = featureSize

#sources (9)
The roulette-wheel method used in the onlooker bee
phase directs more bees to better sources. However,
this strategy may cause a decrease of diversity over
time. Since the proposed method performs a
comprehensive local search around each source, the
proximity of sources leads to searching in the same
regions. To overcome this problem and to increase
diversity, a re-population strategy is applied. At the
end of each iteration, the Hamming distances
between the sources are calculated. If the distance
between two sources is less than d (the predefined
maximum Hamming distance value that mentioned
above), the one with better fitness is kept, and the
other is re-initialized. In this way, premature
convergence is prevented and diversity is increased.
Also, this algorithm supports our more
comprehensive local search strategy without
decreasing global search.

3. Results

To show the effectiveness of our method, 14
benchmark datasets with different sizes were
selected from the UCI Machine Learning Repository,
and a binary particle swarm optimization method
(BinPSO), genetic algorithm (GA), a binary ABC
algorithm (BitABC), and the proposed algorithm were
applied on these benchmarks. We did not need to
reapply the other binary ABC variants in the
literature since we have previously examined these
[41]. To prove the effectiveness of feature selection,
the benchmark data were classified by using 5-NN
without feature selection. Table 1 summarizes the
number of features, the number of classes, and the
sizes of the datasets selected for the benchmark
testing. During the experiments, all datasets were
randomly divided into three parts. The first part
includes approximately 60% of each dataset as the
training set, 20% of each dataset as the test set and
the remaining data are used as the validation set. The
validation data is never used in the feature selection
process. During the feature selection, a 5-NN is
trained with the training set by using the selected
subset of features, and then its effectiveness is
measured by using the test set. Once the best subset
is determined, its performance is measured by using
validation set.

The initial population was generated by using a
threshold value of 0.85, i.e. any bit of xi set to 0 with a
probability of 0.85. Since these algorithms include
non-deterministic operations, all of the experiments
were repeated 30 times, and the results were
averaged to confirm the results statistically. The
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distance parameter of exBitABC (d) was set to 15.
The number of the trials value for the scout bee was
set to 50. All of the parameters were chosen by trial
and error. For the BinPSO, learning factors c1 and c2
were selected as 2, the initial weight (w) was set to
0.9, and the maximum speed (Vmax) for particles was
selected as 0.6, as stated in [43]. For the GA, the
crossover and mutation rates were set as 0.8 and 0.2,
respectively, as reported in [44]. BinPSO and GA were
implemented according to the suggestions of the
authors of [43, 44].

Table 1. The datasets consider in this work

Dataset Name #Features #Classes #Samples
Hill-Valley 100 2 606
UrbanLandCover 148 9 168
Musk-1 166 2 476
Arrhythmia 279 16 452
LSVTVoice
Rehabilitation 309 2 126
Madelon 500 2 2600
Secom 591 2 1567
Malacious 513 2 373
Isolet5 617 26 1559
Multiple 649 6 2000
Features
CNAE 857 9 1080
Micromass 1300 9 931
Gisette 5000 2 6000
Arcene 10000 2 200

In a feature selection problem, the quality of the
selection method is determined by the accuracy and
the number of the selected features. Since the
accuracy is more important than the number of the
selected features, the fitness and accuracy values are
determined as in equation (10) and (11) respectively,
where c=0.9995.

#selectedFeatures

fitness = (c xacc) + ((1 —c¢) ) (10)

#totalFeatures

#correctlyClassifiedInstances

acc.= (11

#totallnstances
Population size is one of the important parameters
for swarm intelligence algorithms, and generally it is
problem dependent. To determine the size of a
population, the colony sizes 30, 40, and 50 were
compared according to consumed fitness number as
shown in Figure 2. There is a general opinion that the
error decreases as the size of the population
increases. However, our results did not support this
idea. For all other datasets, after the algorithm
consumed 1000 fitnesses, the system became stable.
Although the increase of the population size for some
datasets reduced the error, we can see that 40 bees
are sufficient for the system for the majority of
datasets. A much larger population is needed for hard
optimization, problems but it is clear that after
reaching a sufficient population size, increasing the
population size only increases the execution time. As
shown in the convergence graph, generally train set
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error differences are very small for different
population sizes, but we saw that the difference
between the execution times is quite high. For LSVT
and Secom datasets, the curves for sizes 30 and 40
overlap. Also for Malacious, Multiple Features, and
Madelon datasets the curves for sizes 40 and 50
overlap. Therefore, for our datasets population size
was set as 40. In ABC algorithms, the sources are
being improved in both the employed bee and
onlooker bee phases. Namely, the total population
size is the sum of the numbers of employed and
onlooker bees. However, in GA and PSO, each source
can be improved in only one phase in a cycle.
Therefore there are 20 employed and onlooker bees
for exBitABC and BitABC, 40 individuals for GA and
40 particles for PSO.

To compare different algorithms with each other, the
maximum number of iterations is typically used.
exBitABC consumes more than one fitness for each
resource. According to [45-47], to make a fair
comparison in such situations, it is more suitable to
use execution time or number of consumed fitness.
Background applications, updates, etc. affect the
running time of the PC; therefore, the consumed
fitness number is selected as the stopping criterion
and this is based on the dataset. The consumed
fitness number is calculated by counting the number
of new sources that produced by the algorithm and
setting this as the stopping criterion for BitABC, GA,
and Bin PSO.

ABC is an iterative algorithm. At the end of any
iteration, if the algorithm converges to an optimum,
the algorithm stops to improve, and the fitness value
remains constant after this point. Subsequently,
continuing the iterations usually does not improve
the result but increases the execution time. It is
important to find the optimum iteration number to
reduce the time complexity. The convergence graph
related to iteration number and test set error is
shown in Figure 3. The number of max iteration is
chosen by trial and-error and is set as 50 for
exBitABC. It is clear that for all datasets, 50 iterations
are sufficient, and all of them became stable after
reaching an optimum point.

At our previous work [41], we implemented, different
binary ABC variants to feature selection problem. We
saw that, BitABC got better results according to other
binary ABC variants. Therefore in this study, we did
not apply again other binary ABC algorithms. Since
the proposed methods are derived from BitABC, we
first compared the performance of the proposed
method with respect to BitABC. However, we also
compared our results with other well-known meta-
heuristic algorithms such as Genetic Algorithm (GA)
and Binary Particle Swarm Optimization Algorithm
(BinPSO). In order to test the usefulness of the
feature selection process, the 5-NN classifier was
applied to datasets without any feature reduction.
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Table 2 summarizes the classification errors; these
are shown in terms of mean and standard deviation
in percent. If two methods have the same
classification error, the one that selects fewer
features is considered as better. In Table 2, the
results of exBitABC and the results of other meta-
heuristic methods are compared and the best results
are shown in bold text. The results of 5-NN is given to
show the usefulness of the feature selection process.
It is not included in comparison. The ‘Sig’ row shows
statistically significant differences obtained by
Wilcoxon Rank Sum Test between the algorithms. "+"
indicates that exBitABC is significantly better than
the compared algorithm. "-" shows that exBitABC is
significantly worse than the compared algorithm. If
any other algorithm produces a significantly similar
result relative to exBitABC, the compared algorithm
is labelled with the "~" symbol.

As seen in Table 2, the proposed method outperforms
the other three methods both in terms of validation
error and of the number of selected features. With
the exception of Isolet, the improvement of test set
errors is meaningful. In addition, it is clear that the
size of the feature subsets selected by exBitABC is
much smaller than the size of the feature subsets
selected by the other methods. The Secom, Malacious,
Multiple Features, and Gisette datasets are classified
with very small error. Consequently, there is no
significant difference between the methods in terms
of validation set error. For these datasets, success is
determined by the number of selected features. It is
clear that exBitABC achieves the same error, but
using fewer features than other algorithms. Hill
Valley and Micromass are difficult datasets: Even if
they are classified with 5-NN by using all features, the
error rate is very high. Unlike the other methods,
exBitABC decreased the error rate for Micromass
using fewer features, and the error difference with all
features-5NN is small for Hill Valley. When the results
of exBitABC are compared with 5-NN, by using
feature selection, it is possible to achieve lower or
similar test errors by using fewer features. If
exBitABC was excluded, BitABC generally produced
better test error results than GA and BinPSO. Among
these, the smallest subsets were always selected by
using BitABC. According to standard deviation values,
GA and BinPSO cannot produce stable results for
feature subset size. The significance test is applied to
show statistically significant differences in terms of
only validation set errors. The significance test
performance of exBitABC is statistically worse than
BinPSO, GA, and BitABC for the Isolet and Musk
datasets. For Secom, Malacious, and Multiple
Features datasets, no statistically meaningful
difference is observed between methods, but it is
clear that for these datasets there is no significant
difference between validation error results.

Computation time of the algorithms is shown in Table
2. The algorithms were executed on a server with 32
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BitABC GA BinPSO exBitABC 5-NN
Valid Error 0.481+0.044 0.482+0.035 0.495+0.004 0.462+0.034 0.44+0.034
Hill-Valley  #Feature 19.83+3.18 20.7+4.09 14.37+13.45 8.9+3.45
Sig + + +
Urban Valid Error 0.188+0.026 0.202+0.042 0.191+0.031 0.147+0.03 0.192+0.025
Land #Feature 43.23+£29.21 30.07+56.62 48.93+£13.8 10.2+2.22
Cover Sig + + +
Valid Error 0.191+0.042 0.179+0.047 0.173+0.042 0.155+0.047 0.147+0.021
Musk-I #Feature 21.37+4.05 38.5+7.29 57.2+¥12.93 12.67+2.22
Sig - - -
Valid Error 0.337+0.047 0.33+0.04 0.351+0.045 0.296+0.04 0.375+0.035
Arrhythmia #Feature 27.67+6.9 51.97+7.66 66.37+29.87 13.33+2.78
Sig + + +
Valid Error 0.247+0.09 0.26+0.09 0.24+0.08 0.201+0.102 0.33+0.062
LSVT #Feature 30.7+6.92 49.148.1 83.73+44.14 19.73+6.57
Sig + + -
Valid Error 0.2+0.021 0.218+0.027 0.26+0.029 0.1+0.011 0.271+0.014
Madelon #Feature 51.07+14.16 86.57+9.05 155.8+37.3 11.3+2.13
Sig + + +
Valid Error 0.07+0.004 0.071+£0.004 0.069+0.003 0.069+0.004 0.071+0.01
Secom #Feature 72+11.42 90.93+9.92 170.9+81.74 41.77+21.57
Sig ~ ~ -
Valid Error 0.025+0.017 0.022+0.015 0.03+0.023 0.023+£0.017  0.007x0.007
Malacious  #Feature 70.6+9.77 75.83+7.46 125.3+77.9 24.63+x1.35
Sig ~ ~ +
Valid Error 0.196+0.023 0.221+0.025 0.242+0.024 0.211+0.022 0.277+0.018
Isolet5 #Feature 50.6%+5.9 109.23£11.59 192.73+£50.95 44.9+9.87
Sig - - +
Multiple Valid Error 0.032+0.009 0.035+0.01 0.046+0.01 0.03+0.01 0.023+0.004
#Feature 60.67+£7.95 109.17+11.73 236.5+35.88 44.87+14.89
Features Sig ) N N
Valid Error 0.31+0.041 0.309+0.045 0.285+0.047 0.212%£0.034 0.129+0.015
Cnae #Feature 67.53+£10.39 157.47+8.5 350.93+25.98 44.83+7.99
Sig + + +
Valid Error 0.617+0.067 0.719+0.047 0.71+0.041 0.587+0.054 0.688+0.033
Micromass #Feature 58.03+11.79 207.03x14.18 164.57£169.95 42.9+10.02
Sig + + +
Valid Error 0.073+0.011 0.102+0.011 0.069+0.007 0.071+0.009 0.066+0.004
Gisette #Feature 232.17+44.053 761.03£20.28 2104.2+166.21 146.53+20.48
Sig ~ + ~
Valid Error 0.247+0.06 0.243+0.072 0.262+0.063 0.182+0.076  0.229+0.053
Arcene #Feature 924.5%139.33 1504.4£36.13  3233.4%¥904.37 776.4+37.68
Sig + + +

GB RAM and an Intel Xeon E5 2.6 GHz CPU by using
MATLAB 2016b. In the case of computational cost,
the size of the dataset is evaluated according to the
number of cells (\#features x \#samples). Generally,
the execution time of exBitABC is shorter than that of
other methods. Regarding Table 3, for small datasets
no substantial difference is observed between
methods. However, when the larger datasets like
Gisette are considered, exBitABC is faster than the
others.

4. Discussion and Conclusion

The aim of this study is to develop a binary ABC
algorithm. Within this scope, existing binary ABC
algorithms are examined for strengths and
weaknesses. When the performances of these
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variants are compared, it is clear that, using bitwise
operators are successful in binarization process [41].
Therefore, at the proposed method, binarization
process was carried out using bitwise operators.

It is also investigated that is it possible to make a
limited local search around good sources that have
already been discovered without falling local optima.
After some research, adding a local search procedure
was  performed wusing Hamming  distance
measurement. So, promising results are obtained
when the proposed method applied to feature
selection problem. Because of local search strategy, it
was consumed multiple fitness at each iteration. For
all that, the computational costs did not exceed other
algorithms.
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Table 3. Time consumptions of algorithms in seconds

Dataset BitABC | BinPSO GA exBitABC
HiLval | 45065 | 4357 54.1 48.92
| +071 | 2017 | 071 +0.55
4664 | 4849 | 57.17 49.91
ULC | 1076 | +036 +0.75 +0.43
Musk 4247 | 45047 | 54.21 47.32
+0.31 +0.3 +0.85 +0.24
Arryht 43 48.002 | 54.68 46.67
£0.62 | 028 | +0.32 +0.36
Lsut 40.2 4012 | 54.54 45.23
+0.22 | %022 | +4.67 +0.17
Madel. 101.3 | 19847 | 1403 76.61
+916 | +7.44 | +6.45 +1.85
Secom 82.21 | 11838 | 97.08 80.31
+1.73 | +546 | +9.59 +1.42
Malac 4264 | 51.21 54.5 48.22
© | 2052 | 058 +0.4 +0.38
solet 106.4 | 17496 | 1136 95.48
+2564 | +3.42 +4.38 +6.27
Mulp, | 14798 | 2233 146.1 118.1
+6.68 | +70.36 | 9.26 +6.28
Cnae 6685 | 117.13 | 84.13 59.54
+338 | +4.94 | +3.49 +0.67
Micro. 5886 | 86.21 65.66 58.38
+1.97 | +2.45 +0.81 +1.35
Gisette | 27413 | 7931 | 44314 1227
+101.7 | +261.7 +88 +12.3
Arcene | 10079 | 15483 | 1446 99.06
+372 | +2.65 +1.36 +1.46

In this article, a new binary ABC algorithm named
exBitABC that is suitable for feature selection
problems is proposed. The new method has strong
local search capability and can easily escape local
optima. To show the effectiveness of the proposed
method, 14 benchmark datasets from the UCI
Machine Learning Repository were processed by
using BinPSO, GA, BitABC and exBitABC algorithms,
and the results were compared. For all datasets,
exBitABC produced better results than BitABC in
terms of validation set error, and completed
processing in a shorter time. exBitABC also selected
fewer features in every trial. When compared with
BinPSO and GA, exBitABC yielded better performance
for 13 datasets, while BitABC was better for the
remaining one dataset. exBitABC also reduced the
features better than both BinPSO and GA. These
results demonstrate that the increased local search
ability of the exBitABC algorithm improves the
performance of the algorithm in terms of validation
set error, feature size, and running time.

Results are only compared with BitABC within
existing binary ABC methods. It is because, some
binary variants of ABC algorithm are applied and
compared in our previous study [41]. BitABC
outperformed other methods, therefore this study
focused on getting a good result from BitABC.
Additionally, results are compared with GA and
BinPSO because of their optimization performances.
In our next study, we will compare our results some
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other population-based algorithms like Ant Colony
Optimization, Bacterial Colony Optimization.

The main purpose of this study is, adding a limited
local search process to ABC algorithm. At the new
source generation formula, ‘AND’ and ‘OR’ bitwise
operators and two random vectors are used. With
‘OR’ operator diversity of the selected features are
increased. With random vectors generated from
current source, it is ensured that the new source is in
a certain distance to the current source. Namely, new
sources are produced in the local area of the current
source. Finally ‘AND’ operator used for obtaining a
sparse vector.

There are some ABC variants based on bitwise
operators in the literature. All of these are proposed
for some binary problems. Bitwise operators are used
for producing neighbor source. At [21] bitwise XOR’,
‘AND’ and ‘OR’ operators are used. At [22] only XOR’
operator is used. The ‘XOR’ operator prevents the
new source from staying in the local area. Therefore
it did not used. The main difference from these
studies is the new source generation strategy ensures
that the new source remains in the local area.
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Abstract: Polymers are popular materials as an additive to improve the
performance of hot mix asphalt (HMA). To this aim, acrylic latex was chosen to
improve the performance of asphalt mixture. In this study, it was investigated that
the performance of hot mix asphalt with acrylic latex additive in three percentages
(1%, 2% and 3%). Design bitumen contents were determined for all acrylic latex
additive. Indirect Tensile Strength and moisture susceptibility of acrylic latex added
HMA was conducted using test procedure of AASHTO T283. According to the results,
design bitumen contents were increased by acrylic latex. Although the bitumen
content was increased, both the indirect tensile (IDT) strength and the moisture
resistance were improved by acrylic latex. Best performance was obtained by 3%
acrylic latex additive. It is suggested that the percentage of acrylic latex would be
increased for further researches.

AKrilik Lateksin Bitiimlii Sicak Karisimlarin Nem Hassasiyeti Uzerindeki Etkisinin

Arastirillmasi

Anahtar Kelimeler
Akrilik lateks,

Bitiim modifikasyonu,
indirekt cekme dayanimi,
Nem hassasiyeti

Ozet: Polimerler Bitiimlii Sicak Karisimlarin (BSK) performansini artirmak amaciyla
kullanilan popiiler katki malzemeleridir. Bu c¢alismada, asfalt Kkarisimlarin
performansini artirmak amaciyla akrilik lateks secilmistir. Akrilik lateks karisima ii¢
farkli oranda (%1, %2 ve %3) karistirilarak bitiimli sicak karisimlarin performansi
incelenmistir. Dizayn bitim icerikleri her bir oran icin ayr1 ayri belirlenmistir.
Akrilik lateks ile karigtirllmis BSK icin indirekt cekme dayamimi ve nem hassasiyeti
AASHTO T283 test prosediirii dikkate alinarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglara
gore, dizayn bitiim icerigi artirilmistir. Bitlim igerigi artmasina ragmen, hem indirekt
cekme (IDT) dayanimi hem de neme karsi dayanimda iyilestirme elde edilmistir. En
iyi performansi gosteren akrilik lateks katki orani %3 olarak belirlenmistir. Sonraki
calismalar icin akrilik lateks oraninin artirilmasi 6nerilmektedir.

1. Introduction

were used in the study (4, 6, 8%) for the rubber and
latex. Dynamic Shear Rheometer (DSR) test was used

Increasing demand on oil industry force researchers
to find a new binder or regeneration agent. For
example, researchers are focus on bio-binders
obtained from natural bio wastes. Also, polymers are
generally used to modify binder. Rutting and fatigue
cracking are mostly encountered problems occur in
asphalt pavements caused by significant increase in
traffic volume. Structural performance of asphalt
pavement reduced by these problems. Bitumen
modification with polymers is a popular method to
prevent performance reduction.

Sutanta et al. [1] examined the performance of latex
and rubber modified bitumen. Three percentages

* Corresponding author: sebnemsargin@isparta.edu.tr
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to evaluate the rheological properties. Results were
showed good performance in rutting. Wen et al. [2]
investigated the natural rubber latex addition as
renewable material in asphalt mixtures. The authors
found that the rubber latex can be used as a
renewable material in asphalt mixtures. Shafii et al.
[3] investigated the natural rubber latex in asphalt
emulsions. Result of the study indicated that
maximum percentage was found as 7% and blending
time was 20 min. Cai et al. [4], examined the
performance of SBS latex modified bitumen emulsion.
As a result, it is found that the SBS latex was
beneficial for bitumen. Shaffie et al. [5], examined the
physical properties of natural rubber latex modified
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bitumen. It was found that the natural rubber latex
was suitable to modify the bitumen and enhanced the
bitumen performance. Daniel et al. [6], examined the
properties of latex modified bitumen. Latex
percentages were 2.5%, 5.0%, 7.5% and 10% used in
the study. It was found that latex was hardened the
bitumen and provided better rutting performance.
Shafie et al. [7] investigated the stripping
performance of natural rubber latex polymer
modified asphalt mixtures. The investigation resulted
in the improvement of stripping performance of hot
mix asphalt with 8% natural rubber latex modified
bitumen. Zhang et al. [8], examined the performance
of SBR modification in asphalt emulsion. As a result,
optimum latex modification percentages were found
as 4.0% to 5.0%. Forbes et al. [9], examined the
microstructure of polymer modification in asphalt
emulsions. Improved performance was found as a
result. Abedini et al. [10], investigated the low-
temperature performance of polymer modified
bitumen emulsions in chip seal with SBR latex. It is
found that SBR latex leads to increased aggregate
retention and resulted in lower bitumen aggregate
adhesion. Khadivar and Kavussi [11], examined the
rheological properties of SBR and natural rubber
modified bitumen. As a result, stiffness was increased
with natural latex and SBR was sensitive to applied
stress.

In literature, acrylic latex was used as an additive to
obtain the asphalt emulsions, mostly. Different from
literature, in this study, acrylic latex was mixed into
asphalt mixtures directly. In this study, acrylic latex
was mixed with asphalt mixture in three percentages
(1, 2 and 3%) to investigate the performance of
asphalt mixture. Superpave mix design was used and
the design bitumen contents were determined. The
mixtures were compacted using Superpave Gyratory
Compactor (SGC). Finally, tensile strength ratio (TSR)
was determined against moisture susceptibility.

2. Materials and Methods
2.1. Aggregate and gradation of mixture

HMA mixtures were prepared according to wearing
course mix design criteria. Dense graded HMA was
prepared by Superpave™ guidance and gradation
curve was selected as shown in Figure 1. Aggregate
properties were also given in Table 1.

2.2. Bitumen

In this study PG 64-22 base bitumen was chosen.
Bitumen characteristics were examined in terms of
Dynamic Shear Rheometer (DSR), Bending Beam
Rheometer (BBR), Rotating Thin Film Oven Test
(RTFOT) and Pressure Aging Vessel (PAV) in
convenience with Superpave. Rheological properties
were determined in terms of penetration, ductility,
rotational viscometer and softening point and the
results were given in Table 2.

restricted zone gradation curve
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Figure 1. Gradation curve
Table 1. Properties of limestone aggregate
Si Specifi Los
Di reve pectiic Absorption Angeles Flatness
iameter Gravity o .
(mm) (g/cm?) of water (%) Abrasion Index
Loss (%)
25-4.75 2.747 2.895 20.50
4.75-0.075 2.665 0.129 18%
<0.075 2.683
Table 2. Characteristics of base bitumen
. Base
Test Unit Bitumen
Penetration @25 °C 0.1 62.2
ASTM D5 [12] mm '
Softening Point Ring&Ball o
ASTM D36 [13] ¢ 499
Ductility @25°C, 5 cm/min
ASTM D113-17 [14] cm  >100
RV @135 °C, <3Pa.s
ASTM E3116-18 [15] Pas 0475
RV @165 °C Pas 0.15
DSR G*/sind>1 kPa Fail Temp. °C 67.9
@10rad/s o
ASTM D7552-09 [16]  Crade C o4
Mass Loss % 0
Permanent Penetration % 70.4
Change in Softening Point °C +3.2
DSR G*/sind>2.2 kPa Fail Temp. °C 67
@10rad/s Grade °C 64
DSR G*.sind<5.000 kPa _ Fail Temp.  °C 28.6
@10rad/s Grade °C 22
BBR S<300 MPa, °C -12
m>0.300,@60s m-value 0.325
ASTM D6648-08 [17] Stiffness MPa 213
Performance Grade PG 64-22

2.3. Acrylic latex

In this study, acrylic latex was used in three
percentages (1, 2 and 3% by weight of bitumen). The
percentages were chosen in accordance with the
literature. Acrylic latex properties were given in
Table 3.

Table 3. Properties of acrylic latex

Property Value
Appearance milky white liquid
Specific Gravity 1.065

Solubility (in water) <1 mg.L-1at 20 °C
Maximum weight-percentage of <0.4%

residual impurities

Boiling temperature 152.4°C
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2.4. Experimental

Mixing the acrylic latex with hot mix asphalt was
investigated. DSR, BBR, RTFOT and PAV was adopted
to determine the rheological properties of base
bitumen. Compaction effort was performed with
Superpave Gyratory Compactor (SGC) for the acrylic
latex modified asphalt mixtures. Design bitumen
content (DBC) was determined for acrylic latex
modified mixtures separately. Modified Lottman
procedure was adopted to determine the moisture
susceptibility.

2.5. Mix Design

DBCs of acrylic latex modified mixtures were
determined by Superpave™ mix design. 4% air void
is aimed for compaction. Samples were compacted in
different bitumen contents (3.5%, 4%, 4.5% and 5%)
to find out the design bitumen contents at 4% air
void. DBC of base HMA was found as 4.5%. Graphs of
design bitumen were drawn. DBC was checked
whether the limit value is ensured for VMA and VFA.

2.6. Moisture Susceptibility

Modified Lottman procedure is adopted to evaluate
the moisture sensitivity. IDT strength and moisture
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cifi

susceptibilities of HMA was determined according to
AASHTO T283 [18] test procedure. Samples are
compacted as conditioned samples and
unconditioned samples (three samples for dry and
three samples for wet). Each sample is vacuum
saturated to condition. A freeze thaw cycle was
conducted and saturation level was achieved (55 to
80%). Tensile strength and tensile strength ratio
(TSR) are determined. Moisture damage resistance is
determined as a ratio of the tensile strength of dry
sample to wet sample.

3. Results and Discussion
3.1. Design bitumen contents

Design bitumen graphs were drawn and VMA and
VFA were checked and ensured by 4.5% DBC of HMA
(Figure 2) for control HMA. Same graphs were drawn
for acrylic latex, separately and DBCs were
determined for all content of acrylic latex modified
HMA as 6.34% for 1% modification, 5.49% for 2%
modification and 5.78% for 3% modification (Figure
3, 4 and 5). VMA and VFA was checked also for
modified samples. Only the 1% acrylic latex modified
HMA hasn’t ensure the VFA limit values.
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3.2. Moisture susceptibility

IDT of acrylic latex added HMA was identified. According to
the results, increasing IDT was obtained with the increase
of the acrylic latex content (Figure 6). IDT unconditioned
values indicate the strength of the mixtures. So that, the
strength of the acrylic latex modified asphalt mixtures were
increased. The IDT unconditioned value of control mix was
determined as 7.2 kPa, and the acrylic latex modified
samples 1%, 2% and 3% was determined as 9.95, 10.53,
10.8 kPa, respectively. Acrylic latex was found beneficial to
the strength of the asphalt mixtures.

B [DT unconditioned ®IDT conditioned

& 12
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< 10

2

s 8

5

v 6
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'g Control mix 1% Acrylic 2% Acrylic 3% Acrylic
— latex latex latex

Figure 6. IDT test results for acrylic latex

Moisture susceptibility of acrylic latex modified asphalt
mixture was determined by Tensile Strength Ratio (TSR).
According to the results, moisture susceptibility was
decreased when increasing the acrylic latex content (Figure
7). Meaning that, acrylic latex modified HMA was found to
be resistive against moisture. The TSR was determined as
88%, 92% and 94% for 1%, 2% and 3% acrylic latex
modified HMA, respectively. The moisture resistance was
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increased by using acrylic latex compared to control HMA.
It can be concluded that acrylic latex was effective for

stripping.

= Limit Value

100
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Control mix 1% Acrylic 2% Acrylic 3% Acrylic
latex latex latex

Tensile Strength Ratio, %

Figure 7. TSR results for acrylic latex
4. Conclusion

In this study, acrylic latex additive was used in HMA
to improve the moisture resistance. To this aim, 1%,
2% and 3% acrylic latex was added to the HMA.
According to test results conclusions can be drawn as
follows:
e The design bitumen contents were increased
with the acrylic latex additive.
e IDT strengths were increased with the
increase of acrylic latex additive.
e Moisture susceptibility was decreased with
the addition of acrylic latex.
e Best performance was obtained by 3%
acrylic latex additive.
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Anahtar Kelimeler
Fotontikleer reaksiyon,
Tesir kesiti,
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yogunlugu,
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Ozet: 55Mn izotopunun (y,n), (y,2n) ve (y,3n) fotoniikleer reaksiyonlarinin tesir
kesitleri esik enerjisinden 37 MeV'e kadar TALYS 1.95 bilgisayar kodu kullanilarak
hesaplandi. Elde edilen teorik sonuglar reaksiyonlarin deneysel verileri ile
karsilastirildi. Hesaplamalarda, kollektif niikleer seviye yogunlugu modeli
(CSCFGM-Collective semi-classical Fermi gas model) bilgisayar programinda
opsiyonel bir girdi olarak dahil edildi ve kollektif etkilerin (rotasyonel ve
vibrasyonel) fotoniikleer tesir kesitleri iizerindeki etkisi arastirildi. Sonuglar
incelendiginde, kollektif yari-klasik niikleer seviye yogunlugu modelinin bu
reaksiyonlarin tesir Kkesiti hesaplamalarinda gilivenilir bir ara¢ olarak
kullanilabilecegi gosterildi. Ayrica, dev dipol rezonansin baskin oldugu 30 MeV
gama enerjisi altinda gerceklesen reaksiyonlarda kollektif katkilar iceren niikleer
seviye yogunlugu fonksiyonunun etkisi analiz edildi.

Collective Nuclear Level Density Effect On Photonuclear Cross Section of 55Mn Isotope

Keywords
Photonuclear reaction,
Cross section,
Collective nuclear level
density,

TALYS

Abstract: The cross sections of (y,n), (y,2n) and (y,3n) photonuclear reactions of
55Mn isotope were calculated by using TALYS 1.95 computer code from threshold
energy to 37 MeV. Obtained theoretical results were compared with the
experimental data. In the calculations, collective nuclear level density was included
as an optional input in the computer code and the influence of the collective effects
(rotational and vibrational) was investigated. As seen from the results, collective
semi-classical nuclear level density model can be used as a reliable tool to calculate
the cross sections of photonuclear reactions. Also, the effect of nuclear level
density function which includes collective contributions was analyzed below 30
MeV gamma energy dominated by giant dipole resonance for these reactions.

1. Giris

alanlarinda da biiyik bir 6neme sahiptir. Bu
calismada, mono-izotropik bir element olan 55Mn'in

Fotoniikleer reaksiyonlarin tesir kesitleri uygulamali
ve teorik niikleer fizik alaninda genis bir kullanim
alanina sahiptir. Diisiik reaksiyon enerjilerinde
ozellikle 30 MeV altindaki enerjilerde, dev dipol
rezonans1t (GDR) gibi yiiksek kollektif uyarma
modlarinin olusumu ve daha sonra bozunmasiyla
devam eden bir silirece sahip olan fotoniikleer
reaksiyonlar, cekirdeklerin hem bireysel hemde
sistematik 6zelliklerine duyarhlik gosterirler. 1950°li
yillarda baslayan fotoniikleer reaksiyon calismalari
ile yiizlerce cekirdek icin reaksiyon tesir Kkesiti
Olctimlerinin deneysel verileri erisime acgik bir
veritabaninda  toplanmistir = [1].  Fotoniikleer
reaksiyon verileri astrofiziksel  niikleosentez,
radyasyondan korunma ve tasarimi, radyoterapideki
radyasyon doz durumlari, nétron lretimi, aktivasyon
analizi gibi teorik ve uygulamali bilimsel arastirma

*ilgili yazar: bora.canbula@cbu.edu.tr
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fotoniikleer tesir kesitleri esik enerjisinden 37 MeV
gama enerjisine kadar yari-klasik kollektif niikleer
seviye yogunlugu modeli [2] kullanilarak hesaplandi.
55Mn  izotopunun (y,n), v,2n) ve (y,3n)
reaksiyonlarinin tesir kesiti dlgtimleri ilk kez 1979
yilinda Alvarez vd. tarafindan [3] esik enerjisinden
36.5 MeV'e kadar yapimstir. Olgiimlerde hizh
pozitron demetlerinin anhilasyonundan elde edilen
monoenerjetik foton demetleri radyasyon kaynagi
olarak kullanilmistir. Daha sonra, 5°Mn iztopunun
fotoniikleer tesir kesitleri  162Er  izotopunun
fotoniikleer reaksiyon tesir kesiti olglimlerinde
kullanilmak iizere, gama 1s1mim siddet fonksiyonlari
kullanilarak analiz edilmistir [4].

Yaklasik 70 yillik bir ge¢cmise sahip olan fotoniikleer
reaksiyon tesir kesitlerinin deneysel odl¢timlerinde,
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dogadaki monoenerjik foton yogunlugu tam olarak
bilinemediginden c¢ekirdek ve foton arasindaki
etkilesimde zorluklar yasanmaktadir. Bu nedenle, bu
tip reaksiyonlarin tesir kesiti analizlerinin yapilacagi
teorik calismalar oldukca o6nemlidir. Ciinki,
fotontikleer reaksiyonlarin tesir kesitlerinin iyi olarak
analiz edilmesi onlarin daha genis enerji araliklarina
genisletilebilmesine, deneysel verisi olmayan
reaksiyonlarda tahmin yapilmasina ve kullanim
alanlarinin artmasina imkan saglar.

Orta ve agir ¢ekirdekler igin, istatistiksel yaklasimin
[5] fotoniikleer reaksiyonlarin tesir Kkesitlerinin
tanimlanmasi i¢cin en uygun yontem oldugu kabul
edilir. Bu yontemin kullanildigi TALYS [6], EMPIRE
[7] veya ALICE/ASH [8] gibi genel amagli hesaplama
paketleri, bu tir hesaplamalar1 gerceklestirmeye
olanak saglar. Bu calismada, hesaplamalar TALYS
1.95 bilgisayar programi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu hesaplamalarda kullanilan
o6nemli girdilerden bir tanesi niikleer seviye
yogunlugudur. Calisma grubumuz tarafindan ortaya
konmus olan kollektif yari-klasik niikleer seviye
yogunlugu modeli (CSCFGM)  TALYS bilgisayar
programina opsiyonel bir girdi olarak dahil edilerek
fotoniikleer tesir  kesitleri iizerindeki etkisi
incelenmistir.  Onceki c¢ahsmalarimizda, lityum
izotopunun elastik ve inelastik sacilma tesir kesitleri
[9] ve aluminyum hedef ¢ekirdeginin doteronlarla
bombardimani sonucu olusan reaksiyonlarin tesir
kesitleri [10] yari-klasik ntikleer seviye yogunlugu
modeli kullanarak hesaplanmistir. Elde edilen
sonuglar deneysel veriler ile karsilastirildiginda bu
reaksiyonlar tizerinde hem modelimizin aciklamadaki
basarisi hem de niikleer seviye yogunlugunun goz
oniine alinmasi gereken bir hesaplama girdisi oldugu
gorilmiistir. Bu c¢alismada amag, fotoniikleer
reaksiyonlar lizerinde niikleer seviye yogunlugunun
etkili oldugunu ve Kkollektif etkileri iceren
modelimizin bu tip reaksiyonlarin tesir Kkesiti
verilerini aciklamada basarili olabilecegini
gostermektir. Bu baglamda, calismamiz 2. boliimde
materyal ve yontem, 3. boliimde bulgular ve tartisma
ve 4. boliim de sonuglar ile sunulmustur.

2. Materyal ve Metot

2.1. Kollektif yari-klasik niikleer

yogunlugu (CSCFGM)

seviye

Niikleer seviye yogunlugu, sonsuz Kkicik enerji
araliginda bulunan uyarilmis enerji seviyelerinin
sayisina karsilik gelmektedir. Bu enerji seviyeleri
disik uyarilma enerjilerinde gozle ayirt edilip
sayilabilirken artan uyarilma enerjilerinde siklasir ve
stirekli bir fonksiyon haline gelirler. Bu durumda,
cekirdegin uyarilmis seviyelerini belirlemek igin bir
fonksiyona ihtiya¢ vardir ve kullanilan bu fonksiyon
niikleer seviye yogunlugudur. Niikleer astrofizikte
[11], medikal fizikte [12] ve 0zellikle niikleer
reaksiyonlarin tesir kesiti hesaplamalarinda 6nemli
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bir girdidir. i1k ve en basit niikleer seviye yogunlugu
modeli Fermi gaz modelidir ve 1936 yilinda Bethe
[13] tarafindan ortaya konmustur. Bu modele gore,
niikleonlar birbirleri ile etkilesmezler, tek-parc¢acik
enerji seviyelerine esit bosluklar ile yerlesirler ve
kollektif seviyeleri yoktur. Uyarilma enerjisine bagh
toplam seviye yogunlugu fonksiyonu,

1 exp[2vaU]
12\/50 a1/4U5/4

preP(U) = (1)

ile verilir. Burada, U uyarilma enerjisi, 62 spin esik
parametresi ve a niikleer seviye yogunlugunun temel
degiskeni  olan  niikleer seviye  yogunlugu
parametresidir. a seviye yogunlugu parametresi
U uyarilma enerjisine baghdir. Bu bagimhhk
genellikle Ignatyuk vd. [14] tarafindan ortaya
konmus olan

alU) =a (1 + SW%W) (2)
formiilasyonu ile verilir. Burada @ asimptotik seviye
yogunlugu parametresi, SW mikroskopik diizeltme
terimi ve y soniim parametresidir. @ , a seviye
yogunlugu parametresinin ndtron ayrilma enerjisinin
tizerindeki yiiksek enerjilerde gittigi limit degeridir. y
s6num parametresi, a  seviye yogunlugu
parametresinin a limit degerine ne kadar hizl
gidecegini belirleyen degerdir. Bu formiilasyon diisiik
enerjilerde basarili ancak yiliksek enerjilerde bir
diverjans problemi ile karsi karsiya kalir. Bu
problemin sonraki yillarda ¢o6ziilmesinden [15,16]

sonra  bu  formillasyon da  tesir  Kkesiti
hesaplamalarinda yaygin olarak  kullanilmaya
baslamistir. Ancak bu formiilasyon ile birlikte

hesaplamalara dahil edilen kollektif etkilerin sonuca
sonradan dahil edilmesi bu etkilerin varhigini
istenilen oranda yansitamamustir [2,17]. Kollektif
etkiler
pU) = KyotKyipp*°P (U) (3)

seklinde hesaplamalara dahil edilmistir. Burada K,.,;
ve K,,;;, sirasiyla rotasyonel ve vibrasyonel iyilestirme
faktorleridir. Fermi gaz modelini temel alan ve
kollektif etkileri en temelden yani niikleer seviye
yogunlugu parametresinin icine dahil eden niikleer
seviye yogunlugu modeli (CSCFGM) [2] gectigimiz
yillarda ortaya konmustur. Bu modele gore, seviye
yogunlugu parametresinin uyarilma enerjisine bagh
degisimi bir Laplace dagilim davranisi sergiler ve bu
davranisin formiilasyon sekli

4 eXp(1U — Bol/0"),

aU) =a(l + A, U 4)

o3
ile wverilir. Burada, A, kollektif siddet olarak

adlandirilir ve kritik sicakliktaki sekil bagimli kabuk
dizeltme enerjisi olarak tanimlanir. S, noétron
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ayrilma enerjisi, E, ise cift-cift c¢ekirdeklerin 2+
seviyelerinin uyarilma enerjilerine karsilik gelir.

E, =02 hw (5)
Burada Aiw = 41/A/3 MeV dir.

A, = [My,, — (M, + E6?)] fc 6

¢ den 0 sinh 1, (6)

M., cekirdegin deneysel Kkiitlesi, M, karsilik gelen
kiiresel c¢ekirdegin kiitlesi, E fissilite (ayrilma,
boéliinme) parametresi ile iliskili bir katsayi, 6
deformasyon biiytkligi ve 7, = 2m%T, /hw formiilii
ile T, niikkleer sicakliga baglh bir parametredir.
CSCFGM, kollektif etkileri (rotasyonel ve vibrasyonel)
kabuk ve ciftlenme etkilerine ek olarak
hesaplamalara dahil eder. Ayrica, ayarlanabilir
parametre icermez.

2.2. TALYS bilgisayar kodu

Niikleer reaksiyonlarin analiz edilmesi i¢in bilinen en
iyi bilgisayar kodlarindan bir tanesi TALYS'dir [6].
Doéteron, proton, gama, triton, alfa, noétron
pargaciklari ile bombardimani sonucu olusan niikleer
reaksiyonlarin 1 keV'den 1 GeV'e Kkadar
simiilasyonunu gerceklestirebilen bir programdir.
Niikleer seviye yogunlugu fonksiyonu TALYS
bilgisayar programinda opsiyonel bir girdi olarak
kullanilabilir. Bu c¢alismada, kollektif yari-klasik
niikleer seviye yogunlugu modeli (CSCFGM) TALYS
programina opsiyonel bir girdi olarak dahil edilerek
hesaplamalar gerceklestirilmistir.

3. Bulgular

Bu calismada, 5Mn(y,n)5*Mn, S55Mn(y,2n)>3Mn ve
55Mn(y,3n)>2Mn reaksiyonlarinin  tesir  Kkesitleri
kollektif yari-klasik niikleer seviye yogunlugu modeli
kullanilarak TALYS 1.6 Dbilgisayar kodu ile
hesaplanmistir. Elde edilen teorik tahminler niikleer
reaksiyonlarin deneysel veri tabanindan alinan
deneysel veriler ile Kkarsilastinlmistir. Ozellikle
GDR’nin baskin oldugu bdolgelerde fotoniikleer
reaksiyonlarin karakteristik yapilar1 incelenmeye
calisilmistir.

Tablo 1'de reaksiyonlara ait esik enerjisi degerleri
MeV cinsinden verilmistir. Esik enerjisi degerleri
incelendiginde beklendigi tizere notron cikisinin fazla
oldugu reaksiyona dogru artis oldugu goriilmektedir.
Fotonlar niikleon emisyonu i¢in ¢cekirdegin baglanma
enerjisinin  ilizerinde yeterli enerjiye sahip
olmaldirlar. Niikleer baglanma enerjisi cogu izotop
icin 6 MeV'in lzerinde lizerinde olmasi nedeniyle
fotonlar boyle bir esik enerjisi degerine sahip
olmaldir.
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Tablo 1. Fotondtron esik enerjileri (MeV cinsinden) [18].
Cekirdek Eegik (Y; n) Eesik (]/, 27’1) Eesik (]’, 37’1)
55Mn 10.227 19.266 31.220

Sekil 1'de 5>Mn(y,n)>*Mn reaksiyonunun fotoniikleer
tesir kesiti hesabinin deneysel veriler ile
karsilastirilmast  sunulmustur. Reaksiyona  ait
deneysel veriler olduk¢a coktur ve tek bir ¢alisma
grubu [3] tarafindan yapilmistir. Orta ve agir
cekirdekler icin tipik olarak beklenen durum, esik
enerjisinden sonra hizli bir artis ve ardindan
uyarilmis birlesik sistemin bir karakteristik degeri
etrafinda merkezlenmis ¢ok daha fazla kademeli
artislarin takip etmesidir. Bu karakteristik deger (y,n)
icin yaklasik 2.3 MeV dir [3]. Sekil 1'de 17-18 MeV
araliginda goriillen pik GDR’ye karsilik gelmektedir.
GDR iki genellikle iki biiyiik zirveden olusur ancak
bazi durumlarda ist iiste binen ince bir yap1 ile daha
genis pik durumu gozlenebilir. Yaklasik 10-18 MeV
gama enerjisi araliginda bulunan tesir Kkesiti
degerlerinin CSCFGM ile elde edilen teorik sonuglar
ile uyum icerisinde oldugu gorilmistir. Tesir
kesitinin genel davranisinin agiklanmasi hedeflenen
ilk amactir. Bunun yakalanmis olmasi modelin bu
reaksiyon icin dogru ¢alistiginin ve kollektif etkileri
iceren niikleer seviye yogunlugunun hesaplara dahil
edilmesi gerektiginin bir gostergesidir.

80 T 1) I T T T
Alvarez SQTQ —+—
CSCFGM —
70+ 4
60 {H-
g 0r 1
E
[ a0 b N
2{} - -
10 .
S
%I}EI;
0 1 1 L L L L L
10 1 12 13 14 15 16 17 18
Gama enerjisi [MeV]
Sekil 1. 55Mn(y,n)5*Mn reaksiyonunun CSCFGM ile

hesaplanan tesir kesiti degerlerinin deneysel veriler [3] ile
karsilastirilmasi.

55Mn(y,2n)>3Mn reaksiyonun CSCFGM kullanilarak
elde edilen tesir kesiti degerlerinin deneysel veriler
ile karsilastirilmasi Sekil 2’de verilmistir. Reaksiyona
ait deneysel veriler ilk reaksiyon ile ayni ¢alismadan
[3] alinmistir. Fazla sayida deneysel veri mevcuttur
ve verilerin 6zellikle artan enerjilerde deneysel hata
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paylarinin arttig1 goriilmektedir. Tesir kesiti degerleri
ise ¢ok kiiciik degerlerden baslayip yaklasik 25
mb’lara kadar ulasan bir dagilim sergilemektedir.
CSCFGM ile elde edilen hesaplama tahminlerinin ise
diisik  enerjilerden itibaren dagilimin genel
davranisim1 yakaladigi sadece 22 MeV'den sonraki
enerjilerde deneysel verilerden uzaklasma gosterdigi
ancak davranisin benzer oldugu goriilmektedir.
Reaksiyonun, esik enerjisinden itibaren hizli bir
ylkselise gectigi ve 23 MeV gama enerjisi civarinda
dalgalanmalarin oldugu  gorilmektedir. Bu
dalgalanmalar GDR’ye karsilik gelmektedir ve Sekil
1’deki durumun aksine iki belirgin tepe biciminde
kendini gostermektedir.

25 T T

Tesir kesiti [mb]

Alvarez (1979) —+—

5 | | GSGF(I.%M —
T 16 8 20 2 24 26
Gama enerjisi [MeV]
Sekil 2. 55Mn(y,2n)53Mn reaksiyonunun CSFGM ile

hesaplanan tesir kesiti degerlerinin deneysel veriler [3] ile
karsilastirilmasi.

Sekil 3'de 55Mn(y,3n)52Mn reaksiyonun hesaplanan
tesir kesiti degerlerinin deneysel veriler [3] ile
karsilastirtlmast ~ sunulmustur. Bu reaksiyonda
deneysel veri sayisi diger hesaplamalarda da oldugu
gibi fazladir ve tesir kesiti degerleri 28-37 MeV gama
enerjisi araliginda ol¢lilmiistiir. Deneysel veriler
incelendiginde degerlerin ¢ok yiiksek deneysel hata
degerine sahip olduklar ve tesir kesiti degerlerinin
bir o6nceki reaksiyonlara gore cok daha disiik
degerlerde oldugu goriilmektedir. Reaksiyonun esik
enerjisinden sonra tesir kesiti degerlerinin artmaya
basladigi 34-35 MeV araliginda tepe noktasina
ulastigi goriilmektedir ve bu tepe noktasi reaksiyona
ait GDR degeridir. GDR'nin kendisi iki ana pikten
olusur ancak burada muhtemelen iist {iste binen ince
bir yapr ile belirgin tek bir pik gibi goriinmektedir.
Tesir Kkesiti degerlerine bakildigi zaman diger iki
reaksiyona gore cok kiiciiktiir. Bu davranis agir
cekirdekler icin alisiimadik bir durumdur ve nadir
goriilen bir sonu¢ olarak bu reaksiyonda karsimiza
cikmaktadir.
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Sekil 3. 55Mn(y,3n)52Mn reaksiyonunun CSCFGM ile

hesaplanan tesir kesiti degerlerinin deneysel veriler [3] ile
karsilastirilmasi.

4. Tartisma ve Sonug

55Mn izotopunun fotoniikleer tesir kesitleri kollektif
yari-klasik  niikleer seviye yogunlugu modeli
kullanmilarak TALYS 1.95 bilgisayar kodu ile
hesaplandi. Elde edilen teorik sonuglar her reaksiyon
icin deneysel veriler ile karsilastirildi. Sekiller toplu
olarak degerlendirildiginde, daha fazla nétron ayrimi
gerceklesen reaksiyona dogru gidildikce reaksiyon
esik enerjilerinin arttig1 ve tesir kesiti degerlerinin
azaldig1 yorumu yapilabilir. Sekillerdeki dikkat ceken
piklerin GDR’ye karsilik geldigi ve GDR’lerin beklenen
karakteristik ozellikleri arasinda yer alan o6n
kisimlarinda birkag zayif tepe noktalarinin gériilmesi
durumu tiim sekillerde agikca goriilmektedir. Ayrica,
orta agir cekirdeklerde 15-25 MeV gama enerji
bolgesinde meydana gelen pikler reaksiyonlarda
protonlarin  baskin  oldugu noktalar1 isaret
etmektedir. Daha agir cekirdeklere gidildikce bu
durumun tersine déonmesi beklenmektedir. Tiim tesir
kesitlerinde zayif bir yap1 ortaya cikmaktadir. Sekiller
incelendiginde, GDR’nin 6n kenarlarinda olusan zayif
tepe noktalar1 bu durumun kanitidir. Calismanin ana
amaclarindan bir tanesi 30 MeV gama enerjisinin
altinda yani GDR’nin baskin oldugu aralikta
fotoniikleer tesir kesitlerine ait olan deneysel
verilerin teorik olarak dogru bir sekilde aciklanmasi

ve bu degerler elde edilirken kullanilan
fonksiyonlarin etkili olup olmadiginin
arastirilmasiydl.  Yaptigimiz  hesaplamalar  ve

karsilagtirilmalar sonucunda goriiliyor ki, kollektif
etkileri iceren niikleer seviye yogunlugu 5Mn
izotopunun fotoniikleer reaksiyonlarin tesir Kkesiti
hesaplamalarinda etkin bir role sahiptir ve
fotoniikleer reaksiyonlarin tesir kesiti
hesaplamalarinda g6z oniline alinmasi1 gereken bir
niceliktir.
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Ozet: Bu calisma, Isparta Uygulamal Bilimler Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla
Bitkileri Boliimii'nde 2016 yilinda tesadiif bloklar1 deneme desenine gore 3
tekerriirli olarak yiritilmistiir. Gelendost-2 (GE) hatti ile Centennial (CE),
Montola 2000 (MO) ve W6 9822 (W6) gesitlerinin melezlemesinden elde edilerek
Fs generasyonuna kadar tek tohum nesli seleksiyon yontemi ile ulastirilan 68 hat
(20 adet GExCE, 28 adet GExMO ve 20 adet GExW6) ve aspir genotipleri
(Gelendost-2, Montola 2000, W6 9822, Dinger 5-18-1, Remzibey-05, Balci, Linas ve
Olas) materyal olarak kullanilmistir. Sonuglara gore; 1000 tane agirhigi, tohum
verimi, yag orani ve yag veriminin sirasiyla 30.2-51.0 g, 30.2-252.6 kg/da, % 25.1-
35.4 ve 10.0-77.2 kg/da arasinda degistigi gorilmiistiir. GECE-11 ve 12 hatlarinin
1000 tane agirhigi, GEMO-10 ve 19 nolu hatlarinin tohum verimi, GEMO-1, 20, 28,
GEW®6-16, 20 ve GECE-4, 8, 9, 12 nolu hatlarin yag orani, GEMO-10, 19, 28 ve
GEW®6-20 nolu hatlarnnin ise yag verimi agisindan ebeveynler ve cesitlere gore
daha iistilin olduklari belirlenmistir. Sonug olarak 4 adet verim tipi (GECE-11, 12 ve
GEMO-10,19), 11 adet yag tipi (GEMO-1, 10, 19, 20, 28, GEW6-16, 20 ve GECE-4, 8,
9, 12), 2 adet oleik tipi (GEMO-3 ve GEMO-23), 1 adet linoleik tipi (GECE-7) olmak
lizere 15 hat bir sonraki generasyona aktarilmistir.
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Abstract: This study was conducted in 2016 as 3 replications at randomized
blocks design at Department of Field Crops, Faculty of Agriculture, Isparta Applied
Sciences University. Total of 68 lines (20 progenies from GExCE, 20 from GExW6
and 28 from GExMO) were selected with single seed descent methods up to Fs
generation. These lines derived from hybridization of Gelendost-2 and Centennial,
Montola 2000 and W6 9822. Standard genotypes (Gelendost-2, Montola 2000, W6
9822, Dincer 5-18-1, Remzibey-05, Balci, Linas and Olas) were also used along
with the alove lines as plant materials. According to the results; 1000 seed weight,
seed yield, oil content and oil yield were varied between 30.2-51.0 g, 30.2-252.6
kg/da, 25.1-35.4% and 10.0-77.2 kg/da, respectively. GECE-11, 12 had higher
1000seed weight, GEMO-10, 19 had higher seed yield, GEMO-1, 20, 28, GEW6-16,
20 and GECE-4, 8, 9, 12 had higher oil content, GEMO-10, 19, 28 and GEW6-20 had
higher oil yield than cultivars. As a result, 4 yield types (GECE-11, 12 and GEMO-
10, 19), 11 oil types (GEMO-1, 10, 19, 20, 28, GEW6-16, 20 and GECE-4, 8,9, 12), 2
oleic types (GEMO-3 and GEMO-23), 1 linoleic type (GECE-7) 15 lines are
transferred to the next generation.

1. Giris

bitkisel yaglar liretiminde giderek artan niifusa ve
yaglarin kullanim alanlarinin genislemesine paralel

Tirkiye, uzun yillardir yagh tohumlar ve bitkisel
yaglar ticaretinde net ithalatg1 (% 70) ilkeler
arasinda yer almakta ve bircok tarimsal iiriindeki
yeterli iiretimine karsin ozellikle yagh tohumlar ve

*ilgili yazar: sabrierbas@isparta.edu.tr
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olarak dis ticaret agig gittikce biliytimekte olup petrol
ve iriinlerinden sonra en biiyiik ikinci ithalat kalemi
durumundadir. Tiirkiye Istatistik Kurumu’'nun (TUIK)
dis ticaret verilerine gore, Tiirkiye 2018 yilinda 3.7
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milyon ton yagl tohum (1.6 milyar $), 1.3 milyon ton
ham yag (1.1 milyar $), 3.5 milyon ton kiispe (837
milyon $) ve olmak iizere 3.5 milyar $ degerinde
toplam 8.5 milyon ton bitkisel yag, yaglh tohum ve
kiispe ithal etmistir [1]. Aspir bitkisi genis alanlarda
ticari olarak yetistirilmesi durumunda, hem {iretici ve
hem de sanayici isteklerine cevap verebilecek bir
potansiyele ulasmasi miimkiindiir. Kurak ve tuzlu
topraklarda ve nispeten soguk bolgelerde ve yiiksek
bir tolerans gosteren aspir ilkemizin kuru tarim
yapilan alanlarinda basarili bir sekilde iiretilebilir [2].
Ozellikle karasal iklimim hiikiim siirdiigii Orta, Dogu
ve Gecit Bolgeleri gibi kuru tarim bdlgelerinde
tahillarla miinavebeli olarak en azindan nadas yilinda
aspir ekimi yapilabilir. Ancak kiiltiirii yapilan aspir
cesitlerinin tohum verimi (Tiirkiye ortalamasi kuru
kosullarda 150 kg/da ve sulu kosullarda 200
kg/da’dir) ve yag orani (%25-33) diisiiktiir [3]. Aspir
tohum veriminin ve yag oraninin diger yag bitkilerine
gore nispeten diisiik kalmasi, diinyada ve Tirkiye'de
tariminin  istenen seviyede gelismesinin oniine
gecmektedir.

Aspir 1slahinin hedefi; tohum/yag verimi ve kalitesi
yliksek, olumsuz c¢evre kosullar1 ile hastalik ve
zararhlara dayanikl yiiksek adaptasyon ve stabilite
gosteren hibrit cesitler gelistirmektir [4]. Islah
amaclar1 dogrultusunda, gelistirilen aspir cesit ve
hatlariin farkl ¢cevre kosullarinda stabil bir liretime
izin verecek sekilde adaptasyon yeteneginin ve verim
performansinin yliksek olmasi gerekir. Genetik
cesitlilik  barindiran  populasyonlardan  veya
introdiiksiyon materyallerinden melezlemeye
basvurmadan basit toplu veya teksel seleksiyon
yontemleriyle cok sayida saf hat elde edilerek
kolaylikla cesit gelistirilebilir. Turkiye'deki ticari
aspir cesitlerinin 2019 yilinda Dinger 5-118 ve
Montola 2000 melez populasyonundan gelistirilen ve
tescil edilen Olein, Safir ve Zirkon cesitleri disinda
tamami (Yenice 5-38, Dinger 5-11-8, Remzibey-05,
Balci, Linas, Olas ve Asol gibi) introdiiksiyon
materyallerinden seleksiyon yapilarak
gelistirilmislerdir. Oysa diinyada ticari degeri yiiksek
aspir cesitleri yaygin olarak melezleme islahi ile
gelistirilmis olan cesitlerdir [4] ve aspirin 1slah
amaclar1 dogrultusunda iilkemizde de bu sayinin
artirllmasi gereklidir.

Bu calismada; Gelendost 2 (GE) hatt1 ile Centennial
(CE), Montola 2000 (MO) ve W6 9822 (W6)
cesitlerinin  melezlemesinden elde edilen Fs
generasyonu (GExCE melezi 20 hat, GExMO melezi 28
hat ve GExW6 melezi 20 hat) toplam 68 hat
ebeveynleri ve diger standart aspir cesitleri (Dinger

5-18-1, Remzibey-05, Balci, Linas, Olas) ile
agronomik ve kalite oOzellikleri bakimindan
karsilastirilmistir.

2. Materyal ve Metot

Bu c¢alisma 2016 yilinda Isparta Uygulamal Bilimler
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Béliimii
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ylritilmistir. Calismada materyal olarak 2008
yilinda sentetik kimyasal erkek kisirlik olusturularak
melezlenen ve Fggenerasyonuna kadar tek tohum soy
nesli seleksiyon yontemi ile ulastirilan "Gelendost-2 x
Centennial” melezi 20 hat,"Gelendost-2 x Montola
2000” melezi 28 hat ve "Gelendost-2 x W6 9822"
melezi 20 hat ve 6 adet standart ¢esit (Dinger 5-11-8,
Centennial, Remzibey-05, Balci, Linas, Olas) materyal
olarak kullanilmistir. Ana ve baba ebeveynlerin
melezleme ve Fs gererasyonuna kadar siiren
seleksiyon asamalari Sekil 1'de sunulmustur.

. TESTER

LINE e

Montola 2000 (MO
Gelendost-2 (GE) X i ( ) Yitksek yag ve oleik asit tipi
Adaptasyon yeteneg yiksek W6 9822 (W6)
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Sekil 1. Materyallerin melezleme ve seleksiyon agamalari

Tarla denemelerinin kuruldugu 2016 yilina iliskin
iklim verileri incelendiginde, vejetasyon doneminde
(Mart-Agustos) genel olarak aspir bitkisinin normal
biiyiime ve gelismesini olumsuz ydnde etkileyecek
sicakliklar yasanmamus, yine 6zellikle Nisan-Haziran
aylar1 arasinda aspir bitkilerinin ihtiyac1 olan su
yagislarla saglanmistir (Tablo 1.). Bu nedenle,
denemede sulama yapilmamis, bu donemde (toplam
147.8 mm) diisen yagislar sayesinde bitkilerin ¢ikis,
rozet ve sapa kalkma donemleri basarili bir sekilde
atlatilmistir. Yine ciceklenme donemi sonrasinda
araliklarla diisen yagislar doéllenme sonrasi tane
dolumuna katki saglamistir. Diger taraftan
olgunlasma doéneminde diisen yagislar bitkilerin
hasat ve harmanina herhangi bir olumsuzluk
olusturmamistir.  Arastirma  alaninin  toprak
ozellikleri Rowell [5], tarafindan o6nerilen metoda
bagh olarak yapilmistir. Toprak tekstiirii bakimindan
killi-tinli, organik madde igerigi Walkley-Black
metodu ile % 1.1, kireg icerigi Schiebler kalsimetre ile
7.20 (%), tuz oram1 % 0.38, alnabilir fosfor 3.9
mg/kg, alinabilir potasyum 1N NH40Ac'da 119.0
mg/kg oldugu belirlenmistir. Diger taraftan toprak
pH’s1 hafif alkali (pH 7.5) yapida oldugu tespit
edilmistir. Aspir, diger bircok tarla bitkisine gore
daha az toprak seciciligi olan bir bitkidir. Bu yoniiyle
deneme alani toprag her ne kadar alkali, agir yapil
ve organik maddesi diisiik de olsa aspir tarimi icin
yeterlidir.
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Tablo 1. Isparta ilinin 2016 y1li Isparta iline ait aylik ortalama yagis, sicaklik ve nem degerleri [8]

Aylar Yagis (L/m?2) Sicaklik (°C) Nem (%)
1950-2015 2016 1950-2015 2016 1950-2015 2016
Ocak 73.6 96.8 1.9 1.6 73.2 71.6
Subat 64.0 333 2.9 7.1 70.2 68.0
Mart 55.3 59.9 6.2 7.7 65.3 60.7
Nisan 55.3 47.8 10.8 14.5 61.0 48.5
Mayis 52.3 87.6 15.6 15.1 57.4 61.5
Haziran 30.6 12.4 20.2 22.0 51.2 439
Temmuz 14.6 25.7 23.7 25.4 45.3 40.8
Agustos 11.7 45.4 23.2 24.7 46.4 47.6

Her li¢ popiilasyona ait hatlar ve ¢esitler 45 x 15 cm
ekim normunda 5 m uzunlugunda 3 sira olacak
sekilde tesadiif bloklar1 deneme desenine gore ii¢
tekerriirli olarak 24.03.2016 tarihinde ekilmislerdir.
Ekimle birlikte deneme alanina taban giibresi olarak
6 kg saf fosfor olacak (P20s) sekilde diamonyum
fosfat (%18 N, % 46 P20s) ve iist glibre olarak 8 kg saf
azot (N) olacak sekilde amonyum nitrat (%33)
gilibresi atilmistir. Yagislar aspirin ¢ikis, biiylime ve
gelismesi i¢in yeterli oldugundan denemede sulama
yapilmamistir. Olgunlasma ile birlikte parsellerde
rastgele secilen 10 bitkide baz1 énemli tarimsal [bitki
boyu (cm), dal sayisi (adet/bitki), tabla sayisi
(adet/bitki), tabla ¢cap1 (mm), hasat indeksi (%), 1000
tane agirlhigl (g), tohum ve yag verimi (kg/da)] ve
kalite [kabuk orani (%), yag orani (%) ve yag asitleri
kompozisyonu (%)] dzellikleri belirlenmistir. Cesit ve
hatlarin yag analizleri, Niikleer Manyetik Rezonans
(NMR) cihazinda % olarak okutularak saptanmustir.
Tohumlar 70 °C ayarli etiivde 48 saat bekletilerek
nemi ucurulup 2’ser g tartilmis ve NMR cihazinda her
parselde 3 okuma yapilarak % yag orani ortalamasi
hesaplanmistir. Yag asitleri kompozisyonu ise alev
iyonlasma detektore (FID) sahip gaz kromotografisi
(Shimadzu GC-2025) cihazinda yapilmistir. 2 g
kurutulmus o6giitilmiis aspir tohumu n-hekzan ile
soguk ekstraksiyona tutulmus ve solvent karisimi
ucurulduktan sonra elde edilen ham yag AOAC [6]
tarafindan Onerilen yontemle %0.5'lik Sodyum
Metilat (NaoMe) ile metil esterlerine (FAME)
doniistirmistir. Yag asitlerine iliskin
kromatogramlar elde edilerek palmitik (C16:0),
stearik (C18:0), oleik (C18:1) ve linoleik (C18:2) yag
asitlerinin % oranlar tespit edilmistir. GC cihazinin
calisma kosullan su sekildedir; Kolon Teknokroma
TR-CN100 (100 m x 0.25 mm, 0.20 um), enjektor
sicakligi 250 oC, detektor sicakligi 250 °C, akis hizi
(psi) 10, tasiyici gaz N (40 ml/dk), enjektor kapasitesi
1.0pl'dir. Firin  sicaklignt  140°C’de 10 dakika
bekledikten sonra 240 °C’ye dakikada 3°C’lik artisla
ulasiyor ve bu sicaklikta 10 dakika bekliyor. Elde
edilen kromotogramlardaki pikler ticari standart yag
asidi metil ester karisimina (Sigma, Supelco® 37
Component FAME Mix) gore isimlendirilmistir. Elde
edilen veriler tesadiif bloklar1 deneme desenine gore
SAS [7] istatistik paket programinda analiz edilmistir.
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3. Bulgular ve Tartisma

Aspir genotiplerinin bitki boyu ortalamalarina gore
her ti¢ popiilasyonda da Gelendost-2 hatti en uzun
(100.7 cm), W6 9822 cesidi ise en kisa (64.7 cm) bitki
boyuna sahip oldugu goézlenmistir (Tablo 2, 3, 4).
GEMO popiilasyonunda GEMO-4, 9, 10 ve 16 ve 27
nolu hatlar ile Balci gesidi (Tablo 2), GEW6’da GEW6-
5,6,7,8, 12, 14, 16 ve 18 nolu hatlar ile Balc1 ¢esidi
(Tablo 3), GECE’de GECE-16, 18 ve 19 nolu hatlar ile
Balci, Olas ve Remzibey-05 ¢esitleri, W6 9822 ¢esidi
(Tablo 4) ile aym istatiksel grupta yer almislardir.
Aspirde makineli hasada uygunluk ve ekonomik bir
verim alinmasi agisindan bitki boyunun 55.0-65.0 cm
olmasi gerektigini bildirilmistir [9]. Calismamizda
sadece W6 9822 genotipi bu sinirlar igerisinde
kalmistir. Diger taraftan ebeveynlerinden biri olan
Gelendost-2 hatt1 gegci ve uzun boylu bir genotip
oldugundan dolayr bu o6zelligini hatlara aktardigi
disiiniilmektedir. Aspirde bitki boyu eklemeli genler
tarafindan kontrol edildiginden [10], diisiik ve orta
diizeyde bir kalitim derecesi tahminlenmekte [11], bu
nedenle yapilan ¢alismalarda genis bir bitki boyu
varyasyon rapor edilmektedir. Yapilan c¢alismalarda
aspirde bitki boyunun 31.7-150.1 cm arasinda
degistigi  bildirilmektedir [2, 12-14]. GEMO
populasyonunda W6 9822 genotipi en yiiksek dal
sayisina (7.6 adet/bitki) sahip iken, Linas cesidi ile 13
hatun (1, 2, 4, 5, 7, 8, 13, 17, 19, 21, 23, 24, ve 28
nolu) en disik dal sayisina sahip oldugu
belirlenmistir (Tablo 2). GEW6 populasyonunda W6
9822 (7.6 adet/bitki), Montola 2000 (6.7 adet/bitki)
ve Centennial (6.5 adet/bitki) genotipleri en yiiksek
dal sayisina sahip oldugu tespit edilmistir (Tablo 3).
GECE populasyonunda ise GECE-7 (7.8 adet/bitki)
genotipinin c¢esidinin en yiiksek, GECE-2 (4.0
adet/bitki) genotipinin ise en disiik dal sayisina
sahip oldugu saptanmistir (Tablo 4). Aspirde dal
sayis1 c¢evre ve genetik faktorlerden etkilenen bir
ozelliktir. Nitekim aspirde dal sayisi icin % 64.2
oraninda kaliim derecesi tahminlemistir [15].
Yapilan diger calismalarda aspirde dal sayisinin 4.1-
18.9 arasinda degistigi bildirilmistir [15-17].
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Tablo 2. Gelendost-2 x Montola 2000 melezi hatlarin agronomik ve kalite 6zellikleri

Bitki Dal Tabla Tabla 1000 tane Hasat Tohum Kabuk Yag Yag

boyu sayisl _ sayisl capl agirhigs  indeksi verimi orani orani verimi
Genotip (F) kk kk kk ok kk kk kk k3 k¥ k¥
Ccv 5.1 8.8 5.7 5.9 5.2 8.7 14.2 2.8 2.6 144
GEMO-1 76.8c-it 49fk 88l-n 258a 355h-m 20.6 g-1 171.2gl 442mn 349ab 59.7b-h
GEMO-2 744ej 4.1k 7.8n-q 23.4a-h 353in 24.1b-g  201.3b-h 47.8e-1 33.2ch 66.8af
GEMO-3 80.2cf 57c¢cf 119fg 21.1gl 385ch 179k-p 1485k-o0 493ch 30.00-q 44.5i-m
GEMO-4 71.6g-k 4.51-k  10.0h-k 21.7d-k 42.5ab 213 f-k 171.6g-1 52.1b 30.8j-0 53f-j
GEMO-5 75.0d-j 4.7g-k 891ln 239a-f 39.6b-f 19.5i-0 1759g-1 489ch 31.2i-0 55.0ej
GEMO-6 799cf 6.2b-d 14.6ab 23.8a-f 39.5b-f 25.1b-d 220.2a-f 479e-k 32.0gm 70.6a-c
GEMO-7 771c-i  4.6h-k 6.7qr 234a-h 31.7n-q 23.0b-i 155.3i-n  49.1ch  305m-p 47.3h-l
GEMO-8 813ce 4.7g-k 13.7bd 22.6b-k 305p-q 20.1h-n 127.2m-q 50.6b-d 30.6k-o 39.0k-o
GEMO-9 709h-k 6.2b-d 15.1a 18.71 36.5e-1 20.7 g1 145.2k-p 51.0bc 28.6q 414 j-n
GEMO-10 689j-k 6.7b 154 a 20.2k-1 36.3fl 20.3h-m 2383a-c 47.7fl 32.3gj 77.2a
GEMO-11 80.0cf 52ej 86I1n 24.0a-e 35.2i-n 20.0h-n 153.6j-0 47.8e-1 333ch  51.1gk
GEMO-12 82.5cd 55d-h 10.6h-j 20.6i-1 42.1a-c 20.1h-n  94.0g-t 579a 30.5m-p 28.7n-q
GEMO-13 768c-i  4.6h-k 109gh 24.2a-d 38.4c-h 26.1ab 185.3e-k 49.5b-h 30.1n-q 55.8d-i
GEMO-14 822ce 55d-h 81n-p 251ab 30.2q 23.1b-i 210.0a-g 47.0h-1 324ej 68.0a-e
GEMO-15 81.7c-e 52ei 94k-m 23.7a-g 34.2j-0 19.3j-0 181.2f1 47.5g-1 325e-i 58.8c-h
GEMO-16 71.6g-k 54d-i 720r 22.7b-k 369e-1 283a 197.7ci 46.1i-m 323gj 63.7ag
GEMO-17 92.8b 48fk 88Iln 214ek 3291q 19.6i-0 252.6a 491c-h 29.0p-q 734ab
GEMO-18 844c  57cf 97il 21.2fl1 3130-q 154p-q 1044p-s 462im 322gk 335lp
GEMO-19 803 cf 48fk 9.6i-l 233a-i 39.2b-h 16.50-q 243.0ab 452kn 31.7h-n 77.0a
GEMO-20 78.0c-h 54d-i 10.7hi 23.2a-i 382eh 21564 177.6f1 43.8mn 349ab 62.0 b-g
GEMO-21 75.0d-j 4.7g-k 10.1h-k 24.5a-c 37.5e-j 25.7a-c  226.3a-e 499b-g 309j-0 70.0a-d
GEMO-22 819ce 5.6¢cg 71pr 239a-e 40.0b-f 21.4f-k 140.31-p 48.5c-i 33.6b-g  47.0h-1
GEMO-23 8l4ce 47gk 9.6il 218ck 361gm 17.0m-q 11250-r 48.1d-j 3241 36.41-p
GEMO-24 793c-g 4.6h-k 667 249ab 394b-f 249b-e 165.0h-m 473g-l 345a-c 569c-i
GEMO-25 779c-h 53d-i 81n-p 204jl1 338jp 21.8d 86.6g-t 455j-n 34.0af 29.5n-q
GEMO-26 74.5e-j 51e-j 108h 219ck 326m-q 11.6qgr 76.0rt 45.5j-n 333c-g 2530-q
GEMO-27 69.4i-k 55d-h 82n-p 245a-c 37.0ek 225c 213.0a-g 48.2d-j 321gl 681la-e
GEMO-28 745e-j 43jk 83m-o 246ab 439a 24.7b-f 1945d-j 46.0i-m 353a 68.7 a-e
Balci 67.7j-k  53d-i 104 h-k 247ab 386ch 21.7d- 114.2n-r 4521ln 34.0a-e 388k-0
Centennial 785c-h  6.5bc 144a-c 22.6b-k 33.6k-q 14.0gr 557t 43.7mn 34.1a-d 19.0q
Dinger 5-18-1 79.8c-f 55d-h 119fg 23.0b-j 388b-i 234b-h 2328a-d 494ch 29.0p-q 674a-e
Gelendost-2 100.7a 6.0b-e 129d-f 21.3e-k 37.0e-k 16.8n-q 92.7g-t 56.2a 251r 23.2pq
Linas 91.7b 4.7g-k 9.5j 23.7a-g 404b-d 1419 65.2 st 43.2n 35.1ab  229p-q
Montola 2000 78.2c-h 6.7b 13.6c-e 23.5a-h 39.6b-f 20.1h-n 175.7g-1 503b-f 30.1o0-q 52.7f
Olas 723fj 55d-h 10.2h-k 228b-k 40.0b-f 20.2h-n 89.0g-t 433n 35.4a 31.5m-q
Remzibey-05 743e-j 6.0b-e 12.6ef 238af 37.4e- 245b-f 201.3b-h 50.5b-e 304np 612b-g
W6 9822 64.7 k 7.6a 13.5c-e 209h-1 403b-e 178lp 84.6qg-t 482di 3061lp 26.00-q

**: P<0.01, 1: Ayn1 harflere sahip ortalamalar arasinda farklilik bulunmamaktadir.

GEMO popiilasyonunda Centennial ¢esidi ve 3 hat (6,
9 ve 10 nolu) en yliksek tabla sayisina sahip iken, 4
hat (7, 16, 22 ve 24 nolu) en diisiik tabla sayisina
sahiptir (Tablo 2). GEW6 popiilasyonunda
Centennial, Montola 2000, Remzibey-05, W6 9822 ve
Gelendost-2 genotipleri en yiiksek tabla sayisina, 9
hatise (4, 5,7, 9, 13, 14, 16, 18 ve 19 nolu) en diisiik
tabla sayisina sahiptir (Tablo 3). Diger taraftan GECE
popiilasyonunda Centennial (14.4 adet/bitki) cesidi
en yiiksek, GECE-2 (6.4 adet/bitki) hatti ise en diisiik
tabla sayisina sahip oldugu tespit edilmistir (Tablo 4).
Aspirde tabla sayisi i¢in farkli varyasyonlar elde
edilse de [12, 14-16], tabla sayisinin 5-50 arasinda
degistigini, ancak ekonomik bir verim i¢in 10-12
tablanin olmasi gerektigi Dbildirilmektedir [9].
Calismamizda, her bir populasyonda yariya yakin
genotipin bu degerler arasinda degistigi tespit
edilmistir. Sonu¢larimiz ile diger g¢alismalarin
sonuglar1 arasindaki farkliligin genotiplerin ve iklim
kosullarinin ~ farkli  olmasindan  kaynaklandig:
disiiniilmektedir. Zira aspirde tabla sayis1 orta ve
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yuksek bir kaliim derecesine sahip oldugu, aym
genetik yapiya sahip bitkilerin farkli lokasyonlarda
yetistirildiginde varyasyon olusabilecegi
bildirilmektedir [18]. Populasyonlarda tabla capi
bakimindan benzer varyasyonlar elde edilmistir.
GEMO popiilasyonunda GEMO-1 hatt1 (25.8 mm) en
yuksek tabla ¢apina sahip iken, GEMO-9 (18.7 mm)
en disiik tabla capina sahiptir (Tablo 2). GEW6
populasyonunda Balci gesidi ile 2 hat (1, 19 nolu) en
yuksek tabla ¢apina sahip iken, 5 hat (2, 6, 10, 11, 18
nolu) en diisiik tabla capina sahiptir (Tablo 3). Diger
taraftan GECE populasyonunda 2 hat (6, 20 nolu) en
yuksek tabla capina, 2 hat (13, 16 nolu) ise en diisiik
tabla capina sahiptir (Tablo 4). Aspirde tabla ¢apinin
10.0-35.0 mm arasinda degistigi bildirilmektedir [9].
Diger calismalarda aspirde tabla capinin 23.3-32.0
mm arasinda degistigi tespit edilmistir [19]. Aspirde
tabla ¢ap1 degisen cevre kosullarindan kolaylikla
etkilenebilmekte ve degisen ¢evre kosullarinda
farklilik gosterebilmektedir [17].
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Tablo 3. Gelendost-2 x W6 9822 melezi hatlarin agronomik ve kalite dzellikleri

Bitki Dal Tabla Tabla 1000 tane Hasat Tohum Kabuk Yag Yag

boyu sayisl sayisl capl agirhg indeksi verimi orani orani verimi
Genotip (F) k% k% k% Kk *k *k *k *% *3% *3%
cv 4.7 144 12.3 6.5 3.5 10.6 12.3 3.2 4.2 12.2
GEW6-1 83.2cd! 44eh 77fj 25.0a 51.0a 254a 156.3 c-e 52.4b 28.0j 43.9 ef
GEW6-2 86.5 bc 50d-h 82e-i 19.7f-h  31.5kl 16.1fg 80.9 ml 49.8 b-d 309fi 2491p
GEW6-3 77.2 d-i 4.2 f-h 8.2 e-i 21.8b-f 35.7gh 20.2 b-e 102.8 h-1 48.2 c-g 31.0fi 31.7h-l
GEW6-4 73.2 f-k 43e-h 55Kkl 21.3b-f 32.0j-1 12.3 hi 45.0 no 48.8 c-e 32.2e-h 14.5qr
GEW6-5 71.3i-m 48d-h 6.1i-] 21.8b-f 37.7d-g 19.8 b-f 83.51m 46.4 e-i 32.4d-h 27.0k-p
GEW6-6 69.3j-m  53cg 7.7 fj 182h  37.6eg 17.1e-g  63.9mn 46.4ei  324ch 2080-q
GEW6-7 70.2 j-m 48d-h 7.0gl 23.0a-e  40.4bc 22.1a-c 179.1 bc 47.6 c-h 32.7b-g 58.4bc
GEW6-8 65.51m 5.5 b-f 7.8 fj 22.8a-e 32.4i-l 21.9 a-c 151.7 de 48.4 c-f 30.8fi 46.7 de
GEW6-9 727g-k  42fh 72gl  226ae 37.6eg 17.5e-g  106.7h-l  453gj 319eh 34.0gk
GEW6-10 75.9 e-i 52cg 8.6d-g 20.7d-h  40.4bc 22.0 a-c 125.3 f-h 49.9 b-d 309fi 38.7e-i
GEW6-11 79.8 d-f 51cg 8.4 d-h 18.6 gh 32.9i-k 10.11 30.20 46.6 e-i 329a-g 100r
GEW6-12 71.2i-m 50d-h 9.7d-f 22.4a-f 32511 19.8 b-f 120.0 g-i 48.4 c-f 334a-f 400e-g
GEW6-13 79.5d-g 4.0 gh 6.0 j-1 23.4a-d 34.8hi 22.1a-c 112.2 h-k 47.7 c-h 319e-h 35.7gj
GEW6-14 69.4 j-m 39gh 6.3 -1 22.8a-e  339h-k 21.6 a-d 143.2 e-g 47.0 d-h 32.7b-g 46.7 de
GEW6-15 81.6 c-e 57b-e 8.6d-g 21.5b-f 32.7ik 19.7 b-f 145.5 ef 50.7 bc 30.8f-i 44.8ef
GEW6-16 65.8Im 4.0 gh 6.4 h-1 24.1 ab 32.0j-1 19.0 c-f 87.8 k-m 45.3 g-j 34.8a-d 30.5i-n
GEW6-17 78.0 d-i 50d-h 7.7f 21.4b-f 34.0h-j 20.1 b-e 81.81m 45.7 £+ 32.6 b-g 26.8k-p
GEW6-18 65.4Im 4.0 gh 6.7 g-1 20.2e-h  30.21 16.6 e-g 95.6i-1 49.1 c-e 299h-j 285j-0
GEW6-19 78.9 d-h 3.6h 5.21 24.7 a 42.1b 21.9 a-c 115.9 h-j 47.9 c-h 32.0e-h 37.2f-i
GEW6-20 785d-h 44eh 73gk 24.0ab  39.1cf 24.7 a 180.1 bc 45.1 h-j 349a-c 62.7ab
Bala 67.7k-m 53cg 104 cd 24.7 a 38.6 c-f 21.7 a-d 114.2 h-k 45.2 g-j 34.0a-e 38.8e-h
Centennial 785d-h  65a-c 14.4a 22.6a-e 33.6h-k 14.0 gh 55.7n 43.7 ij 34.1a-e 19.0 pq
Dincer 5-18-1 79.8 d-f 55b-f 119bc  23.0a-e 38.8cf 23.4ab 232.8a 49.4 c-e 29.0 ij 67.4a
Gelendost-2 100.7 a 6.0b-d 129ab 21.3b-f 37.0fg 16.8e-g 92.7 j-1 56.2a 25.1k 23.2n-p
Linas 91.7b 47d-h 9.5d-f 23.7a-c  40.4bc 14.1 gh 65.2 mn 43.2] 35.1ab 229n-p
Montola 2000 78.2d-h 6.7 ab 13.6ab  23.5a-d 39.6¢c-e 20.1b-e 175.7 cd 50.3 bc 30.1h-j 52.7cd
Olas 72.3 h-1 55b-f 10.2c-e 22.8a-e 40.0b-d 20.2 b-e 89.0 k-m 43.3j 354a 31.5h-m
Remzibey-05 74.3 f-k 6.0b-d 12.6ab 23.8ab 37.4e-g 24.5a 201.3b 50.5 bc 30.4g-j 6l1.2ab
W6 9822 64.7 m 7.6 a 13.5ab  209c-g  40.3bc 17.8d-g 84.6 Im 48.2c-g  30.6g-i 26.0k-p

**: P<0.01, 1: Ayn1 harflere sahip ortalamalar arasinda farklilik bulunmamaktadir.
Tablo 4. Gelendost-2 x Centennial melezi hatlarin agronomik ve Kkalite 6zellikleri

Bitki Dal Tabla Tabla 1000 tane Hasat Tohum Kabuk Yag Yag

boyu sayisl sayisl capl agirhign  indeksi verimi orani orani verimi
Genotip (F) Kk Kk Kk k% * k% k% k% k% k3
cv 6.9 144 11.2 7.4 6.6 13.1 12.7 3.6 4.3 12.9
GECE-1 76.8c-el 53a-g 74fh 224a-d 379a-e 16.5g-j 101.9e-i 48.3 b-f 319 c-f 32.7d-g
GECE-2 76.1 c-e 40g 64h 231a-d 37.6a-e 19.3b-h 101.1f-i 46.1 d-k 32.4b-f 329d-g
GECE-3 76.0c-e 5.0cg 86b-h 23.0a-d 36.6a-e 215a-e 98.0 f-i 48.6 b-e 33.1a-d 32.5d-h
GECE-4 76.7c-e  50b-g 84b-h 23.2a-d 36.6a-e 188ch 1184d-f 46.1 d-k 329a-e 38.8cd
GECE-5 77.2c-e  48cg 99a-h 233a-d 364a-e 18.4c-i  127.1de 47.9 b-h 314c-g 39.8cd
GECE-6 75.7c-e  48c-g 84b-h 25.7a 35.6a-e 22.2a-c 111.0d-h 45.5e-k 33.2a-d 37.0 c-f
GECE-7 79.0 cd 78a 13.2a-e 245ab 381la-e 17.4d-i 114.7d-g 46.7 d-i 32.7 a-e 37.5c-e
GECE-8 75.1c-e 7.2a-c 11.7a-h 23.1a-d 34.6c-e 17.4d-i 130.5d 46.1 d-k 339a-c 44.1c
GECE-9 778c-e 7.7ab 14.0ab 23.4a-d 34.5c-e 16.6 g-j 93.6 f-i 44.9 g-k 34.9 ab 32.7d-g
GECE-10 774c-e 56a-g 10.1a-h 225a-d 35.3a-e 15.8 g-j 89.1 g-j 47.1c-h 32.8a-e 29.2 e+
GECE-11 786cd 49cg 121a-g 239a-c 37.0a-e 17.0 e-j 91.7 g-i 47.1c-h 32.0c-f 29.4 e-j
GECE-12 829bc 47d-g 82ch 225a-d 36.2a-e 154h-k  89.7g-j 44.5 h-k 33.2a-d 29.7 e-j
GECE-13 80.5cd 51b-g 79d-h 203d 33.0e 11.3k 54.8k 47.1c-h 31.1d-g 17.11
GECE-14 82.8bc 44eg 71g-h 223a-d 36.2a-e 124j-k 94.5 f-i 46.2 d-k 30.3 e-g 28.5 f-j
GECE-15 780c-e 43fg 87b-h 243ab 37.2a-e 19.1b-h 81.6ij 46.9 d-i 31.8 c-f 26.0 g-k
GECE-16 728cf 51b-g 104a-h 20.4d 35.5a-e 16.2 g-j 77.7 i-k 49.0 b-d 31.0d-g 24.01-1
GECE-17 768c-e 47d-g 9.6a-h 22.6a-d 344c-e 149h-k 80.7 ij 47.1c-h 32.4 b-f 26.2 g-k
GECE-18 70.0d-f 48d-g 78d-h 235a-d 351b-e 21.3af 103.6e-i 46.2 d-k 32.5b-f 33.6d-g
GECE-19 745cf 71a-d 89b-h 23.1a-d 382a-d 169e- 91.9 g-i 46.5 d-j 31.1d-g 28.5 f-j
GECE-20 79.8cd 4.7d-g 75eh 248a 389a-c 2l.4a-f 98.8 f-i 47.4b-h 31.7 c-f 31.4 d-j
Balc 67.7ef 53a-g 104a-h 24.7ab 38.6a-d 21.7a-d 114.2d-g 45.2 f-k 34.0 a-c 38.8 cd
Centennial 785cd  6.5a-f 144a 226a-d 33.6d-e 14.0i-k 55.7k 43.7i-k 34.1a-c 19.0 kl
Dinger 5-18-1 79.8cd 5.5a-g 119a-h 23.0a-d 38.8a-d 23.4 ab 232.8a 49.4 b-d 29.0g 67.4 a
Gelendost-2 100.7a 6.0a-g 12.9a-f 21.3b-d 37.0a-e 16.8 f-j 92.7 f-i 56.2 a 25.1h 23.21i-1
Linas 91.7b  4.7d-g 9.5ah 23.7a-d 40.4a 14.1i-k 65.2 jk 43.2k 35.1ab 22.9j-1
Montola 2000 782c-e 6.7a-e 13.6a-c 235a-d 39.6a-c 20.lag 175.7 c 50.3 bc 30.1f-g 52.7b
Olas 723c¢f 55a-g 10.2a-h 228a-d 40.0ab 20.2a-g 89.0 g-j 43.3jk 35.4a 31.5d-i
Remzibey-05 743 cf 6.0a-g 126a-g 23.8a-c 37.4a-e 24.5a 201.3b 50.5b 30.4e-g 61.2a
W6 9822 64.7 f 7.6a-c  13.5a-d 20.9c-d 40.3a 17.8 c-i 84.6 h-j 48.2 b-g 30.6 d-g 26.0 g-k

*:P<0.05, **: P<0.01, 1: Ayn1 harflere sahip ortalamalar arasinda farklilik bulunmamaktadir.
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Aspirde 1000 tane agirlig yiliksek kaliim derecesi
gosteren bir oOzellik olmasi nedeniyle, 1000 tane
agirligina gore yapilacak seleksiyonlarda yiiksek
tohum verimine sahip tiplerin secilmesine dolayl
olarak katki saglayacaktir [10]. Ideal verim icin
aspirde 1000 tane agirhiginin 50 g'in izerinde olmasi
gerektigi rapor edilmektedir [9]. Calismamizda 1000
tane agirligt GEMO popiilasyonunda 3 hat (4, 12, 28
nolu) en yiiksek 1000 tane agirhigina sahip iken,
Centennial ¢esidi ile 6 hat (7, 8, 14, 17, 18, 26 nolu) en
diisiik agirhigina sahip oldugu tespit edilmistir (Tablo
2). GEW6 populasyonunda ise GEW6-1 (51.0 g) en
ytiksek 1000 tane agirligina sahip iken, 6 hat (2, 4, 8,
12, 16, 18 nolu) en diisik 1000 tane agirligina
sahiptir (Tablo 3). GECE populasyonunda ise Linas ve
W6 9822 genotipleri en yiiksek 1000 tane agirlifina
sahip iken 15 hat ve Centennial hari¢ diger standart
genotipler ayni istatistiksel grupta yer almislardir
(Tablo 4). GECE-13 (33.0 g) ise en diisiik 1000 tane
agirhgina sahiptir. Calismamizda 50 g'in iizerinde
GEWG6-1 hatt1 bu sinirin lizerinde bir deger (51.0 g)
vermigtir.  Ulkemizde ve diinyada yapilan
calismalarda aspir genotiplerinde 1000 tane agirlig
17.8-54.0 g arasinda genis bir varyasyon gosterdigi
belirlenmistir [14-17].

Hasat indeksi diger bitkilerde oldugu gibi aspirde de
onemli 1slah amaglarindan birisidir. Calismamizda
GEMO popiilasyonunda 3 hat (13, 16 ve 21 nolu) en
yliksek hasat indeksine sahip iken, Centennial ¢esidi
ile GEMO-26 hatt1 en diisiik hasat indeksine sahiptir
(Tablo 2). GEW6 populasyonunda Remzibey-05
cesidi ile 2 hat (1 ve 20 nolu) en yiiksek hasat
indeksine sahip iken, bunlari Dinger 5-18-1, GEW6-7,
13, 10, 8, 19, 14 ve Balc1 genotipleri takip etmistir
(Tablo 3). GECE populasyonunda ise Remzibey-05 (%
24.5), Dinger 5-18-1 (% 23.4), GECE-6, (% 22.2), Balc1
(% 21.7) GECE-3 (% 21.5), 20 (%21.4), 18 (% 21.3),
Olas (% 20.2) ve Montola 2000 (% 20.1) ¢esidi en
yiksek hasat indeksine, GECE-13 (% 11.3) ise en
diisiik hasat indeksine sahiptir (Tablo 4). Aspirde
hasat indeksinin kalitiminda eklemeli etkili allellerin
daha etkin rol aldigi ve hasat degerinin
yikseltilmesinde ¢evre faktorlerinin etkisinin 6nemli
diizeyde oldugu rapor edilmektedir [15]. Aspirde
hasat indeksi ile ilgili arastiricilar tarafindan farkl
sonuglar alimmistir. Lakshmi Prayaga vd. [20] aspirde
hasat indeksinin %5.0-36.0 ve Parameshwar [21] %
22.5-37.5 arasinda degistigini rapor etmislerdir.
Calismamizda elde edilen sonuglar ile uyumlu
bulunmustur.

GEMO melez hatlarinda tohum verimi 55.7-252.6
kg/da, GEW6 melez hatlarinda 30.2-232.8 kg/da ve
GECE melez hatlarinda 54.8-232.8 kg/da arasinda
degisim gostermistir. GEMO popiilasyonunda Dinger
5-18-1 ¢esidi ve 7 hat (6, 10, 14, 17, 19, 21 ve 27
nolu) en yiiksek tohum verimine sahip iken,
Centennial (55.7 kg/da) cesidi en diisiik tohum
verimine; GEW6 populasyonunda Dinger 5-18-1
(232.8 kg/da) cesidi en yiiksek tohum verimine sahip
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iken, GEW6-11 (30.2 kg/da) en diisik tohum
verimine; GECE populasyonunda Dinger 5-18-1
(232.8 kg/da) c¢esidi en yiiksek tohum verimine,
Centennial (55.7 kg/da) cesidi ve GECE-13 (54.8
kg/da) hatti ise en diisiik tohum verimine sahip
oldugu tespit edilmistir (Tablo 2, 3, 4). Aspirde tohum
veriminin kalitiminda eklemeli etkiye sahip bircok
gen etkili oldugu icin diisiik bir kalitim derecesi
gostermektedir [9, 15]. Bu nedenle iklim, toprak ve
genetik faktorlere bagh farkli tohum verimleri elde
edilebilir. Diinyada kurak kosullarda aspirden 40-170
kg/da tohum verimi elde edilirken, uygun toprak ve
iklim kosullarinda verim 300 kg/da’a kadar
ylikselebilmektedir [9]. Calismamizda elde edilen
verim degerleri 170 kg'in lizerinde olan GEMO
populasyonunda 16 hat, GEW6 populasyonunda 2 hat
bulunmasina ragmen, GECE populasyonunda bu
degerin tizerine hat bulunmamaktadir. Yapilan diger
calismalarda aspirde tohum veriminin 6.9-343.4
kg/da arasinda degistigi rapor edilmektedir [14-17,
22].

GEMO popiilasyonunda kabuk orani % 43.2-57.9,
GEW6’'da % 43.2-56.2 ve GECEde % 43.2-56.2
arasinda degisim gostermistir. GEMO
popiilasyonunda Gelendost-2 ve GEMO-12 hatlar1 en
yuksek kabuk oranina sahip iken, Olas ve Linas
cesitleri en diisik kabuk oranina sahiptir. GEW6
populasyonunda Dinger 5-18-1 (232.8 kg/da) cesidi
en yiiksek kabuk oranina sahip iken, GEW6-11 (30.2
kg/da) en diisik kabuk oranina sahiptir. GECE
populasyonunda Olas ve Linas cesitleri en yiiksek
kabuk oranina, Linas cesidi ise en diisiik kabuk
oranina sahiptir. GEMO populasyonunda 5 hat (1, 19,
20, 25 ve 26 nolu), GEW6 populasyonunda 4 hat (9,
16, 17 ve 20 nolu) ve GECE populasyonunda ise 8 hat
(2, 4,6,8,9, 12, 14 ve 18 nolu) istatiksel olarak en
disiik kabuk oranina sahip grupta yer almislardir
(Tablo 2, 3, 4). Aspirde kabuk kalinligini1 kontrol eden
genler pleotropik etki gostererek, ayni zamanda sap
hiicrelerinde sekonder duvar kalinhigim1 ve cicekte
anter kapalihigini (yapisal kisirlik) kontrol ettigi icin,
ince tohum kabuklu bitkiler daha zayif saph ve diisiik
fertiliteye sahiptirler [9]. Bu yilizden aspir 1slahcilar
tohum verimi ve yag oranini etkilemeyecek diizeyde
minimum kabuk oranina sahip aspir genotiplerini
gelistirmeye c¢alismaktadir. Yapilan c¢alismalarda
Weiss [9] % 35-50 ve Reddy vd. [16] % 39.5-50.8
arasinda degistigini rapor etmistir. Calismamizda
popiilasyonlarda elde edilen kabuk orani varyasyonu
yukarida belirtilen arastirmalarin varyasyonu ile
benzerlik gdstermis ancak diisiik kabuk oranina sahip
genotip elde edilememistir.

Populasyonlarin yag orani incelendiginde biitiin
popiilasyonlarda Olas ¢esidi en yiiksek (% 35.4),
Gelendost-2 hatti en diisiik (% 25.1) yag oranina
sahip oldugu tespit edilmistir. Ancak GEMO
popiilasyonunda GEMO-1, 20, 24, 25, 28 hatlarn,
GEW6'da GEW6-11, 12, 16, 20 hatlari, GECE
popiilasyonunda GECE-3, 4, 6, 7, 8, 9 ve 10 nolu hatlar
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Olas cesidi ile aymi istatistiki grupta yer almistir
(Tablo 2, 3, 4). Aspirde yag oraninin az sayida
eklemeli etkiye sahip alleller tarafindan kontrol
edildigi, dolayisiyla orta ve yiiksek oranda kalitim
derecesine sahip oldugu arastiricilar tarafindan
vurgulanmistir [11]. Bu nedenle, aspir hatlarinda
belirlenen yag oraninin olasi bir yabanci ddllenme
olmadig takdirde sonraki generasyonlara
aktanlabilir ve seleksiyonda basar1 sansi artabilir.
Calismamizda Olas ¢esidinden yiiksek yag oranina
sahip hatlar olmamasina ragmen, istatistiksel olarak
ayni grupta yer alan hatlar iimitvar gorilmektedir.
Yapilan bir¢ok arastirmada aspirde yag orani
bakimindan benzer varyasyonlar yakalansa da farkh
sonuglar elde edilmistir. Fernandez-Martinez vd. [23]
37 tlkeden topladiklar1 200 aspir genotipinde yag
oraninin % 20.1-40.0, Johnson vd. [24] 137
introdiiksiyon materyalinde yag oraninin % 13.0-
46.0, Reddy vd. [16] % 27.8-31.6 ve Erbas vd. [24] 39
aspir cesidinde % 22.6-33.8 arasinda degistigini
rapor etmislerdir.

Yag verimi GEMO popiilasyonunda 19.0-77.2 kg/da
arasinda degisirken, en yiiksek yag verimi GEMO-2, 6,
10, 14, 16, 17, 19, 21, 27, 28 nolu hatlar ve Dinger 5-
18-1 cesidinde, en diisiik ise Centennial ¢esidinde
tespit edilmistir (Tablo 2). GEW6 popiilasyonunda
10.0-67.4 kg/da arasinda degisim gosterirken,
Dinger-5-18-1 ve Remzibey-05 cesitleri ile GEW6-20
hatt1 en yiiksek, GEW6-11 hatt1 ise en diisik yag
verimine sahip genotip olarak belirlenmistir (Tablo
3). GECE popiilasyonunda ise yag verimi 17.1-67.4
kg/da arasinda degismis ve en yiliksek yag verimi
Dinger-5-18-1 ve Remzibey-05 cesitlerinde, en diisiik
ise GECE-13 hattinda saptanmistir (Tablo 4). Aspirde
yag verimi degisen cevre kosullarindan kolaylikla
etkilenebildigi rapor edilmektedir [15]. Yapilan
calismalarda aspirde yag verimi icin genis bir
varyasyon elde edilmis [16, 25], sonu¢larimiz bu
sinirlar arasinda yer almistir. Calismadan elde
ettigimiz sonuglara bakildiginda biitiin 6zellikler
bakimindan diger arastiricilarin ¢alismalar1 ile
farkliliklar gosterebilecegi, bu farkliligin kullanilan
genotiplerin ve iklim kosullarinin farkli olmasindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Aspir hat ve cesitlerinin yag asitleri kompozisyonu
sonuclart Tablo 5'te verilmistir. Palmitik asit orani
GEMO popiilasyonunda % 4.6 (GEMO-24) ile % 9.2
(GEMO-18), GEWé6’da % 5.2 (GEW6-10) ile % 10.1
(GEW6-6) ve GECE'de % 6.2 (GECE-19) ile % 8.6
(GECE-16) arasinda degisirken, stearik asit orani
sirastyla % 1.5 (GEMO-19, 26, 27)-3.1 (GEMO-18), %
1.8 (GEW6-6, 8, 12)-3.2 (GEW6-19) ve % 1.8 (GECE-
14)-3.3 (GECE-2) arasinda varyasyon gostermistir.
Oleik asit oram en yiiksek GEMO popiilasyonunda %
76.0 GEMO-3 ve 23 nolu hatlarda tespit edilmis ve
GEMO poptilasyonunda % 70’in iizerinde oleik asit

iceren 3 adet hat belirlenmistir. Ancak GEW®6
populasyonunda 2 adet hat (GEW6-15 ve 18) % 45-
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60 arasinda orta oleik asit grubunda yer aldig:
goriilmektedir. GECE hatlarinin ana ve baba
ebeveynleri yiiksek linoleik tipi oldugu icin
poplilasyonda bulunan hatlar yiiksek linoleik asit
icerigine sahip olmus ve ancak 6 hat (GECE-8, 9, 10,
12, 18, 19 ve 20) kontrol genotiplerinden daha
yuksek linoleik asit igerigi vermistir. Yapilan
arastirmalarda aspirde yag asitleri bakimindan
oldukca genis varyasyonlar elde edilmistir. Fernadez-
Martinez vd. [23] 37 lilkeden topladiklar1 200 farkli
aspir genotipinin oleik ve linoleik asit icerikleri
onemli farklhliklar gostermis ve bu yag asitlerinin
oranlari sirasiyla % 3.1-90.6 ve % 3.9-88.8 arasinda
degistigini bildirmislerdir. Valesco ve Fernandez-
Martinez [27] ABD aspir koleksiyonundan 132
ekotipinde ortalama % 5.8 palmitik asit (% 3.4-10.2),
% 2.2 stearik asit (% 0.8-9.9), % 26.2 oleik asit (%
5.6-86.9) ve % 65.9 linoleik asit (% 7.1-88.7)
icerdigini belirlemislerdir. Arslan ve Culpan [28]
USDA (United States Department of Agriculture)
koleksiyonundan 39 aspir genotipinde oleik asidin
%13.97-74.74 ve linoleik asidin %12.21-69.83
arasinda degistigini bildirmislerdir. Johnson vd. [24]
tarafindan 797 aspir introdiiksiyon materyalinde
palmitik asidin % 3.9-6.8, stearik asidin % 1.1-4.5,
oleik asidin % 6.2-81.9 ve linoleik asidin % 11.0-83.1
arasinda degistigini rapor etmislerdir. Erbas [13] 64
aspir hattinda % 5.43-9.18 palmitik asit, % 1.98-4.15
stearik asit, % 12.33-76.50 oleik asit ve % 13.17-
75.06 linoleik asit varyasyonu oldugunu rapor
etmistir. Elde edilen sonu¢larimiz yukarida belirtilen
arastiricilarin - sonuglart ile uyum gostermis ve
belirtilen varyasyon sinirlari igcerisinde yer almistir.

4. Sonug

Sonug olarak, 1000 tane agirligi, tohum verimi, yag
orani ve yag verimi o6zelliklerinin sirasiyla 30.2-51.0
g, 30.2-252.6 kg/da, %25.1-35.4 ve 10.0-77.2 kg/da
arasinda degistigi gortilmiistiir. GECE-11 ve 12 nolu
hatlarin 1000 tane agirhig, GEMO-10 ve 19 nolu
hatlarin tohum verimi, GEMO-1, 20, 28, GEW6-16, 20
ve GECE-4, 8, 9, 12 nolu hatlarin yag orani, GEMO-10,
19, 28 ve GEW6-20 nolu hatlarin ise yag verimi
acisindan ebeveynler ve diger standart cesitlere gore
daha tstin olduklar tespit edilmistir. 4 adet verim
tipi (GECE-11, 12 ve GEMO0-10,19), 11 adet yag tipi
(GEMO-1, 10, 19, 20, 28, GEW6-16, 20 ve GECE-4, 8, 9,
12), 2 adet oleik tipi (GEMO-3 ve GEMO0-23), 1 adet
linoleik tipi (GECE-7) olmak tizere toplam 15 hat bir
sonraki generasyona aktarilmistir.
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Tablo 5. Cesitler ve hatlarin yag asitleri kompozisyonu

Cesitler
Ci6:0 Cis:0 Cis:1 Cis:2
Dinger 5-18-1 6.6 1.8 10.0 81.2
W6 9822 4.8 1.7 71.8 21.2
Remzibey-05 6.2 1.9 23.4 68.1
Linas 5.8 2.1 39.2 52.4
Olas 6.5 2.1 29.3 61.5
Bala 6.1 2.0 34.5 57.2
Montola 6.2 2.2 69.2 21.9
Gelendost-2 6.5 2.4 11.6 78.9
Centennial 6.8 1.9 11.3 79.7
Hatlar
GEMO GEW6 GECE

Hat C16:0 Ci8:0 Cis:a  Cis:2 Hat Ci6:0 Ci1s:0 Cis:a  Cis2 Hat Ci6:0 Cis:0 Cis1  Cisz
GEMO-1 6.9 25 139 76.7 GEW6-1 6.5 25 113 79.7 GECE-1 7.7 2.6 10.7 79.0
GEMO-2 8.8 2.3 9.0 799 GEW6-2 7.0 20 16.6 745 GECE-2 7.2 3.3 10.6 789
GEMO-3 6.0 24 76.0 15.7 GEW6-3 7.1 23 214 693 GECE-3 7.7 2.8 109 787
GEMO-4 6.3 2.2 261 66.0 GEW6-4 6.5 2.7 258 62.2 GECE-4 6.7 2.2 10.0 81.1
GEMO-5 6.4 21 10.5 81.0 GEW6-5 5.8 1.9 153 74.7 GECE-5 7.1 21 112 79.6
GEMO-6 7.4 21 152 753 GEW6-6 10.1 1.8 89 79.1 GECE-6 7.3 2.2 10.7 79.8
GEMO-7 6.3 2.2 9.0 825 GEWe6-7 9.5 20 115 770 GECE-7 7.1 24 10.3 80.2
GEMO-8 7.5 26 8.8 81.1 GEW6-8 64 18 165 753 GECE-8 6.3 19 91 827
GEMO-9 8.2 21 98 799 GEW6-9 100 20 103 776 GECE-9 68 25 93 814
GEMO-10 6.9 21 205 71.0 GEW6-10 5.2 24 118 77.8 GECE-10 7.0 2.1 9.4 815
GEMO-11 6.1 1.9 8.8 83.2 GEWe6-11 6.9 2.6 9.8 734 GECE-11 6.3 29 111 79.7
GEMO-12 7.9 22 104 795 GEW6-12 5.5 1.8 109 79.3 GECE-12 6.6 2.4 9.0 819
GEMO-13 6.5 23 142 748 GEW6-13 7.3 21 10.7 799 GECE-13 6.8 2.0 10.2 81.0
GEMO-14 8.7 2.0 8.7 80.6 GEW6-14 79 3.2 132 73.8 GECE-14 7.2 1.8 99 81.2
GEMO-15 7.6 21 105 798 GEW6-15 58 0.7 457 47.7 GECE-15 75 22 9.7 807
GEMO-16 7.4 23 9.6 807 GEW6-16 65 23 108 79.6 GECE-16 86 22 88 804
GEMO-17 7.9 20 9.0 811 GEW6-17 69 2.2 8.7 82.2 GECE-17 6.5 23 104 80.8
GEMO-18 9.2 31 98 779 GEW6-18 74 19 587 320 GECE-18 69 22 96 813
GEMO-19 5.3 1.5 65.7 274 GEW6-19 73 32 9.6 799 GECE-19 6.2 22 91 825
GEMO-20 6.8 28 134 771 GEW6-20 65 26 9.0 819 GECE-20 6.6 23 92 819
GEMO-21 6.2 2.3 305 61.1
GEMO-22 6.7 2.2 104 80.7
GEMO-23 49 20 760 17.1
GEMO-24 4.6 23 742 189
GEMO-25 6.2 1.7 308 61.3
GEMO-26 7.9 1.5 7.3 833
GEMO-27 5.4 1.5 7.9 79.6
GEMO-28 6.2 2.8 308 60.3
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Anahtar Kelimeler Ozet: Bu calismada, bugday samam biyokiitlesinden hidrotermal karbonizasyon
Biyokiitle, yontemi ile biyokiitle tiirevli karbon kati asit katalizor (BH250S) elde edilmis,
Karbon kati asit katalizor, e . . . . .

5 Hidroksimetilfurfural katalizériin atik biyokiitle kaynaklarindan 5-Hidroksimetilfurfural (5-HMF)
sentezi aktivitesi belirlenen optiumum kosullarda sulu reaksiyon ortaminda ticari
katalizor (Amberlyst-15) ile kiyaslanmistir. Katalizoriin karakterizasyon ¢alismasi
elemental analiz, BET, SEM ve XRD analizleri yapilarak tamamlanmistir. Atik
biyokiitle olarak misir samani, hav, linter, model bilesik olarak ise mikrokristalin
seliloz kullanilmis, 5-HMF’ye doniisim verimleri kiyaslandiginda misir samani,
hav ve mikrokristalin selilloz i¢cin BH250S katalizoriiniin aktivitesinin ticari
katalizérden daha yiiksek oldugu gézlenmistir. Gram biyokiitle basina en yiiksek 5-
HMF miktar1 14,2 mg olarak BH250S katalizori ile model bilesik mikrokristalin
seliilozun dontsiimiinden elde edilirken, ekonomik degeri olmayan atik biyokiitle
havdan elde edilen deger 12,5 mg’ dir. Calisma sonucunda ekonomik degeri diisiik
atik lignoseliilozik/seliilozik biyokiitle materyalleri degerlendirilmis, ¢cevreye dost,
strdiiriilebilir ve ucuz katalitik yolla 5-HMF eldesi saglanmistir.

Synthesis of 5-Hydroxymethylfurfural from Waste Biomass Feedstocks Using Carbon

Solid Acid Catalyst
Keywords Abstract: In this study biomass derived carbon solid acid catalyst (BH250S) was
Biomass, obtained by hydrothermal carbonization method from wheat straw, 5-HMF
Carbon solid acid catalyst, synthesis activity of the catalyst from waste biomass sources in optimum

5-Hydroxymethylfurfural conditions was determined and compared with commercial catalyst (Amberlyst-

15). Characterization of the catalyst was completed by elemental analysis, BET,
SEM and XRD analysis. Corn straw, fluff and linter were used as waste biomass,
microcrystalline cellulose was used as a model compound and conversion
efficiency to 5-HMF was found to be higher than that of commercial catalyst for
BH250S for corn straw, fluff and microcrystalline cellulose. The highest amount of
5-HMF per gram biomass was obtained from the conversion of model compound
microcrystalline cellulose with BH250S catalyst was 14.2 mg while the value
obtained from economically non-useful waste fluff was 12.5 mg. As a result of this
study, waste lignocellulosic/cellulosic biomass materials with low economic value
were evaluated and 5-HMF was obtained by a eco-friendly, sustainable and cheap
catalytic method.

1. Giris enerji bitkileri, orman atiklar1 vb. kaynaklar) grup bol

bulunma ve g¢evre dostu olma 6zelligi, gida maddesi
Son yillarda fosil kaynaklarin tiikenmek tizere olusu olarak insanlar tarafindan tiiketilmeyenler sinifina
ve c¢evreye verdigi zararlar nedeniyle biyokiitleden girmeleri, atmosferdeki sera gazi artisina katkida
yakit ve cesitli degerli kimyasallarin eldesine iliskin bulunmayislar1 gibi 6zelliklerinden dolay1 enerji ve
prosesler son derece 6nem kazanmistir. Biyokiitle degerli kimyasal liriin eldesi alaninda
kaynaklar1 icerisinde lignoseliilozik/seliilozik degerlendirilme acisindan olduk¢a cazip
biyokiitle olarak adlandirdigimiz (tarimsal atiklar, goriinmektedir.
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'Uyuyan Dev' olarak  adlandirilan 5-
hidroksimetilfurfural (5-HMF) biyokiitle tiirevli degerli
kimyasallardan biri olup, monosakkarit (fruktoz, glukoz)
ve disakaritlerin (sukroz, sellobioz) katalizorlii ortamda
hidroliz, izomerasyon ve dehidrasyonu (Sekil 1) ile elde
edilebilmekte, bircok 6nemli yeni nesil biyopolimer ve

biyoyakit eldesi icin 6ncii  bilesik  olarak
kullanilmaktadir [1].
OH oH
Q  HO
HO =5 Owo 0
; o OH
Cellulose oH /\@/\
HMF
l Hydrolysis \Dehydration
O5-H CH,OH HO OH
H——OH 0 5
HO—T-H ———— HO——H e
H OH isomerization H /;D e OH
H OH H OH
CH,OH CH,OH Fructofuranose
Glucopyranose
Sekil 1. Seliilozik yapinin 5-HMF'ye déniigtimii [2].
Ornegin; 5-hidroksimetilfurfuralin (5-HMF)
oksitlenmesi sonucu elde edilen 2,5-

furandikarboksilik asit (FDCA), etilen glikol ile
reaksiyona sokularak polietilen tereftalata (PET)
alternatif yeni nesil bir biyopolimer olan polietilen
furanoatin (PEF) sentezinde kullanilmaktadir. PEF,
glinimiizde yaygin olarak kullanilan petrol bazh
ambalaj malzemelerine kiyasla istiin performans
ozelliklerine sahip, %100 geri donustiriilebilir,
tamamen yenilenebilir biyokiitle kaynaklarindan elde
edilen bitki-bazl bir plastiktir [3]. Etil levulinat (EL)
ise 5-hidroksimetilfurfuralin (5-HMF) asit katalizli
hidrasyonu ile olusan levulinik asidin esterlesmesi ile
elde edilen ve gliniimiizde dizel yakita %5’e kadar katki
maddesi olarak eklenen bir kimyasaldir. Dizel yakitlara
eklendiginde temiz yanma 6zelligi, kayganlik ve parlama
noktas1 kararliign kazandirir ve viskoziteyi arttirir [4].
5-hidroksimetilfurfuralin ~ (5-HMF) asit Kkatalizli
hidrasyonu ile olusan levulinik asidin hidrojenasyonu ile
elde edilen gamma-valerolakton (GVL) ise hem yakit
katkis1 hem de yeni nesil cevreci ¢oziicii olarak
kullanilabilen ve metiltetrahidrofuran, 1,4-
pentandiol vb. bircok farkli kimyasalin sentezi icin
kullanilabilen 6ncii bir bilesiktir [5].

5-hidroksimetilfurfuralin yapisindaki hidroksil ve
aldehit fonsiyonel gruplar ve furan halkasinin varhig
daha biiytik ve 6nemli molekiillerin sentezi agisindan bu
yapiyl avantajli hale getirmektedir. Karbonhidratlarin
5-HMF doniisiimiinii saglamaya yonelik ¢calismalarda
kullanilan katalizorler ve biyokiitle ¢esidi verimi
etkileyen parametrelerin basinda gelir. Dontisiim
proseslerinde reaksiyon ortamindan kolay ayrimi,
cevre dostu olmas1 ve tekrar tekrar kullanilabilirligi
acisindan heterojen kati asit katalizérler daha ¢ok
tercih edilmekte ve son yillarda 6zellikle biyokiitle
tirevli karbon-bazli kat1 asit katalizérlerin 5-HMF
doniisiim prosesinde kullanimi 6n plana ¢ikmaktadir.
Karbon kati asit katalizoérler literatiirde genelikle
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seliiloz, glikoz vb. saf bilesiklerden yliksek sicaklikta
yar1 karbonizasyon sonrasi siilfolama metodu ile elde
edilmektedir [6,7].

Bu calismada ise sert karbonizasyon kosullar1 ve
zararll gazlarin emisyonu nedeniyle ¢ok ¢evreci ve
stirdiiriilebilir olmayan bu karbonizasyon prosesi
yerine, yine 1limli sicaklikta gerceklestirilen
hidrotermal karbonizasyon uygulanarak gercek
biyokiitle olan bugday samanindan biyokiitle tiirevli
siilfolanmis karbon kati asit katalizor (BH250S) elde
edilmis, katalizoriin aktivitesi belirlenen optiumum
kosullarda sulu reaksiyon ortaminda ticari katalizor
(Amberlyst-15) ile kiyaslanmistir. Atik ve dolayisiyla
ucuz lignoseliilozik biyokiitle kaynagi olarak bugday
ve misir samani; seliilozik biyokiitle olarak ise linter
ve hav kullanilmistir. Havlar tekstilde pamuklu
kumas o6n terbiye islemleri sirasinda atik olarak
ortaya ¢ikan, ekonomik degeri olmayan seliiloz esasl
kisa liflerdir. Seliiloz igerigi yiiksek linter ise pamuk
bitkisini isleyen fabrikalarda (¢ir¢ir, yag fabrikalar:
vb.) pamuk tohumundan islenmeyen yan triin olarak
elde edilmektedir. Misir ve bugday samani ise
diinyada en bol bulunan ve tarim atig1 olarak
degerlendirilebilen yenilenebilir biyokiitle
kaynaklarinin basinda gelmektedir. Ulkemizin bir
tarim iilkesi oldugu disiiniildiigiinde bu c¢alisma
endiistriyel ve tarimsal bu ve benzeri kat1 atiklarin
ucuz hammadde olarak degerlendirilmesi ve geri
dontisiimiine de olanak saglayacaktir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Materyal

Calismada kullanilan bugday samani ve misir samani
Adana’daki lokal satis noktalarindan; linter ER-MO

Pamuk Ihracat, ithalat Tic. Ltd. Sti. (Adana)
firmasindan; hav ise Bursa’'daki cesitli tekstil
firmalarindan temin edilmistir. Biyokiitle

materyallerinin nem ve Kkiil, seliiloz, hemiseliiloz ve
lignin icerikleri belirlenmistir. Saf mikrokristalin
seliiloz donilisiim deneylerinde gercek biyokiitleler ile
karsilastirma amaciyla kullanilmistir.

2.2. Biyokiitle tiirevli karbon bazli kati asit
katalizoriin hazirlanmasi

Biyokiitle tiirevli karbon bazl siilfolanmis kati asit
katalizorlerin hazirlanmasinda baslangi¢c biyokiitle
materyali olarak lignoseliilozik karakterli bugday
samani secilmistir. Yontemde, belirli miktarda
bugday samani deiyonize su ile birlikte reaktére
konmus, 250°C’de 2 saat hidrotermal otohidroliz ile
yari-karbonizasyona ugratilmistir. Elde edilen yari-
karbonize yapidan 1 g alinarak 20 ml derisik siilfiirik
asitle 150 °C de 16 saat Nz atmosferinde
stilfolanmistir. Buz banyosu ile oda sicakligina
sogutulan karisim 1000 ml’'ye saf su ile seyreltilip
vakumlu siizme diizenegi ile siiziilmistiir.
Notralizasyon tamamlanincaya ve fazla stlfat iyonu



B. Kaya Ozsel/ Karbon Kat1 Asit Katalizér ile Atik Biyokiitle Kaynaklarindan 5-Hidroksimetilfurfural Eldesi

kalmayincaya kadar yikama islemi uygulanmstir.
Etiivde bir gece 1052 °C’'de bekletilerek kurutulan
karbon yapilar kullanima hazir hale getirilmistir.
Uretilen kati asit katalizor BH250S (B:bugday samani,
H:hidrotermal yari-karbonizasyon, S:siilfolanmis)
seklinde kodlanmistir.

2.3. Kat1 asit katalizoriin karakterizasyonu

Katalizoriin elementel analizi (CH,N,S) LECO 628
CHNS cihaz1 ile gerceklestirilmistir. XRD analizleri,
PANALYTICAL/Empyrean X-Isin1 Difraktometresi ile
3°/dk tarama hizinda ve 26= 5-90° aralifinda tarama
yapilarak elde edilmistir. Toplam yiizey alan1 (BET)
ve gozenek boyutu analizi i¢in Micromeritics TriStar
II cihaz1 kullamlmistir. Katalizoriin morfolojik
ozellikleri ise Zeiss Supra 40VP model taramali
elektron mikroskobunda incelenmistir.

2.4. Tek-basamakl katalitik déniisiim deneyleri
ve ¢ozelti analizleri

Tek-basamakli biyokiitle déniisiimlerinde 0,5 g
biyokiitle, 0,25 g katalizér ve 25 ml deiyonize su
batch tipi reaktdre konulmus, reaktor azot gazi ile
purge edilmis ve 200 °C’de 1 saat siirede Kkatalitik
reaksiyonlar gerceklestirilmistir. Reaksiyon stiresi
sonunda buz banyosu ile hizli sogutma uygulanmis ve
elde edilen ¢ozelti HLPC (sivi kromatografisi)
analizleri icin 2 ml'ye deristirilerek filtreden
gecirilmistir. 5-HMF miktarlarinin tayini ACE C18
kolonda (250 x 4,6 mm) analitik modda, UV
dedektériic ile 280 nm dalga boyunda
gerceklestirilmistir. Analiz, 0,5 ml/dk akis hizi ile 25
°C sicaklikta, %0,001 HsPOs ¢ozeltisi ve saf MeOH
mobil fazlar kullanilarak gradient olarak yapilmistir.
Glikoz miktarlari ise InertSustain-NHz kolonda (250 x
4,6 mm), refraktif indeks (RI) dedektor ile, 35 °C
sicaklik, 1ml/dk akis hizi, asetonitril/su (3:1, v/v)

mobil faz1 ile gercgeklestirilmistir. Analizlerde
kantitatif tayin i¢in  kalibrasyon egrilerinin
olusturulmasinda 5-HMF ve glikoz standartlari
kullanilmistir. Tek-basamakl doniisiim

reaksiyonlarindan sonra baslangigtaki kati miktar1 ve
kalan kat1 biyokiitle miktarlarindan yola ¢ikilarak
hidroliz verimleri hesaplanmistir.

3. Bulgular

3.1. Biyokiitle materyallerinin karakterizasyon
analizleri

Calismada kullanilan biyokiitle materyallerinin nem
ylizdesi ASTM 1983 D-2016-74, kiil yiizdesi ise ASTM

1983 D-1102-84 [8] yontemi  kullanarak
belirlenmistir. Lignin oraninin belirlenmesi icin
ASTM 2009 E-1721-01 [9] yontemi kullanilmis,

seliiloz igerigi monoetanolamin metodu [10] ile
hemiseliiloz igerigi ise Sun ve Tomkinson tarafindan
gelistirilen hemiseliiloz izolasyon yontemi [11] ile
belirlenmistir. Hesaplanan sonuglar Tablo 1’ de

verilmistir. Lignoseliilozik biyokiitleler olan bugday
ve misir samaninin kiil ve nem icerikleri birbirine
benzer sonuglar verirken, seliilozik biyokiitleler hav
ve linterin kil ve nem iceriklerinin nispeten daha
diisik oldugu goriilmektedir. Linter ve havin kiil
oraninin disiik olmasi, kil igerigindeki inorganik
elementlerin katalitik dontlisiim basamaginda car
olusumunu azaltic1 yondeki etkileri disiiniildiginde
dezavantaj olarak diisiiniilebilir. Biyokiitleden farkl
degerli kimyasallarin elde edildigi proseslerde lignin,
seliiloz ve hemiselilloz oranlar1 6nemlidir. Seliiloz
iceriginin daha fazla olmasi nedeniyle linter etkin
hidrolizi halinde misir samanina goére 5-HMFye
donlisim potansiyeli daha yiiksek bir biyokiitle
kaynagi olarak diisiiniilebilir. Ayrica ytliksek sicaklik
ve katalizor varliginda gergeklesecek doniisiim
reaksiyonlar diisiiniildiigiinde lignin gibi aromatik ve
karmasik bir yapiy1 icermemesi de baska bir
avantajdir.

Tablo 1. Biyokiitlelerin nem, kiil, lignin, selilloz ve
hemiseliiloz icerikleri

Biyokiitle Nem | Kiil | Selilloz | Lignin | Hemiseliilloz
(%) | (%) (%) (%) (%)
Misir 8,10 | 8,06 49,96 15,09 15,30
Samani +0,1 +2,0 +0,6 +0,1 +1,1
Bugday 6,33 6,87 48,13 19,97 24,72
Samani +0,2 +1,0 +0,1 +1,0 +2,6
Linter 4,54 2,66 82,20 3,00 4,19
+0,3 +0,4 +0,8 +0,2 +0,4
Hav 4,80 1,10 55,11 2,30 21,01
+0,1 +0,2 +1,3 +0,6 +0,1

3.2. Biyokiitle tiirevli kat1i asit Kkatalizoriin

karakterizasyonu

Hidrotermal yari-karbonizasyon ve siilfolama islemi
ile bugday samanindan elde edilen BH250S kat1 asit
katalizoriiniin yiizey alani, gozenek boyut dagilim
analizi ve elementel analiz sonuglar1 Tablo 2’ de
verilmistir.

Tablo 2. Kati asit katalizor (BH250S) gozenek boyut
dagilimi ve elementel icerigi

Gozenek | Gozenek SOsH S C N H
hacmi boyutu | (mmol/g) | (%) | (%) | (%) | (%)
(cm3/g) (nm)
0,002 5,52 1,70 55 | 505 | 05 | 34

154

SOsH, COOH, ve OH gruplann tasiyan polisiklik
aromatik karbon yiizeylerden olusmus bir yapida
olan karbon katalizériin ylizey alaninin oldukga
kiigiik oldugu goriilmektedir. Benzer bir calismada
Gan ve arkadaslar1 [12] lignini 240 °C’de 10 saat siire
ile hidrotermal yari-karbonizasyona ugratip ardindan
siilfiirik asit ile siilfolama islemine tabii tutmus ve
yuzey alani 0,8 m?/g olan kati asit karbon katalizor
elde etmislerdir. Katalizorii seliillozun hidrolizinde
kullanmis ve yiiksek katalitik aktivite gosterdigini
kaydetmislerdir. Suganuma ve arkadaslar1 [13] ise
mikrokristalin selillozdan azot atmosferinde 450
°C'de termal yari-karbonizasyon sonrasi siilfolama
islemi ile aktivitesi yiiksek karbon kati asit katalizor
elde etmis ve ylizey alanim1 2,0 m2/g olarak
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belirlemislerdir. Dolayisiyla katalizoriin  yiizey
alaninin kiiciik olmas literatiirden de beklenen bir
sonuctur. Katalizériin ylizey asidik grup (-SOsH)
miktar1 elementel analiz sonuglar1 kullanilarak 1,70
mmol/g olarak hesaplanmistir. Ayn1 zamanda
elementel analiz sonuclarina gore siilfolama sonrasi,
ham biyokiitle materyali ile kiyaslandiginda BH250S
katalizoriiniin S icerigi % 0,4'ten % 5,5 degerine
¢ikmistir. Bu durum aromatik karbon yapiya
siilfonasyon ile -SO3H gruplarinin basaril bir sekilde
baglandigini géstermektedir.

Biyokiitle tiirevli karbon bazli stlfolanmis kati asit
katalizoriin XRD analiz sonucu Sekil 2’ de verilmistir.
Spektrumda 20= 25° civarinda goézlenen (002)
diizleminden kaynaklanan pik rasgele yerlesmis
amorf karbon tabakalarin varligini isaret etmektedir
[14].

200 +

150 -+

100 -+

50 4

Siddet (a.u.)

20 40 60

26 ()

80 100

Sekil 2. BH250S katalizoriiniin XRD spektrumu

Sekil 3’ deki SEM goriintiilerinde yari-karbonize
olmus biyokiitle yapisi ve konsantre siilfiirik asit ile
stlfolama isleminin etkisi gézlenmektedir.

Det WD

\ b A ] SE_1RBENS
Sekil 3. (a) 250°C hidrotermal yari-karbonize
hidrotermal yari-karbonizasyon sonrasi
biyokiitle yapisinin SEM goriintiileri

(b) 250°C
stilfolanmig

Hidrotermal yari-karbonizasyon islemi sonrasi
ylzeyde olusan damlaciklar sulu ortam ve yiiksek
sicaklikta hidrolize olmaya baslayan lignoseliilozik
yapidan kaynakli yiizeyde lignin birikimini isaret
etmektedir [15]. Ayrica sert silfolama islemi
gorildigi gibi gozenek yapilarimi degistirmekte ve
yapinin parc¢alandigi goriilmektedir.
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3.3. Tek basamakta biyokiitle doniisiimii ile 5-
HMF eldesi

Farkli biyokiitle materyalleri ile tek basamakta
gerceklestirilen donlsim deneylerinde katalizor
varliginda hidroliz oranlarinin arttif1 gézlenmektedir
(Sekil 4). Amberlyst-15, BH250S katalizoriine kiyasla
hidroliz verimini arttirmada daha etkili olmus, en
yuksek hidroliz oranina %76,2 ile model bilesik olan
selilozda ulasimistir. BH250S Kkatalizorii  ise
seliilozun hidroliz verimini katalizorsiiz denemeye
kiyasla %36,2 oranda arttirmaktadir.

OMisir Samani BLinter BHav ®Seliiloz
100
S 80
=
S 60t
N
S 40 r
S
o]
20 |
0

Kor BH250S Amberlyst-15

Sekil 4. Doniisiim deneyleri sonrasi farkli biyokiitle tiirleri
icin hidroliz verimlerinin kiyaslamasi

Gergcek Dbiyokitleler icinde ise lignoseliilozik
biyokiitle olan misir samani en fazla hidroliz olan
yapidir, hav ve linter onu takip etmektedir.
Goruldugii gibi katalizorlerin farkli biyokiitleler
iizerinde hidroliz etkileri biyokiitle ve katalizoriin
yapisina bagl olarak farklilasabilmektedir. Yiiksek
kristaliniteye sahip rijit yapili linteri katalitik olarak
pargalamak bu nedenle diger biyokiitlelere gére daha
zor olmustur.

Biyokiitlelerin ~ 5-HMF’ye  donlisim  verimleri
kiyaslandiginda misir samani, hav ve mikrokristalin
seliloz icin laboratuvar ortaminda elde edilen
BH250S Kkatalizoriiniin aktivitesinin ticari katalizor
Amberlyst-15’in dniine gectigi gozlenmistir (Sekil 5).
BH250S Kkatalizori varliginda yapilan deneylerde
elde edilen 5-HMF miktarlar1 katalizorsiiz doniisiim
deneylerine kiyasla misir samani, hav, linter ve
mikrokristalin seliiloz biyokiitleleri i¢cin sirasiyla 2,8,
4,2, 11,5 ve 2,7 katina ¢ikmaktadir. Gram biyokiitle
basina en yiiksek 5-HMF miktar1 (14,2 mg) BH250S
katalizorii ile model bilesik mikrokristalin seliilozun
dontisimiinden elde edilirken, tamamen atik bir
biyokiitle olan havdan elde edilen deger (12,5 mg) ise
ona oldukeca yakindir. BH250S Kkatalizoriiniin
yapisindaki -COOH gruplari asiditeyi arttirirken, -OH
gruplar1 ise [-1,4-glukandaki glikozit baglan ile
hidrojen bagi olusturarak etkilesir ve bu durum
zincirdeki glikozit baglarin diger asidik bdlgelerle
etkilesimini arttirir. Bu 6zellik 5-HMF verimini
arttiric1 yonde etki etmektedir [16].
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OMisir Samani BLinter BHav M Seliloz
25 r
20
15
10

mg 5-HMF / g biyokiitle

BH250S

Amberlyst-15

Sekil 5. Doniisiim deneyleri sonrasi elde edilen 5-HMF
miktarlarinin kiyaslamasi

Sekil 6’ de goriildigii uzere Kkatalizorlic dontisim
deneylerinden reaksiyon sonrasi ortamda bulunan
glikoz miktar1 daha fazla olmaktadir. Reaksiyon
ortaminda asidik karakterli bu katalizorler ¢oziinen
kiciik seker molekiillerini doéntstiirmede etkili
olurken, bir yandan da biyokiitle materyallerinin
etkin hidrolizini siirdiirmektedir. Bu hidroliz etkisi
her zaman glikoza kadar pargalanma seklinde degil,
daha biiyiik yapili seker molekiillerine (disakkaritler,
polisakkaritler, vb.) parcalanma seklinde de olabilir.
Bu durum ticari Amberlyst-15 katalizoriiniin hidroliz
etkisinin yiiksek olmasina karsin 5-HMF déniisim
etkinliginin diisiik olmasinin sebeplerindendir.

OMisir Saman1 B Linter B Hav M Seliiloz

350
300
250
200
150
100

50

mg glukoz / g biyokiitle

Kor BH250S Amberlyst-15

Sekil 6. Doniisiim deneyleri sonrasi ¢ozeltide kalan glikoz
miktarlarinin kiyaslanmasi

Sonuglara bakildiginda  6zellikle mikrokristalin
seliiloz katalizér yardimiyla glikoz monomerlerine
daha fazla pargalanmis ve 5-HMF’ye doniismeyen
fazlaca bir kisim ¢ozelti ortaminda kalmigtir. BH250S
katalizériintin 5-HMF dontisim aktivitesi ticari
katalizor Amberlyst-15 kiyasla daha iyi oldugundan
reaksiyon sonrasi ortamda genel olarak daha az
glikoz molekiilii bulunmaktadir.

4. Tartisma ve Sonug

Biyokiitle tiirevli karbon bazli siilfolanmis kati asit
katalizorler literatiirde ozellikle seliilozun
hidrolizinde yiiksek katalitik aktiviteleri, tekrar
kullanilabilir olmalari, ucuz ve dogal hammadde
kaynaklarindan hazirlanmalari nedeniyle son yillarda
oldukga ilgi c¢ekmektedir. Bu c¢alismada bugday
samani ilk kez karbon katalizorler i¢in baslangi¢
materyali olarak kullanilmis ve daha once hig
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calisiilmamis olan linter ve hav gibi farkh atik
biyokiitlelerin bu katalizor ile sulu ortamda 5-HMF’ye
dontisim verimleri incelenmistir. Misir samani, hav
ve mikrokristalin seliiloz doéniisiimlerinde en iyi
sonuglar BH250S katalizorii ile elde edilmis, atik
havdan bu katalizor ile gram biyokiitle basina 12,5
mg 5-HMF elde edilirken, buna Kkarsilik ticari
katalizor =~ Amberlyst-15 donisim aktivitesi
gostermemistir. Model bilesik saf mikrokristalin
selilozun 5-HMF doéniisimi katalizorsiiz ortama
kiyasla yaklasik 3 katlik artis gdstermistir.

Literatiirde yer alan benzer bir c¢alismada
hidrotermal karbonizasyon ile misir sapindan elde
edilen stlfolanmis karbon kati asit katalizor ile iyonik
siv1 ortaminda c¢alisilmis, iyonik sivinin hem ¢oziicii
hem Kkatalizor etkisinden faydalanilarak daha yiiksek
5-HMF doniisiim verimi elde edilmistir [17]. Ancak
iyonik  sivinin  toksik etkileri g6z Onilinde
bulunduruldugunda, ¢o6ziicii olarak suyun tercih
edilmesi ve verimi arttirmak icin Kkatalizoriin
modifikasyon ile gelistirilmesi daha ¢evreci bir
yaklasim olacaktir. Calismanin devaminda bu karbon
katalizore daha fazla asidik 6zellik kazandirabilecek
farkli fonksiyonel gruplar baglanarak biyokiitle
hidrolizi ve degerli kimyasal eldesi konusunda
endiistriyel diizeyde ¢alismalar gergeklestirilebilir.
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Abstract: Storage of various products obtained from wastes or leaving these to the
nature lead to many difficulties and huge problems such as environmental pollution.
Today, some studies are carried out on the recycling of wastes and by-products gained
during the manufactory of various products. Wastes can be used to obtain new products
or as an additional substance on the existing products. Both recycle of wastes and by-
products prevents damage to the environment and reduces the occurrence of related
problems to a minimum level by mitigating the usage of very scarcely found natural
substances. Thus, it is important that industrial wastes be gained to state economy
through being recycled for various uses. In recent years, studies on removal of wastes
by recycling on highway layers have been extended. The aim of this study is to
introduce the technical advantages of plastic materials known only as a simple waste
material and to convert the environmental, economic and technical disadvantages of
these materials as waste as an asphalt coating material. In the study, the samples were
prepared by mixing bitumen with bituminous waste plastic heat treatment method and
prepared samples were subjected to Marshall Strength and Indirect Tensile Strength
tests and the results were interpreted.

Atik Plastiklerin Karayolunda Kullanimi

Anahtar Kelimeler
Cevre,

Atik plastik,

Modifiye bitiim,

Sicak asfalt karisim,
Marshall Stabilite Testi,
Yol kaplamasi

Ozet: Atiklardan elde edilen cesitli iiriinlerin depolanmasi veya dogaya birakilmasi
bircok zorluga ve cevre kirliligi gibi biiyiik sorunlara yol agar. Giiniimiizde, cesitli
tiriinlerin imalati sirasinda kazanilan atiklarin ve yan iirtinlerin geri déntisiimii tizerine
bazi ¢calismalar yapilmaktadir. Atiklar yeni iirtinler elde etmek i¢in veya mevcut {iriinler
tizerinde ek bir madde olarak kullanilabilir. Hem atiklarin hem de yan iiriinlerin geri
doéniistimi, cevreye verilen zarari dnler ve ¢ok az bulunan dogal maddelerin kullanimini
hafifleterek ilgili sorunlarin ortaya ¢ikmasini asgariye indirir. Bu nedenle, endiistriyel
atiklarin c¢esitli kullanimlar icin geri doniistiiriilerek devlet ekonomisine kazandirilmasi
onemlidir. Son yillarda, karayolu katmanlarinda geri déniisiim yoluyla atiklarin
giderilmesine iliskin ¢alismalar genisletilmistir. Bu ¢alismanin amaci, sadece basit bir
atik malzeme olarak bilinen plastik malzemelerin performanslar1 agisindan teknik
avantajlarini tanitmak ve bu malzemelerin atik olarak cevresel, ekonomik ve teknik
dezavantajlarini asfalt kaplama malzemesi olarak kullanarak avantaja doniistirmektir.
Calismada smiflandirilmis graniil haldeki atik plastik 1s1l islem yontemiyle bitiimle
karistirllarak numuneler hazirlanmis ve hazirlanan numuneler Marshall Dayanim ve
Indirekt Cekme Dayanim deneylerine tabi tutularak sonuglar1 yorumlanmustir.

1. Introduction

efficient use of natural resources, and the
environmental impact of waste materials will make a

Due to population growth and rapid industrialization,
the world's natural resources are decreasing each
year and their needs are increasing [1]. Instead of
using natural materials, the by-products and waste
materials produced during the production or
processing of these natural materials should be
reused [2]. This will lead to energy savings through

*Corresponding author: mehmetsaltan@sdu.edu.tr
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major contribution to the country's economy in the
long run and minimize storage for disposal [3].

As the quality of life increases as a result of the
progress achieved by industrialization, the inevitable
growth in the population causes the depletion of
natural resources and pollution of the environment
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more and more and this necessitates waste

management [4].

Changing living standards make it difficult to control
and manage waste by increasing waste quantity and
waste diversity [5]. The pollution caused by the
wastes increases the size of the existing and potential
risks day by day and causes the decrease of natural
resources [6]. For these reasons, waste management
is becoming increasingly important and complex in
our age [7]. As a matter of fact, the theme of World
Environment Day in 2018 has been determined as
‘Combating Plastic Pollution’ [8]. With this theme, it is
aimed to reduce the production and use of plastic
products used in the world [9].

As a result of the researches, it is observed that 50%
of the environmental pollution occurred in the last 35
years [10]. Plastics are used in the construction of
many household and industrial materials [11].
Worldwide, the production of waste plastics is
460.000 t/day, which accounts for approximately 8%
(24% by volume) of municipal solid waste. Plastic
based solid wastes constitute 8% and 12% by volume
of solid wastes collected in the world [12].

Plastics Manufacturers Association (PAGDER)
According to the data, which is 80.8 kilograms per
person in 2015 in Turkey plastic consumption
increased by 11.5 percent over 3 years 2018 well
reached 90.1 kilograms [13].

Within the scope of sustainable development, waste
management strategies aiming to ensure that wastes
do not threaten the environment and human health
and turn them into an input for the economy are
adopted throughout the world [14]. Integrated solid
waste management is a process which begins with
waste reduction at source, reuse, recycling and
recovery practices and ends with collection and
disposal of waste. The Ministry of Environment and
Urban Planning's Packaging Waste Regulation aims to
recycle 20% of the year 2020 and is 60% in line with
the EU [15].

Indeed, according to the report prepared by the
Chamber of Certified Public Accountants of Istanbul
(ISMMMO) titled “Treasure in The Trash”, 2 Million
Turkish Liras worth of waste is regained to the
economy on a daily basis thanks to street collectors,
wholesalers and recyclers. When the same calculation
is made for the whole year, it is seen that the amount
that we throw away and cannot recycle is 1.1 Billion
TL. As a result of the comparison between 800
Million TL regained to the economy with brand new
products, it was calculated that Turkey saved 405
million TL worth of additional waste [16].

In the Workshop Report of the Association of Plastic
Industrialists (PAGDER) Strategic Expansions for
Plastic Recycling Enterprises; the global market size
of plastic recycling sector with current prices will
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exceed $ 900 billion in 2050 and Turkey in 2025 if
current growth continues to 3,25 billion dollars; In
2050, it is estimated that it will reach a sector of 63
billion dollars [17]. It is stated that the plastic
recycling sector, which is expected to process 4.3
million tons in 2030, is expected to reduce the
current account deficit of raw materials by 35.1%
[18].

The use of industrial wastes in road construction has
become widespread in recent years % [19]. It is
possible to remove industrial wastes by using them in
road construction % [20]. They can be used in
wearing and binder courses, base and sub-base layers
and base-floor (as filler material) % [21]. In addition,
they can be used as aggregate or supplemental
cement material in rigid pavement or cement-
concrete [22].

In this study, it is investigated whether waste plastics
can be used together with bitumen in asphalt
concrete. In addition, the effect of waste plastic used
on asphalt concrete on plastic deformation was
investigated. In this study, two kinds of plastics were
investigated. Shredded polyethylene terephthalate
(PET) and granular low density polyethylene (LDPE)
obtained from black nylon bags were added directly
to the hot mix asphalt (HMA) for a certain period of
time to the prepared samples. The waste plastics
were mixed into the bitumen in the heat treatment. In
addition, hot plastic asphalt (HMA) samples were
prepared by reducing the bitumen rate by a certain
amount.

2. Material and Method
2.1. Material
2.1.1. Waste Plastic

The word plastic is derived from the Greek word
plastikos meaning “capable of being shaped or
molded” [23]. Plastic is a general name used for
materials obtained by breaking the bond in simple-
structured molecular groups called monomer formed
by carbon (C) with hydrogen (H), oxygen (0),
nitrogen (N) and other organic or inorganic elements
and turning them into polymers, which are long and
chained structures. For example, Ethylene is a
monomer. It is one of the most widely used plastics
[24]. As can be understood from the definition above,
plastics are not available in nature, but derived from
humans by using catalysts on elements in nature at a
certain temperature and pressure and allowing
monomers to react [25]. Plastics are obtained from
residual materials generated after processing crude
petroleum in refineries. According to studies, only
4% of the petroleum in the world is used for
producing plastics [26]. Although rubber and other
similar natural products are defined as plastics, these
are excluded from plastics in the modern definition. It
is difficult to make the distinction between resins and
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plastics. Most artificial materials can be referred to as
both resin and plastic. Plastic materials have become
the most important commercial materials in the
world since they are lightweight, cheap, and easy-to-
process and have numerous different areas of use.
Huge amounts of plastic materials are used in
everyday life. Most of these materials are used only
once and thrown away and take up a lot of space in
terms of volume, which has caused environmental
pollution [27].

Waste plastics fall into two categories as production
waste and consumption waste. Production wastes are
clean wastes, which were generated in the
production phase and their type and color are known.
Since these wastes do not contain any foreign
substances, they are directly crushed in plastic
crushers, melted and granulated. This is referred to
as dry crushing. Consumption wastes are derived
from collection of plastics within the scope of
recyclable waste. Collected waste plastics are kept in
water tanks in order to eliminate foreign substances.
Then, waste plastics are dried in ovens at a
temperature which will not impair their chemical
structure. Dried plastics are crushed in plastic
crushers, melted and granulated. This is referred to
as wet crushing. The reason why plastics are
granulated is to obtain equal density.

Two types of plastics were used in the research.
These are granular low density polyethylene (LDPE)
obtained from black nylon bags and shredded
polyethylene terephthalate (PET / PETE) from Sefali
Scrap Recycling Company located in Isparta Province
Waste Collector Zone. These plastics are also
available in the market.

Table 1. One kg of PET bottle flake

Sieve Size (mm) Amount (g)

12.5 -

9.5 -

4.75 0.72
2.00 33.35
0.425 613.29
0.180 129.98
0.075 203.92
Dust 19.20

2.1.2. Aggregate and bitumen

Aggregate and bitumen used to prepare test samples
were obtained from the Municipality of Isparta.
Weights and characteristics of aggregates used in
tests are indicated in Table 2. The gradation graph of
aggregate selected within the specification limits is
given in Figure 1.

Standard aggregate tests have been performed on
bitumen which was used in the mix [28]. The bitumen
characteristics obtained as a result of tests can be
seen in Table 3.
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Table 2. Gradation Limits [29]

Sieve Diameter Limit o Gradatu.)n 3 d Weight
(mm) values . % the n.nx Y% @
exceeding exceeding
19 (3/4") 100 100 0
12.5 (1/2") 83-100 90 124.5
9.5 (3/8") 70-90 80 124.5
4.75 (No. 4) 40-55 45 435.75
2.00 (No.10) 25-38 30 186.75
0.425 (No.40) 10-20 15 186.75
0.180 (No.80) 6-15 10 62.25
0.075 (No.200) 4-10 6 49.8
Dust 0 0 74.7
Total 100% 100% 1245

Limit Value (Lower) Gradation of Mix Limit Value (Upper)

100
X
w 80
£
s 60
a
g
= 40
2
>
€ 20
O
0
0.01 0.1 1 10 100
Sieve Size, mm
Figure 1. Gradation graph of aggregate selected
Table 3. Characteristics of Bitumen Used
Test Mean Standard
Values
Penetration (25 °C) 60-70 ASTM D5
Flash Point 180°C ASTM D92
Combustion Point 230°C ASTM D92
Softening Point 45.5°C ASTM D36
Ductility (5 cm/minute) >100cm ASTM D113
Specific Gravity 1.030 ASTM D70
2.2. Method

Several methods have been tried to add waste
materials to HMA. The pyrolysis method is one of the
most common methods. The pyrolysis method - an
important method used to recover waste materials -
involves heating organic substances in an oxygen-free
environment and turning them into gas, solid or
liquid products and it is based on deformation of
wastes with or without catalysts with the effect of
temperature in inert, vacuum or reducer (hydrogen)
environments. Thus, it is aimed to acquire a kind of
waste material which causes environmental pollution
and appears as an input to the economy. The reason
for the use of plastics in the study is that the
deformations of plastics under high tension are
similar to those of metals. When the process is
completed in pyrolysis method; it is observed that the
chemical structure of plastics has changed and the
resistance of tensile plastics to gas has decreased. In
addition, in addition to plastics, the pyrolysis process
is not suitable for all products whose crude material
is obtained as petroleum, as it changes their chemical
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structure. Another method is to mix the waste
material with aggregate as aggregate. The plastics
adhered to the pan due to high temperature and their
chemical structure was deformed as a result of this
method. Therefore, we concluded that this method
was not appropriate and decided to add the waste
material into the bitumen. The waste material was
added to the HMA as an additional substance.

With time study, samples were prepared by adding
waste materials to bitumen in preheated furnaces to
160 °C. Since the melting temperature of the plastics
is 270/380 °C, the oven is fixed to 160 °C in order not
to disturb the structure of the bitumen. The main
reason for the preparation of the samples by this
method is to ensure full adherence between the
waste material and the bitumen, which begin to
soften at a certain temperature. Optimum ratio and
time were determined by time research.

In addition, by reducing the bitumen rate used in
HMA, the amount of waste material was reduced and
prepared in the samples.

Samples prepared with waste plastics were applied
Marshall Stability and Indirect tensile strength tests.

3. Research Findings
3.1. Marshall Stability Test Results

Marshall Samples 5% - 4.73% bitumen and bitumen
with 60-70 penetration for wear layer Type-1
aggregate gradation.

Two types of plastic wastes were utilized during the
tests. Firstly, PET shredded bottle were used in hot
mix asphalt instead of bitumen. 15 g (1,21%), 20 g
(1.61%), 30 g (2.41%), 35 g (2.81%) of waste plastic
were added to bitumen and the same amount of
bitumen was reduced to prepare Marshall samples.
Figure 2 shows Marshall Test results of samples
prepared by keeping in oven for 20 min and adding

5% bitumen.
20 30 35
PET waste added to bitumen (g)

15
Figure 2. Comparison of Marshall Results of samples
prepared with PET

15

10

Marshall Stability (kN)

5
0
reference

As can be seen in the figure, Marshall Stabilities of
samples prepared with PET have increased. The
sample prepared with 20 g gave the highest Marshall
stability value and yielding remained within the
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specification limits. Also, a time study was performed
and the best Marshall and yielding values at optimum
temperature were investigated. Samples prepared
with 10 g, 20 g, 30 g, 35 g and 5% bitumen can be
seen in Figure 3.

In addition, bitumen and waste plastic were kept in
an oven to preheat at 160 °C in order to ensure
bitumen and waste plastic combine better. Samples
were kept in the oven for 20 min, 1 hour 20 min and
2 hours 20 min and results were examined. Keeping
samples in the oven for 1 hour 20 min produced the
best result. Thus, the optimum value at the optimum
temperature was investigated.

1s E20min M1h20min M2 h20 min
=
<
Z10 -
E
@
2 5
@O
5
©
= 0 -
Reference 10 15 20 30
PET waste added to bitumen ( g)

Figure 3. Time study of samples prepared with PET

Time values were studied for samples prepared by
adding 15%, 20%, 25%, 30%, 35% PET shredded
bottle by weight. The graph shows that all samples
prepared with PET shredded bottle were above the
Marshall lower limit value. Sample prepared with
20% kept in the oven for 1 hour 20 min produced the
best result.

Also, Marshall Samples containing bitumen equal to
4.73% of total weight at Type-1 aggregate gradation
and PET waste were prepared for 15 g, 20 g, 25 g, 30
g, 35 gand 20 g produced the best result.

The second type of waste used in the study was
granulated LDPE. Among samples prepared with 5%
bitumen, 20 g kept in an oven for 1 hour 20 minutes
produced the best result. Marshall Stability
significantly increased for samples prepared with
granulated LDPE. However, yielding values increased
beyond the technical specification values.

Marshall Stability increased for all samples prepared
by adding PET shredded bottle into bitumen. Also,
yielding remained within technical specification
values with bitumen reduced by the amount of waste
added. This result shows that we can produce
environment-friendly solutions by using waste
plastics in pavement construction and increase the
Marshall stability by reducing the amount of bitumen.
Test results show that we can both increase the
stability and prevent experimental pollution by
reducing bitumen in HMA.
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3.2. Indirect Tensile Strength Test Results

Indirect tensile strength test is performed to
determine the moisture susceptibility of bituminous
mixtures.

After determining Marshall Stability of samples
prepared with optimum bitumen ratios, samples
prepared with the same ratios were applied
conditioned indirect tensile strength test. As can be
seen in the Figure 4, the values are close to the right
values. PET shredded bottle was used as waste
material in samples subjected to indirect tensile
strength test. As this graph shows, PET shredded
bottle wastes may increase load distribution capacity
of bituminous pavements and crate a stronger tensile
strength against loads.

1500

1400

y =1.0278x
1300

&200

1100

1000

Indirect Tensile Strength (Conditioned),

900
900 1100 1300 1500

Indirect Tensile Strength (Unconditioned), (kPa)

Figure 4. Indirect tensile test results of samples
prepared with waste plastics

4. Discussion and Conclusion

The amount of waste plastics, which are industrial
solid wastes, increase with each passing by and they
have reached a level threatening the environment.
Wastes must be used in various areas and disposed of
in order to solve this problem.

In the world, most of these industrial wastes may be
used in roadways from the base layer to the
pavement layer. Using waste materials instead of
traditional materials in road construction allows for
production with lower costs, disposal of waste
materials causing environmental pollution and
preservation of natural materials. Sufficient research
should be conducted on waste materials, these
materials should be known better and the material
providing an advantage should be chosen based on its
properties and used in the suitable road layer
(provided that it meets specification values).

Two values obtained from the results stood out
among the results of the tests performed. The first is
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that Marshall stability values increased for samples
prepared with PET shredded bottle, whereas yielding
values remained within specification limits. The
second result was that these stability values were
achieved with less bitumen. Therefore, it is safe to say
that waste materials may be used as binding material
in bituminous mixes. However, the need for a
preliminary treatment (granulation of wastes) and
the addition of a heating unit to asphalt plants to
achieve optimum results by adding waste plastics to
the mix are factors that increase costs.

The worth of bitumen used for a 1 km road is TL
64743.52. However, if waste plastic is used instead of
bitumen, the bitumen cost will be reduced by 32%
and 23.13253 tons of waste plastic will be regained to
the economy without polluting the environment.
Also, processing costs will be eliminated as well since
waste materials will not be stored and cause
environmental pollution.
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Anahtar Kelimeler
Depolanmis bugday,
Bocek yogunlugu,
Zarar orani,
Kiitahya

Ozet: Bu calisma 2017 yilinda Kiitahya ili iiretici depolarinda bulunan bugdaylardaki
zararli ve yararl bocek tiirleri ve bu tiirlerin yogunluklarinin tespiti ile depolarda sebep
olduklar zarar oranlarinin belirlenmesi amaci ile yapilmistir. 24 farkli kéyden alinan
toplam 41 oOrnegin incelenmesi sonucunda, Sitophilus granarius (L.), Oryzaphilus
surinamensis (L.), Tribolium castaneum (Herbst), Tenebroides mauritanicus (L.),
Tenebrio molitor (L.), Anthrenus scrophulariae var. albidus (Reitter), Dienerella sp.
(Reitter), Stegobium paniceum (L.), Plodia interpunctella (Hiibner) ve Ephestia cautella
(Walker) olmak tizere toplam 10 bocek tiirii zararl olarak tespit edilmistir. Ayrica
Lariophagus distinguendus (Forster), Anisopteromalus calandrae (Howard) ve Bracon
hebetor (Say) tiirleri dogal diisman olarak bulunmustur. Zararh tiirlerden S. granarius
ve O. surinamensis sirasiyla orneklerdeki yogunluk (%52.6-%40.2) ve bulasiklik
(%56.1-%46.3) bakimindan en fazla karsilasilan tiirler olmustur. Orneklerde zarar
goérmiis tane ortalamasi en yliiksek %10 olarak tespit edilmis olup, il ortalamasi1 %1.39
bulunmustur. Tespit edilen 13 farkli bocek tiiriinden, Anthrenus scrophulariae var.
albidus’'un Tirkiye'de ilk kez bugday depolarindaki varligi bu c¢alismayla ortaya
konulmustur.

Harmful Insects and Their Natural Enemies on Wheat Samples taken from Producer

Warehouses in Kiitahya Province

Keywords
Stored wheat,
Insect density,
Damage ratio,
Kiitahya

Abstract: This study was carried out to determine harmful and beneficial insect species
and their densities in wheat that is in producer warehouses of Kiitahya province in
2017. In a total of 41 samples taken from 24 villages, it was detected 10 harmful insects
species, namely Sitophilus granarius (L.), Oryzaphilus surinamensis (L.), Tribolium
castaneum (Herbst), Tenebroides mauritanicus (L.), Tenebrio molitor (L.), Anthrenus
scrophulariae var. albidus (Reitter), Dienerella sp. (Reitter), Stegobium paniceum (L.),
Plodia interpunctella (Hibner) and Ephestia cautella (Walker). Furthermore,
Lariophagus distinguendus (Forster), Anisopteromalus calandrae (Howard) and Bracon
hebetor (Say) were found as natural enemy. The most common species in the samples in
terms of density and infestation were S. granarius (52.6%-56.1%) and O. surinamensis
(40.2%-46.3%), respectively. Although the highest damaged kernel ratio in the samples
was calculated to be 10%, provincial avarage was 1.39%. As a result of this study, 13
different insect pest species were detected and Anthrenus scrophulariae var. albidus was
firstly detected on stored wheat in Turkey.

1. Giris

23 milyon hektarlik tarim alaninin 7.6 milyon
hektarhk  kisminda  (%33) bugday lretimi

Bugday temel besin maddemiz olmasindan dolay1
diger tarimsal lriinlere nazaran ayr1 bir 6neme
sahiptir. Ayrica son yillarda yenilenebilir enerji icin
hammadde olarak kullanilmasinin yaninda saman,
kepek, razmol gibi yan lriinlerinin yem sanayisinde
uzun yillardir kullaniliyor olmasi bu 6nemi daha da
artirmistir. 2017 verilerine gore tlilkemizin yaklasik

*ilgili yazar :0erdalzengin0@gmail.com

yapilmaktadir. Kiitahya ilinde ise bu oran toplam
ekilebilir alaninin (320 bin hektar) %44’iine (140 bin
hektar) karsilik gelmektedir [1]. Artan niifusun
talebinin karsilanmasi, iklim degisikliklerinden dolay:
yasanan olumsuzluklar, bugdaydan elde edilen
iriinlerin ~ ihracatinda gergeklesen artis gibi
nedenlerden dolay1 bugday tliretiminde, gerek tarlada
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gerekse depolamada yasanan kayiplarin en aza
indirgenmesi  zorunlu hale gelmistir. Diinya
genelinde, depolanmis tahillarda meydana gelen
kayip yaklasik %10 olarak kabul edilmis olup bu
kaybin %5’lik kisminmin bécek zararindan dolay1
kaynaklandig1 tahmin edilmektedir [2]. Tirkiye'de ise
bocekler tarafindan depolarda sebep olunan kaybin
%10 seviyelerinde oldugu belirlenmistir [3].

32 takim icinde simiflandirilan béceklerin sadece 3
takimi  (Coleoptera, Lepidoptera, Psocoptera)
depolanmis iirlinlerde zarar yapan bocekleri igerir
[4]. Herhangi bir nedenle zarara ugramamis, saglam
bugday tanesi ile beslenerek zarar yapabilen bécek
tiirleri primer zararh olarak adlandirilmaktadir. Bu
zararhlardan  depolanmis  bugdaylarda  sike¢a
karsilasilanlar, Sitophilus granarius (L.) (Coleoptera:
Curculionidae), Rhyzopertha dominica (Fabricius)
(Coleoptera: Bostrichidae), Sitotroga cerealella
(Olivier) (Lepidoptera: Gelechiidae) ve Trogoderma
granarium (Everts) (Coleoptera: Dermestidae)’dur
[4]. Diger zararh tirlerin hepsi primer zararllar ya
da farkli etmenler tarafindan kirilmis, ¢catlamis veya
yenmis taneler {izerinde ve bunlarin tozlaryla
beslenirler. Bu tiir zararlilara da sekonder zararh
olarak tanimlanmaktadir. Baska bir depo zararlisi
tiri ise dogrudan bugday tanesi iizerinde
beslenmeyip metabolik aktivitesi yiiziinden ortamin
sicakligini ve nemini arttirarak fungal gelisimi tesvik
etmekte ve depolarda bulunan iirtiniin bozulmasina
neden olmaktadir. Bu tiirlerin en o6nemlileri
Ahasverus advena (Waltl) (Coleoptera: Silvanidae),
Cryptolestes ferrugineus (Stephens) (Coleoptera:
Laemophloeidae) ve Liposcelis spp. (Motschulsky)
(Psocoptera: Liposcelididae) tiirleridir [3-5].

Bu calismayla Kiitahya ilinde iiretici depolarinda
muhafaza edilen bugdaylarda zarar yapan bdcek
tirleri, bunlarin yogunluklar1 ve depolardaki zarar

oranlar1 ile faydali tirlerin durumu ortaya
cikarilmaya calisiimistir.

2. Materyal ve Metot

Kiitahya ili ve ilgelerinde bulunan iretici

depolarindaki bugdaylarda zarar meydana getiren
boceklerin ve onlarin dogal diismanlarinin tespit
edilmesi amaciyla, 2017 Haziran-Eylil aylar1 arasinda
Altuntas, Emet, Gediz, Hisarcik, Simav ve Saphane
ilcelerinde bulunan 23 kdyden toplam 41 adet 6rnek
alinmistir. Calismanin yapildigi koylerde fireticiler
tarafindan bugday depolama islemi kisa siireli
yapildigindan, ornekler hasat tarihini kapsayacak
sekilde 4 aylik donem igerisinde alinmistir.

Ornekler, betonarme veya ahsap ozellikteki
depolarda yi8in ya da ¢uvallanmis olarak bulunan
bugdaylarin dort farkli noktasindan ya da dort
¢uvaldan, yiizeyden ve yaklasik 50 cm derinlikten
olmak iizere 2 kg olacak sekilde elle alinmistir. Her
bir ornekten 66 cl'lik kavanozlara alt oOrnekler
alinarak kavanozlarin agizlan tiil ile kapatilmis ve
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tizerleri Orneklerin alindigi yer ve tarih bilgisi
bulunan etiketlerle etiketlenmistir. Kavanozlar,
bugday tanelerinin igerisinde olabilecek bdcek
tlirlerinin ¢ikisinin saglanmasi icin 2 ay stireyle oda
sicakliginda muhafaza edilmistir. iki ay sonunda
ornekler 2 mm g6z agikligina sahip metal elekle
elenmis ve her bir 6rnek icinde bulunan bocek tiirleri
ayiklanarak teshis icin hazirlanmistir. Orneklerde
tespit edilen larvalar plastik kaplara alinarak ergin
hale gelinceye kadar oda sicakliginda bekletilmis ve
sonrasinda teshisleri yapilmistir.

Allman bugday orneklerinden elde edilen her bir
tliriin yogunluk orani, érnekteki tiiriin birey sayisinin
ayni ornekteki toplam bdcek sayisina oranlanmasiyla
bulunmustur. Tiiriin bulundugu o6rnek sayisinin
toplam o6rnek sayisina orani ise o tiiriin bulasiklik
ylzdesini vermistir. Ayrica her érnekten rastgele 300
adet bugday tanesi alinarak 100’erli ii¢ gruba
ayrilmistir. Bugday taneleri tek tek kontrol edilerek
bocek zarari olanlar sayilmis ve li¢ grubun ortalamasi
alinarak o o6rnege ait zarar oram tespit edilmistir.
Kirik ve parcalanmis tanelerin bdcek zararindan
dolay1 olup olmadigi tespit edilemeyeceginden
sayima dahil edilmemis, sadece tlizerinde yuvarlak
muntazam c¢ikis deliklerine sahip taneler sayilmistir.
Zarar gormis tane sayilarinin ilgeler arasindaki
karsilastirilmasi1 SPSS 16.0 programi ile tek yonli
(ANOVA) varyans analizi uygulanarak yapilmis olup,
ortalamalar arasinda fark belirlenen gruplarin
karsilastirilmasi ise 0.05 diizeyinde Tukey testi ile
yapimistir.

Zararh tirlerin teshisleri Rees [5] ve Canadian Grain
Commission [6] gore yapilmis olup, faydali tiirler ise
Prof.Dr. Mikdat DOGANLAR (Biyolojik Miicadele
Arastirma Enstitiisi, Adana) ve Prof.Dr. Ahmet
BEYARSLAN (Bitlis Eren Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiltesi, Biyoloji Bolimi, Bitlis) tarafindan
tanilanmistir. Ayrica dermestid tiri Prof. Dr. Jifi
HAVA (Czech University of Life Sciences, Faculty of
Forestry and Wood Sciences, Czech Republic)
tarafindan teshis edilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Kiitahya ili ve ilcelerinden toplanan 41 6rnekte 13
bocek tiiri tespit edilmistir. Bu tiirlerin 8 tanesi
Coleoptera takimina, 2 tanesi Lepidoptera takimina
ve 3 tanesi de Hymenoptera takimina ait tiirlerdir.
Takimlarin tespit edilme oranlart Sekil 1’de
verilmistir.

Coleoptera takiminin Curculionidae familyasina ait
Sitophilus granarius (Bugday biti), Silvanidae
familyasina ait Oryzaphilus surinamensis (Testereli
bocek), Tenebrionidae familyasina ait Tribolium
castaneum  (Herbst) (Un  biti), Tenebroides
mauritanicus (L.) (Ekin kara bdcegi) ve Tenebrio
molitor (L.) (Un kurdu), Dermestidae familyasina ait
Anthrenus scrophulariae var. albidus (Reitter),
Latridiidae familyasina ait Dienerella sp. (Reitter) ve
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Anobiidae familyasina ait Stegobium paniceum (L.)
tlirleri tespit edilmistir. Lepidoptera takiminda tespit
edilen iki tiir Pyralidae familyasina ait olan Plodia
interpunctella (Hiibner) (Kuru meyve giivesi) ve
Ephestia cautella (Walker) (Kuru incir kurdu)
olmustur. Hymenoptera takimindan faydal tiir olarak
belirlenen Lariophagus distinguendus (Forster) ve
Anisopteromalus calandrae (Howard)'nin
Pteromalidae familyasina, Bracon hebetor (Say)'un
ise Braconidae familyasina ait oldugu gortlmiistiir.

= Coleoptera

= Lepidoptera

Hymenoptera

Sekil 1. Kiitahya ilinde depolanan bugday orneklerinde
tespit edilen bocek tiirlerinin takim diizeyinde bulunus
oranlar1 (%)

Incelenen érneklerde 3 takim, 9 familya ve 13 tiire ait
toplam 2447 adet bocek bulunmus olup bir érnege
diisen ortalama bocek sayisi 59.7 olarak tespit
edilmistir. Bulunan 13 tiiriin sadece 1 tanesinin
primer zararh (S. granarius) oldugu, 9 tanesinin
sekonder zararli ve 3 tanesinin de depolanmis
bugdaylarda zarar yapan baz tiirler {zerinde
ektoparazitoit olarak beslenen faydali tir oldugu
anlasilmistir. Bagcr vd. [7] Ankara ili hububat
depolarinda yaptiklar1 ¢alismada, Coleoptera ve
Psocoptera takimlarina ait toplam 9 tiriin varhigini
tespit etmisler ancak herhangi bir faydali tiiriin
varligina rastlamamislardir. Benzer sekilde Coskuncu
[8] Bursa ili un fabrikalarinda surveyler
gerceklestirmis ve sonug olarak sadece Coleoptera ve
Lepidoptera takimlarina ait primer ve sekonder
zararl tiirlerin varliklarin tespit etmislerdir.

Calisma siiresince alinan oOrneklerde tespit edilen
tirlerden yogunluk orani en fazla olan g tir;
S.granarius (%52.6), O.surinamensis (%40.2) ve
L. distinguendus (%3.9) olmustur (Sekil 2). Tespit
edilen faydali tiirlerden olan L. distinguendus, alinan 9
ornekte toplam 95 adet, A. calandrae, alinan 5
ornekte toplam 41 adet, B. hebetor ise alinan 2
ornekte toplam 5 adet olarak bulunmustur.
B. hebetor'un konukgusu olan P. interpunctella’nin
toplam 4o6rnekte 12 adet ve E.cautellamin da 2
ornekte toplam 5 adet bulunmasi, bu dogal diisman
tiiriin diger dogal diismanlara oranla érneklerde daha
az tespit edilmesine neden olmustur. L. distinguendus
hem yogunluk oram1 bakimindan hem de
orneklerdeki bulasiklik durumu bakimindan faydah
tirler arasinda ilk sirada yer almistir. Orneklerde
bulunan toplam 2447 adet bocegin %5.8 (141
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adet)’ini faydal tiirler olusturmustur. Bu ¢alismadan
farkli olarak Giineydogu Anadolu Bélgesinde Ozar vd.
[9] tarafindan yapilan calismada faydali tir olarak
Scenopinus spp. (Diptera: Scenopinidae)’'nin hububat
depolarinda tespit edildigi bildirilmistir. Her ne kadar
bu calismada tespit edilen A. calandrae ve
L. distinguendus’un Tiirkiye’deki varligi Onciier [10]
ve Soydanbay-Tuncylirek [11]'de belirtilse de, son
yllarda depolanmis tiriinler lizerinde yapilan siirvey

calismalarinin  hicbirinde bu tiirlerin  tespiti
yapilamamistir.
= S.granarius = O.surinamensis L.distinguendus

® A.calandrae

= Diger
%1.7

%1.7

%3.9

Sekil 2. Kiitahya ilinde depolanmis bugdayda tespit edilen
tiirlerin yogunluk oranlari (%)

Toplanan 6rneklerin 23 (%56.1)’linde S. granarius
tiriine rastlanmis olup, bu tir orneklerdeki
bulasiklik orani en yiiksek tiir olmustur. Bu tiiri
sirasiyla 19 (%46.3) adet numunede rastlanan O.
surinamensis ve 9 (%22.0) adet 6rnekte rastlanan L.
distinguendus turleri izlemistir (Sekil 3). Calisma
sonunda  S.granarius hem  yogunluk orani
bakimindan hem de 6rneklerdeki bulasiklik durumu
bakimindan tespiti yapilan tiirler arasinda ilk sirada
yer almistir. Yeni Zelanda’da Chapman vd. [12]
tarafindan yapilan ¢alismada hububat depolarindan
alinan orneklerde en sik Kkarsilasilan tiir bu
calismadan farkh olarak Liposcelis spp. (Psocoptera:
Liposcelididae) olmustur. Benzer sekilde Bagci vd.
[7)7in Ankara ili hububat depolarinda yapmis
olduklar1 calismada Liposcelis bostrychophila tespit
edilen en yogun tir olmustur. Ergil vd. [13]
tarafindan  Dogu ve  Giineydogu  Anadolu
Bolgelerindeki toplam 11 ilde yapilan c¢alismada ve
Coskuncu [8] Bursa’daki un fabrikalarinda yaptigi
arastirmada, orneklerdeki en yogun ve bulasiklik
orani en fazla tiirlin, bu ¢alismayla benzer sekilde, S.
granarius oldugunu bildirmislerdir.

100
80
W S.granarius
56.1
60 463 B O.surinamensis
40 L.distinguendus
220 B A.calandrae
20 122
0
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Sekil 3. Kiitahya ilinde depolanmis bugday orneklerinde
tespit edilen bocek tiirleri ile bulasiklik oranlari (%)

Calisma siliresince alinan 41 oOrnekten 34’{iniin
(%82.9) en az bir bocek tiiri ile bulasik oldugu, 7
ornegin (%17.1) ise herhangi bir bocek tiri ile
bulasik olmadigi bulunmustur. Temiz ve bulasik
ornek sayilari ile 6rneklerin bulasiklik oranlar1 Tablo
1’de verilmistir. Bocek bulasikligi gériilmeyen 6rnek
sayisi Chapman vd. [12] tarafindan Yeni Zelanda’ da
yapilan bir ¢alismada %26.7 olarak bulunmustur.
Bagcr vd. [7] Ankara ili hububat depolarindan
aldiklar1 toplam 84 O6rnegin 45 tanesinde (%53.6)
bocek  bulasikligina rastlamadiklarim  ifade
etmislerdir. Her iki literatiirde de Orneklerin
¢ogunlukla ticari silolardan alinmis olmas1 ve
orneklenen depolarda kimyasal miicadele yapilmasi
nedeniyle temiz c¢ikan Ornek sayisi daha yiiksek
bulunmustur.

Tablo 1 Kiitahya ilinde depolanmis bugday 6rneklerinin
bdcek bulasiklik oranlar:

rastlanmistir (Tablo 2). En yiiksek ortalama zarar
%10.0 olarak Hisarcik ilgesi Giildiiren koyiinden
alinan ornekte tespit edilmistir. Bu 6rnekte tek bir
bocek tiirii tespit edilmis olmasina ragmen, bu tiiriin
S. granarius (primer zararli) olmasi ve ornekte 162
adet olarak sayilmasi ayrica faydal tiirlerin hi¢birine
rastlanmamasi tanedeki zararin son derece yiiksek
olmasina neden olmustur. Hisarcik ilgesi Hasanlar
koyiinden alinan o6rnekte S. granarius 44 adet tespit
edilmis olmasina ragmen bu oérnekteki zarar orani
%2 olmustur. Ayn1 6rnekte tespit edilen 33 adet L.
distinguendus ve 17 adet A. calandrae, S. granarius’un
bulunma oraninin ve dolayisiyla zarar oraninin diisiik
kalmasina neden olmustur.

Tablo 2. Kiitahya ili depolanmis bugday 6rneklerine ait
ortalama zarar oranlari (+SH)

Zarar Orani

Bulasik  Temiz Bulasikhik

ilge ornek oérnek orani

sayisl sayisl (%)
Altintas 8 2 80.0
Emet 0 3 0
Gediz 5 0 100
Hisarcik 8 0 100
Simav 5 1 83.3
Saphane 8 1 88.8

; Ornek (Adet/100 tane)
lige Sayis1
Ortalama Min.-Maks.

Altintas 10 0.12+0.07ab 0.00-0.60
Emet 3 0.00+0.00a 0.00-0.00
Gediz 5 1.50+1.05ab 0.0-5.60
Hisarcik 8 4.28+1.41b 0.0-10.00
Simav 6 0.00+0.00a 0.0-0.00
Saphane 9 1.58+0.98ab 0.0-9.00
Toplam 41 1.39+0.43 0.0-10.00

Bir ornekte tespit edilen en fazla farkh tiir sayis1 7
olarak bulunmus ve Camkody (Saphane) koyiinden
alinan ornekte sayilmistir. Bunu sirasiyla 5 tir ile
Hasanlar (Hisarcik) koéyii ve 4 tirle Goyniikoren
(Gediz), Asagidolaylar (Simav), Karamanca (Saphane)
ve Kizilkoltuk (Saphane) koyleri izlemistir. Farkl tiir
sayisl iceren oOrneklerin toplam alinan 41 ornege
orani Sekil 4'de verilmistir.
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Sekil 4. Kiitahya ilinde depolanmis bugday oérneklerinde
rastlanan farkl sayidaki tiirlerin bulunma oranlar:

Kiitahya ilinden 2017 yilinda alinan toplam 41
ornegin her birindeki zarar gérmiis tane ortalamalari
bulunmus ve bu degerlere tek yonli varyans analizi
uygulanmistir.  Sonu¢ olarak alinan bugday
orneklerinden hesaplanan zarar goérmiis tane
ortalamalar1 arasinda ilcelere gore farkliliklara
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Ayni siitunda aymi harf ile gosterilen ortalamalar arasinda fark yoktur
(Tukey p>0.05).

Isikber vd. [14] Kahramanmaras ve Adiyaman
illerinde yaptiklari calismada orneklerdeki en yiiksek
zarar oranini %0.3 olarak tespit etmislerdir. Yapilan
bu ¢alismanin 8-12 adet kontrollii ticari silolarda ve
y1l boyunca ayni silolarda yapilmis olmasi, bu zarar

oraninin  disiik  kalmasina  neden  oldugu
diistinilmektedir.

4. Sonug

Calismanin  yapildigt 2017 yilinda  Kitahya

ilcelerindeki iiretici depolarindan alinan bugday
orneklerinin 34 tanesi en az bir bocek tiirii ile bulasik
oldugu tespit edilmistir. Orneklerde, birden fazla
canli primer zararlinin bulunmasi veya bir canh
primer zararh ile 5 ve tlizeri canli sekonder zararl
olmasi ya da canli primer zararhh olmadigi halde
10’dan fazla canli sekonder zararlimin tespit
edilmesiyle, o 6rnegin alindig1 depoya uygun bir bitki
koruma {riiniiniin uygulanmasi gerektigi sonucuna
dayanilarak [5], alinan oOrneklerin 28 tanesinin
(toplam  o6rnegin  %68.3) alindig1  depolarin
ilaglanmasi gerektigi tespit edilmistir. Orneklerdeki il
geneli zarar ortalamasi olan %1.39, diinya genelinde
tahmin edilen %5°’lik bocek zararindan daha diisiik
olmasina ragmen, Hisarcik Giildiren Koyiinden
alinan ornekte bu oranin %10, Saphane Kizilkotuk
Kdyilinden alinan ornekte ise %9 c¢ikmasi oldukca
onemli bulunmustur. Ureticiler tarafindan hasat
edilen bugdaylarin depolanmasi i¢in kullanilan ahsap
ya da betonarme yapilarin zarar gérmiis kisimlarinin
zamaninda ve muntazam bir sekilde onarilmasi,
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havalandirma pencerelerine  zararli  girisini
engelleyecek sekilde uygun tellerin takilmasi gibi
kiiltlirel 6nlemlere dikkat edilmesi gerektigi tespit
edilmistir.

Calisma sonunda tespit edilen 13 bocek tiirtinden biri
olan Anthrenus scrophulariae var. albidus daha 6nce
Tiirkiye’de degisik habitatlarda ve farkl illerde tespit
edilmis olmasina ragmen Tiirkiye’deki bugday
depolarindaki varlig ilk kez bu calismayla Saphane
Karamanca koéylinden alinan 6rnekte bulunmustur
[15-16].

Yapilan bu ¢alisma ile Kiitahya ilinde bulunan tiretici
depolarindaki bugdaylarda bulunan bdocek tiirleri, bu
tlirlerin yogunluklari ve bulasiklik dereceleri ile dogal

diismanlarinin depolardaki durumu ortaya
¢ikarilmistir.  Arastirmanin bu yoniiyle entegre
miicadele  programlart igcin  6nemli olacag:
diistintilmektedir.
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Abstract: Composite nanoparticles obtained increasing interest because of their
scientific and curative importance. Herein, sericin-montmorillonite composite
nanoparticles (Ser-Mt NPs) were synthesized by taking advantage of the
biodegradability and functional surface diversity of sericin, and biocompatibility
and high adsorption properties of montmorillonite as natural resources. The
composite nanoparticle was obtained by the desolvation technique and
crosslinked with glutaraldehyde for the first time. Doxorubicin was selected to be
used as a model anticancer drug to perform the loading and release studies. After
chemical and morphological characterization studies with various methods such as
Fourier Transform Infra-Red Spectroscopy and Electron Microscopy, the cytotoxic
effect of Ser-Mt composite NPs were quanlitatively and quantitatively evaluated on
HepG2 (human liver cancer cell line) cells. The results obviously exhibited that
high drug loading capacity, sustainable drug release property and its effect on
cancer cells made Ser-Mt composite NPs as a good candidate as a drug delivery
system on cancer therapy with monodisperse, small average size and good
polydispersity index.

Insan Karaciger Kanserinde ilag Tasiyic1 Sistem Olarak Serisin-Montmorillonit
Kompozit Nanopartikiiller: Gelistirilmesi, Ila¢ salimi, Hiicresel Alim ve Sitotoksisite

Anahtar Kelimeler
Serisin,

Montmorillonit,

Kompozit nanopartikiiller,
Doksorubisin,

flag Dagitim

Ozet: Bilimsel ve iyilestiri 6zelliklerinden dolay1 kompozit nanopartikiiller artan
ilgi gormislerdir. Burada, dogal kaynaklardan serisinin biyolojik olarak
parcalanabilirligi ve fonksiyonel ylizey cesitliligi ile montmorillonitin biyolojik
uyumluluk ve yiikksek adsorpsiyon o0zelliklerinden yararlanilarak serisin-
montmorillonit kompozit nanopartikiiller (Ser-Mt NPs) sentezlenmistir. Kompozit
nanopartikiiller ilk defa desolvasyon teknigi ile sentezlenmis ve glutaraldehit ile
¢apraz baglanmistir. Doksorubisin, yiikleme ve salim calismalarini gerceklestirmek
icin model antikanser ila¢ olarak secilmistir. Zayiflalmis Toplam Yansima -
Fourier Doniistimii Kizilotesi Spektroskopisi ve Taramali Elektron Mikroskobu gibi
cesitli yontemlerle yapilan kimyasal ve morfolojik karakterizasyon calismalari
sonrasinda Ser-Mt kompozit NP'lerin sitotoksik etkisi, HepG2 (insan karaciger
kanseri hiicre hatti) hiicreleri iizerinde Kkalitatif ve kantitatif olarak
degerlendirilmistir. Sonuglar, yiiksek ila¢ yiikleme kapasitesi, siirdiiriilebilir ilag
salim o0zelligi ve kanser hiicreleri iizerindeki etkisinin, monodispers, kiiciik
ortalama boyut dagilhmi ve iyi ¢oklu dagihm indeksine sahip Ser-Mt kompozit
NP'lerini, kanser terapisi icin ila¢ dagitim sistemi olarak iyi bir aday oldugunu
acikca gostermistir.

1. Introduction

the development of nanotechnology allows more
effective use of resources and of nature. For example,

Nature has always offered us new possibilities and
resources. Therefore, when looking for solutions to
some problems or setting new possibilities, we must
first look at our environment, that is, nature. Besides,

* Corresponding author: oznurakbal@hacettepe.edu.tr

montmorillonite (Mt) is a natural clay mineral with
nano-sized structure has many application areas
from industry or engineering to medicine [1, 2]. Mt
has a high ion exchange, adsorption ability, and
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storage potential due to the regular arrangement in
the structure. It belongs to the smectit group of clay
minerals which means 2:1 clay that is two tetrahedral
sheets of silica and an octahedral sheet of alumina
located centrally [3]. Among these layers there are
elements such as Mg, Na, K, and Ca which then can
exchange with Al inside the octahedral sheet [4-6].
The replacement of lower valence cations causes the
adjacent oxygen atoms with a net negative charge
which may invite cations [7]. By this exchange, Mt can
absorb a high amount of water and swells which
gives Mt to attack the mucus layer in the body. These
extraordinary properties have enabled the use of Mt
in biomedical areas. Mt has been selected as a drug
delivery system in cancer treatment by many
researchers. The Mt was mixed with different
polymer or protein to participate in the production of
composite materials [8]. In this way, the unique
properties of both Mt and the mixture material used
were exploited.

Sericin is a natural macromolecule received from
Bombyx mori, a silkworm. As another source from
nature, sericin is a protein that contains 18 amino
acids with very significant properties. For example, it
is antibacterial and antimicrobial with high UV and
oxidation resistance. Also, its functional surface has
hydroxyl, carboxyl, and amino groups offer huge
modification strategies that may include cross-
linking, copolymerization, blending with polymers,
etc. which ensure the new materials with improved
properties [9,10]. Its molecular weight comes across
from 10 to 400 kDa. Sericin with small molecular
weight or sericin fragments that are soluble in cold
water are used in cosmetics and the medical industry
while with high-molecular weight which are soluble
in hot water are wused as biomaterials and
biomembranes, copolymers, fibers and especially
fabrics [10,11]. Nowadays, progress in biomaterial
science has demonstrated promising potential,
especially for protein based nanoparticles. Therefore,
having diverse usage areas make sericin a good
candidate to be selected as a part of drug delivery
systems.

In decades, considerable attention on
nanotechnology has affected the strategies on the
development of successful theragnostic materials. By
these strategies, the requirements for non-toxic and
non-antigenic drug delivery agents with no or less
side effects and improved stability of drugs can be
provided. Therefore, natural and synthetic polymers
were used to synthesized nanoparticles or as matrix
materials which made them candidates for drug
encapsulation.

In this study, sericin-montmorillonite composite
nanoparticles (Ser-Mt NP) were synthesized by
taking advantage of the unique properties of sericin
and montmorillonite with the desolvation method
and crosslinked with glutaraldehyde to increase the
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stability. Doxorubicin (Dox), a chemotherapy drug,
interferes with the proliferation of cancer cells by
blocking topoisomerase 2 enzyme, was used as a
model drug for cancer therapy. To characterize the
morphology and chemical structure of the Ser-Mt NP;

Scanning Electron Microscopy (SEM), Energy
Dispersive Spectroscopy (EDS), Dynamic Light
Scattering (DLS), Ultraviolet-Vis (UV-Vis)

Spectroscopy, Attenuated Total Reflection-Fourier
Transform Infra-Red (ATR-FTIR) Spectroscopy,
Thermogravimetric Analysis (TGA), the in vitro Dox
release profile was performed. The cytotoxic effect of
Dox loaded Ser-Mt composite NPs was quantitatively
evaluated on HepG2 cells by the microplate reader.
Also, cellular uptake of the NPs was evaluated by the
Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM).

2. Material and Method
2.1. Materials

For cell culture studies; PBS ( pH 7.4), DMEM Ham's
F-12 as growth medium with 10% FBS and 1% pen-
strep and 1% L-glutamine, trypsin/EDTA, MTT were
collected from Serva (Germany) for composite
nanoparticle production; sericin, glutaraldehyde,
montmorillonite K-10 (Mt), ethanol and Dox-HCI
were purchased from Sigma-Aldrich (Germany).
HepG2 liver cancer cell line was collected from
Hacettepe  University = Advanced Technologies
Application and Research Center in Turkey. All
chemicals and materials were used as collected with
no treatment.

2.2. Methods
2.2.1. Composite nanoparticle development

Composite nanoparticles were developed with a
desolvation method reported previously by [12,13]
with brief modification. Desolvation is a self-
assembly process especially used with proteins such
as sericin or albumin that is managed by desolvation
agents and the environmental conditions such as pH
of the solution and the amount of protein.

Firstly, a 10 mg/mL sericin solution was prepared
with ultrapure water. Then, 1mL of 3 % of Mt was
prepared and added to 1mL of the aforementioned
sericin solution. Nearly 3 mL of ethanol was added
drop wisely as desolvating agents to the sericin-Mt
mixture solution under constant stirring (650 rpm).
When the color of the mixture turned to cloudy white
after the addition of ethanol, 15pL of glutaraldehyde
(GA) was used for cross-linking the amine ends of
sericin. The prepared solution was kept under the
speed of 650 rpm for 4 h at room temperature.
Finally, the composite nanoparticle suspension was
purified (12.000 rpm, 20 min) three times with ultra-
pure water to get rid of untreated materials. The
obtained Ser-Mt composite nanomaterials were
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suspended in 1 mL ultra-pure water and lyophilized
at -80 °C under 0.1mbar atmosphere for 24 h for
further experiments.

2.2.2. Characterization studies of Ser-Mt NPs

The morphology of the composite nanoparticles was
collected and assessed by Electron Microscope (SEM)
with a model of Tescan GAIA 3. Also, Energy-
Dispersive X-Ray Spectroscopy (EDX) was collected
to demonstrate the incorporation of Mt into
composite nanostructure. To perform the SEM and
EDX studies, a trace amount of NPs was added on a
stab and incubated under vacuum, and then covered
with 5 nm of gold by using the Coating System
(PECS).

The size and zeta potential of composite
nanostructure were recorded by the Zetasizer Nano
ZS instrument (Malvern Instruments, UK). The
analysis was performed at 25 °C and 173° backscatter
angle. The electrophoretic mobility of the composite
nanoparticle suspension was quantified and the data
was altered to size and zeta potential by the
Helmholtz Smoluchowski equation.

Absorbance records were collected to approve Dox,
sericin, and montmorillonite in the construction of
composite nanoparticles by UV-vis spectroscopy
(Shimadzu, Japan). The study was performed at a
normal climate condition between 190-800 nm.

The chemical bond identification of nanoparticles
with and without drug was managed by Attenuated
Total Reflectance Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (ATR-FTIR). The records were collected
using Nicolet™ iS™ 50 spectrometer (Thermo Fisher
Scientific). The FT-IR spectra were analyzed between
4000-600 cm! wave numbers with 16 scans.

The thermal behavior of composite nanoparticles was
evaluated by Thermogravimetric Analysis (TGA)
(TA® instruments, DE). The results gathered by
operating with a 10°C/min heating rate. The analysis
was carried out under a 99.5% nitrogen atmosphere,
within 25°C to 800°C.

2.2.3. Quantitative and qualitative determination
of the cellular uptake of Ser-Mt NPs

To analyze the cellular uptake of Ser-Mt NPs
quantitatively, cells were cultured in a 96-well plate
exposure with Dox loaded Ser-Mt NPs (Dox/Ser-Mt
NPs) suspension. First, 1.0 x 104 cells/well were
seeded on 96-well plate. After incubation overnight,
the medium was renewed with fresh medium
containing Ser-Mt NPs. The plate was conserved for 2
and 4 h. The nanoparticle suspension was placed on
each wells. At separate times, the suspension was
withdrawn and wells were cleaned with PBS. Triton
X-100 (0.5% ) was added to wells to rupture the cell
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membranes. Then the cells were centrifuged and the
supernatant was analyzed by a microplate reader
[14], [15].

Qualitative cellular uptake of nanoparticles in HepG2
cells was recorded with an FV1000 model CLSM,
Olympus, Japan). To do this, the cells were cultured in
a 6-well plate including glass coverslip coated with
poly-L-lysine (PLL) and stained with Alexa Fluor®
594 WGA that particularly attaches to the cell
membrane by the help of manufacturer's protocol.
Then, the composite nanoparticles were stained with
FITC and added on the cells for 2 and 4 h incubation.
Fluorescence responses were determined at 593/614
nm for WGA (red) and 488/530 nm for FITC (green).

2.2.4. Loading and release studies of doxorubicin

To prepare Dox/Ser-Mt composite NPs, a known
amount of Ser-Mt blend was suspended in ultrapure
water followed by the addition of Dox with 1 mg/mL
concentration. Then 3 mL of ethanol was dropped to
Dox and Ser-Mt blend and crosslinked with GA (8%),
then incubated 4h at room temperature under stable
stirring (600 rpm). The mixture was precipitated by
centrifugation under 12000 rpm for 30 min to
remove free Dox and excess additives and freeze-
dried.

Encapsulation Efficiency (EE %) of Dox was
estimated by Equation (1). A means the total amount
of drug used and B the amount of unloaded drug.
EE (%): [(A-B)/A]x 100 1

To conclude the amount of Dox released from the
synthesized composite nanoparticles, 10 mg Dox-
loaded nanoparticles were incubated into a dialysis
bag (MWCO 8000-14000 Da) with 50 mL of PBS at
pH 5.0 and 7.4 in a shaking water bath at 37 °C under
constant shaking. At different times (1, 12, 24h) an
amount of incubation medium was taken and
absorbance values of dissolved Dox were quantified
by spectrophotometer at 480 nm.

2.2.5. In vitro cytotoxicity assay (MTT)

In this study, cytotoxicity of the Ser-Mt composite
nanoparticles with and without Dox on a HepG2 liver
cancer cell line was assessed by MTT assay. Cells
were placed in an incubator containing 5% CO2 at 37
°C. DMEM- F 12 with 10% FBS and 1% L-glutamine
was employed as a culture medium. The cells were
collected after getting the desired confluency and 1.0
x 105 cells/ml of the cells were placed to 96-well
plate and conserved during the night under the same
condition. The composite nanoparticles were
prepared with different concentrations (1, 10, 25, 50,
and 100 pg/mL) and pipetted to cells and preserved
for 24h. After maintenance, the medium that
contained composite nanoparticles was removed and
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the MTT solution was placed to each well. After
exposure for 4 h in the dark at 37 °C, 100 ul DMSO
was dropped on cells. The formazan crystals in
purple color metabolized from MTT dye by living
cells were dissolved in DMSO. The plate was read at
570 nm in a microplate reader (Shimadzu, Japan) to
conclude the percentage viability of the cells. All tests
were performed in triplicate.

3. Results

3.1. Characterizations of Ser-Mt composite NPs

In this study, spherical and monodisperse composite
nanoparticles were synthesized from Sericin (Ser)
and montmorillonite (Mt) by self-assembling with
desolvation technique. Mt has, mucoadhesive and
water-uptake properties which make Mt a good
candidate to be used by researchers, especially in
drug release studies. Also, having no immunogenicity
and excellent biocompatibility and carrying diverse
bioactivities are the reason for its use in this study
[12], [16]. Here, Mt was successfully incorporate with
Sericin and formed a composite structure and then
crosslinked with glutaraldehyde (GA) to form stable
Ser-Mt composite nanoparticles for the first time in
literature. Before, it has been concluded that the
incorporation of clay minerals with nano-size into a
template causes a noteworthy augmentation of the
diverse key properties of these materials. Also, the
synthesized composite nanoparticles  were
crosslinked with GA which reacts with amine ends of
sericin protein through Schiff base (-C=N-)
construction in which crosslinking stable Schiff bases
were managed. The crosslinking of Ser-Mt NPs with
GA occurred into the free amine groups of glutamic
and aspartic acid (24%) residues of the sericin
structure to construct Schiff base intermediates [17],
[18].

3.2. SEM and EDX analysis

The synthesized Ser-Mt NPs were monodispersed
and spherical shape as demonstrated in the SEM
image (Figure 1.A) According to the SEM image, the
mean size of composite nanoparticles was nearly 100
nm. The size distributions of composite nanoparticles
from DLS measurements demonstrated consistency
with those gathered from SEM analysis. Additionally,
EDX analysis showed that Mt was intercalated into
the Sericin (Figure 1.B). It is well known that Mt
contains potassium (K), sodium (Na), aluminum (Al),
magnesium (Mg), iron (Fe) and silicon ( Si), and
sericin contains carbon (C), nitrogen (N), and oxygen
(O) in nature [19] which was demonstrated on the
EDX spectrum. Therefore it can be concluded that Mt
was successfully doped into sericin structure.
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Figure 1. A) SEM image (scale bar: 200 nm), B) EDX

spectrum of Ser-Mt composite NPs
3.3. Dynamic light scattering (DLS) analysis

In the study, composite nanoparticles were prepared
before and after adding of Mt to sericin solution. The
average diameter and zeta potential of Ser NP and Mt
doped Ser composite NP with different
concentrations were evaluated with DLS analysis.
The results were demonstrated in Table 1. According
to results the average size of Ser-Mt composite NP
was found as 110 * 2.6 nm with a good polydispersity
index. The particle diameter frequency of Ser doped
with 3 % (v/w) Mt nanoparticle was also presented
in Figure 2. Also, the zeta potential was recorded as
an average of -28.1 mV #-1.9 mV. As it was
mentioned before, the size of the nanoparticle and
zeta potential of the NP surface are two significant
key affecting the duration of the circulation;
distribution in the body, and therapeutic profit [20].
The nano-size is known to enhance the nanoparticle
deposition in tumor side through an enhanced
permeability and retention effect [21]. The negative
zeta potential of the Ser-Mt NPs may improve
antitumor efficacy because it interferes with the
nanoparticle clearance and increases deposition in
the target tissue.
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Figure 2. Particle size distribution of Ser-Mt composite
NPs
Table 1. The average size, zeta potential and
polydispersity index of different nanoparticle formulations
Sample Zeta Average Poly
Name Pot. size Dispersity
(mV) (nm) Index
Ser NP -32.0 101.1 0.336
+1.6
Ser NP +1%Mt -379 123 0.193
NP +3.5
Ser NP +3%Mt -42.4 174.3 0.083
NP 2.7
Ser + 1%Mt NP -26.7 160.2 0.116
+4.0
Ser + 3%Mt NP -28.1 110 0.019
+2.6
Dox- Ser + -25.4 122 0.109
3%Mt NP +3.9

3.4. UV-Vis spectroscopy analysis

The absorption spectra of Sericin, Mt, Dox, and Dox
loaded Ser-Mt composite NPs were demonstrated in
Figure 3. Free Sericin showed two absorption peak at
235 and 280 nm which was due to the backbone of
Sericin and the aromatic structure, respectively. Mt
performed an absorption peak nearly at 260 nm that
can be ascribed to Fe3+ ions in the octahedral
structure of Mt. The characteristic absorption peak of
free Dox was seen at 490 nm on the spectrum. The
absorption peaks came from Sericin, Dox and Mt
were seen on the spectrum of Dox loaded Ser-Mt
composite NPs which demonstrated the inclusion of
both Dox and Mt into Sericin structure and formation
of composite NPs [22-24].
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Figure 3. Uv-vis spectrum of Sericin, Mt, Dox and Dox/ Ser-
Mt composite NPs
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3.5. Infrared analysis

Figure 4 illustrated the FT-IR spectra of Sericin, Mt,
Ser-Mt composite NP and Dox loaded Ser-Mt
composite NP. In the spectrum, Sericin displayed
characteristic bands at 1645 cm-1, 1516 cm-! and
1235 cm! for C = O stretching, N-H bending and C-N
stretching of amide-I, amide-Il and amide III,
respectively, that belong to proteins [9,25-27]. In
addition, the spectrum of Mt demonstrated the Si-O-
Si stretching absorption band at 1016 cm-! which is
characteristics of Mt and extensively used for its
characterization which was also present in the Ser-Mt
composite NPs spectrum with a small shift at 1040
cm-1. Also, the peak at 880 cm-! was because of the
Si-O-Al stretching and the peak at 1631 cm-! was
attributed to OH distortion of the water that is also
depicted in Ser-Mt composite NP spectrum together
with Dox loaded Ser-Mt NPs with a small move in the
absorption band and overlapped by sericin band at
1645 cm-*. On the other hand, after Dox loading Ser-
Mt composite NPs in addition to sericin and Mt
absorption bands, new peaks were observed at Dox
loaded Ser-Mt composite NPs spectrum. For example,
the bands at 3624 cm-1, 2947 cm-1, 910 cm-1, and 797
cm-! were attributed to quinone and ketone carbonyl
groups which showed the -OH stretching vibration,
C-H stretching, primary NH2 vibration and N-H
deformation bonds, respectively. Also, the absorption
band at 1226 cm-! are due to C-0-C stretching while
the band at 1406 cm-! was came from C-C stretching.

Figure 4. FT-IR spectrum of a) Mt, b) Sericin, c) Ser-Mt
composite NP and d) Dox loaded Ser-Mt composite NPs.

The spectrum of Dox loaded Ser-Mt NP revealed the
characteristic peaks of Sericin and Mt with a tiny
move in the absorption frequency and the extra
absorbance bands at the spectrum of Dox loaded Ser-
Mt NP confirmed successful loading of Dox into
composite nanoparticles. Therefore, it can be
concluded that according to ATR-FTIR analysis, both
Mt and Dox were successfully combined with Sericin
[28-30].

3.6. Thermogravimetric analysis of composite
NPs

The stability profiles against heat of Mt, sericin and
Ser-Mt composite NPs were performed by TGA. Mt
has constancy to high temperatures. In TGA
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measurements, the Ser-Mt composite NPs were
warmed up to 800 °C. Mt has high stability up to
8002C but loses some of its mass at about 400 2C due
to the desorption of intercalated crystalline water
molecules [31]. Sericin has a degradation
temperature of 1202C. Degradation temperature of
the Ser-Mt NPs was 4002C, while there was a residue
of 50% at 800°C. Sericin was demoted and the
remainder (28%) was due to it. TGA studies
supported the interaction of the Mt with the Sericin
doe to mass change against temperature increase in
time (Figure 5).
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Figure 5. Thermogravimetric analysis of a) Mt, b) Ser-Mt
nanoparticles and c) Sericin

3.7. Cellular uptake of Ser-Mt NPs by liver cancer
cells (HepG2)

The qualitative cellular uptake of Ser-Mt NPs were
recorded using a confocal laser scanning microscope.
WGA dye (red fluorescence) and fluorescein
isothiocyanate (FITC) (green fluorescence) were
chosen to record the image of the membranes of
HepG2 cells and Ser-Mt composite NPs, respectively.
In this study, the time-dependent uptake of
composite nanoparticles by HepG2 cells was
performed (Fig. 6A). The cells were treated with Ser-
Mt composite NPs for 2 and 4 h at 37 °C. The Ser-Mt
composite NPs (green) were intimately placed
around the cell membrane (red), marked by WGA, at
2h incubation, and more nanoparticles were
observed to settle around the cell membrane and
inside the cell at the 4h incubation, revealed that the
NPs engulfed by the cells in a time-dependent
manner. No auto-fluorescence was observed with
HepG2 cells.

The quantitative cellular uptake efficiency of
composite NPs were evaluated by a microplate
reader that is important for therapeutic effects.
Figure 6. B illustrated the uptake of composite NPs by
HepG2 cells after 2 h and 4 h exposure with
nanoparticles at 37 °C. It was clear the extended
exposure time increased the take up of NPs by the
cells. Cellular engulfment of nanoparticles could be
orientated by particle size [14,32] different cancer
cells, compositions of the nanoparticles, and
hydrophobic/hydrophilic features of the surface [33].
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Figure 6. The qualitative (A) and quantitative (B) cellular
uptake of Ser-Mt composite NPs. NPs (green) were
incubated with HepG2 cells for 2 h (a, b and c) and 4h (d, e
and f) and imaged with 40x mag by CLSM. The membranes
of the cells were marked with CF594-WGA (red) (b and e).
The uptake studies of FITC-blotted Ser-Mt composite NPs
were recorded by the FITC section (left), CF594 section
(middle), and combined CF594 and FITC sections (right),
respectively.

The binding of nanoparticles to the cell membrane is
the initial border of the nanoparticle engulfment
process by the cell and this process appears to be
widely affected by the surface zeta potential of the
nanoparticles [34]. In this study, the zeta potential of
the NPs are convenient to be chosen as drug carrier
systems as aforementioned. Also, the small size of
NPs help more of the composite nanoparticles to be
taken into the cells. The results were also consistent
with the qualitative cellular uptake results.

3.8. DOX Loading efficiency and in-vitro release
studies

Drug loading efficiency or encapsulation efficiency
(EE) was evaluated by the amount of Dox in the aq
phase. The absorbance data of Dox released from
composite nanoparticles were analyzed at 480 nm
[35]. The mortality rates of cancer cells are affected
by EE of NPs. The EE is a requirement for the
efficiency of NP used as drug carrier systems [36].
Therefore, EE % of Dox in the Ser-Mt NPs were found
to be 79.0 + 3.3%. Mt has high water uptake and a
silica layer containing a high inner area that increases
the inclusion of Dox [37]. The FTIR spectra of Dox-
loaded Ser-Mt nanoparticles were acquired and
proved the loading of Dox.

The drug release studies for Ser- Mt NPs were
performed with PBS (pH 7.4 and 5.0) as release
medium (Figure 7). Dox release tests demonstrated
that after 21 days, 27% and 76% Dox was released
from Ser-Mt composite NPs at pH 7.4 and 5.0,
respectively. In the study, Mt could adsorb Dox, both
at its intercalated in and out layered construction.
Dox released from NPs happened by diffusion. As was
mentioned before, Mt helps to enhance the
crosslinking of NPs due to its layered construction;
hence, the internalization of Mt both enhanced the
Dox EE and caused a slow and prolonged Dox release
[12,38,39].
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3.9. In vitro cytotoxicity assay (MTT)

The effect of different concentrations of Ser-Mt
composite NPs with and without Dox was evaluated
on the HepG2 cell line (Figure 8). As known, Dox is a
chemotherapeutic drug with side effects such as
cardiotoxicity in dose-dependent manner. Therefore,
to maximize the effectiveness of Dox in tumor tissue
with minimal side effects it should be used with a
suitable carrier agent [40]. Here, the fabricated Ser-
Mt composite NPs were used as Dox carrier. After
24h exposure of nanoparticle formulations, MTT
assay was performed. According to Fig. 8, The Ser-Mt
composite NPs demonstrated no toxicity that
demonstrated its safety, but the Dox-loaded Ser-Mt
composite NPs showed quite toxic side effects on the
HepG2 cells. The viability was recorded as 105.3 *
4.2%, 73.8 £ 3.9 and 41.7 + 3.2 for 100-ug/mL of Ser-
Mt composite NPs, Dox loaded Ser-Mt composite NPs
and free Dox, respectively.
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Figure 8. Cytotoxicity of Ser-Mt and Dox loaded
composite NPs. Data was given as percent of mean and
standard error (SD) from three independent analysis.

Dox/Ser-Mt NPs

4. Discussion and Conclusion

In conclusion, Ser-Mt composite nanoparticles were
synthesized with the desolvation method. Various
characterization studies have been conducted and the
structure of synthesized composite nanoparticles in
accordance with these studies has been revealed. The
NPs were crosslinked with glutaraldehyde which
reacts with amine ends of sericin protein through

175

Schiff base (-C=N-) construction in which with
crosslinking stable Schiff bases were managed. Also,
the addition of Mt to the nanoparticle structure
provided an extra crosslinking due to its smectite
structure that was also increased the drug loading
capacity due to high water uptake properties.

Doxorubicin was chosen as model cancer drug and
HepG2 human liver cancer cell line was used as a
model cancer cell for uptake and cytotoxicity studies.
The Dox-loaded Ser-Mt composite NPs performed
significantly in vitro cytotoxic effects on HepG2 cells,
which resulted in high cytotoxicity with high uptake
features. Dox has side effects like many other
chemotherapy drugs [41]. Therefore, it is very
important to move it to the desired area in the body
without damaging healthy cells [42]. To solve these,
nanoscale materials were developed with the
contribution of nanotechnology and used as a drug
delivery system. In the presented study, MTT
cytotoxicity test was applied and cellular uptake was
evaluated. It is known that when Dox is applied alone,
it kills approximately 60% of the cells, and when
applied in the body, it may damages healthy cells.
With the carrier system prepared, only 27% of the
cells died, but it was predicted that healthy cells were
not damaged. The results implied that the Ser-Mt
composite NPs could have high potentials to be used
as a drug delivery agent in cancer therapy. However,
the results obtained in this study should be
supported with further studies with animal modals.
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Abstract: The heterojunction photodiodes with undoped ZnO and Indium (In)
doping ZnO thin films have been grown on p type silicon wafer by solution based
spin coating method. The crystal structure analyzes of the films show that they
have amorphous nature. The electrical characterizations of diodes have been
performed by classical I-V and C-G-V technique. The minimum ideality factor of
3.97 and minimum series resistance of 7.2 kQ) have been recorded from 5% In
doping ZnO/p-Si diode. The phototransient measurements show that photodiodes
react fast to visible light and have a good reproducibility switching cycle. Similarly,
the highest photosensitivity of 3.15x103 and responsivity of 2.02 A/W have been
obtained from 5% In doping ZnO/p-Si photodiode. This study indicates that the
doping of In improves the electrical and optoelectrical performance of ZnO based
photodiodes.

indyum Katkisi ile ZnO Tabanl Fotodiyotun Fototepki Ozelliginin Gelistirilmesi

Anahtar kelimeler
Sol-jel,

Fotodiyot,

indiyum,

Zn0O

Ozet: Katkisiz ZnO ve Indiyum (In) katkili ZnO ince filmler sol-gel spin kaplama
yontemi ile p-Si substrati lizerinde biiyttiilelerek, heteroeklem fotodiyotlar
tiretilmistir. Filmlerin kristal yap1 analizleri, amorf yapiya sahip olduklarin
gostermektedir. Diyotlarin elektriksel karakterizasyonu geleneksel 1-V ve C-G-V
teknigi ile gerceklestirilmistir. Minimum idealite faktorii ve minimum seri direng
3.97 ve 7.2 kQ olarak % 5 In katkil1 ZnO/p-Si diyotundan elde edilmistir. Fotogecis
Olciimleri, fotodiyotlarin gorinir 1s18a hizli tepki verdigini ve iyi bir
tekrarlanabilirlik anahtarlama déngiisiine sahip oldugunu gostermektedir. Benzer
sekilde, 3.15x103'lik en ytksek 1s18a duyarlilik ve 2.02 A/W'nin duyarlihigi % 5
Indiyum katkili ZnO/p-Si fotodiyotundan elde edilmistir. Bu calisma, Indiyum
katkisinin ZnO bazh fotodiyotlarin elektriksel ve optoelektrik performanslarin
gelistirdigini géstermektedir.

1. Introduction

The photodiodes operate in reverse bias region.
Therefore, the difference between the dark current

Transparent conductive oxides (TCOs) have recently
been intensively studied in microelectronic and
optoelectronic applications owing to their high
electrical conductivity and high optical transparency
[1-3]. TCO layers in optoelectronic devices are
generally employed as collector and transporter of
photogenerated electrons. Therefore, their optical
transparency and electrical conductivity must be high
[4]. Among the application of TCOs, the
optoelectronic photodiode devices sense the incident
light and convert it into electrical signals. When
photons with higher energy than the optical band gap
of photodiode device materials are absorbed,
electron and hole pairs occur. These carriers create
an increase in current and flow in an external circuit.
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and the photocurrent of photodiodes is clear in the
reverse bias region compared with the forward bias
region. The scientists carry out intensive studies on
the improvement of the materials used in photodiode
fabrication to enhance the light-sensing features of
photodiodes. The photodiodes are utilized in various
electronic and optoelectrical applications such as civil
and military technology [5]. Among TCOs, ZnO is an
attractive multifunctional material due to excellent
properties such as low resistance, large exciton
binding energy (60 meV), high direct broadband

energy, high transparency, high thermal and
mechanical stability [2,6,7]. Besides all these
advantages, ZnO is non-toxic, environmentally

friendly and economical due to its abundance in
nature.
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The presence of intrinsic defects causes the ZnO to
exhibit n-type electrical characteristics [8]. Also, the
type and carrier concentration of ZnO can be altered
with different dopant ions. Therefore, to enhance
optical and electrical features of ZnO, doping is
generally intended to replace the Zn*2 ion with the
dopant metal of higher valence electrons such as
Indium (In*3), Aluminum (Al*3), Tin (Sn*4) [2,9].
Suitable electronegativity and ionic radius, high
oxidation resistance and low reactivity of In make it a
more attractive dopant to improve photoelectrical
performance of ZnO [10]. Also, it has been shown in
many studies in the literature that In increases
conductivity by increasing the carrier concentration
of ZnO [8,11]. The high conductivity and
transmittance obtained by In doping in ZnO thin films
make it possible to fabricate high-speed
photodetectors and transparent electrodes for solar
cells [12]. The effect of In doping on the electrical and
optical characteristics of the ZnO semiconductor film
has been extensively studied. But, the effect of In
doping on ZnO-based photodiodes has not been
widely investigated. Therefore, there is still some lack
of information to understand the behavior of low In
doping on the optoelectronic parameters of the ZnO-
based photodiode.

The ZnO thin films with In doping can be grown by
various deposition methods such as rf helicon
magnetron sputtering [12], pulsed laser deposition
[13], remote-plasma-enhanced metalorganic
chemical deposition (RPE-MOCVD) [14],
electrospinning technique [15], sol-gel method [16].
Among these methods, the solution based spin
coating has many advantages such as having low
fabrication cost, no need for high vacuum,
applicability method for large area deposition and
suitability for laboratory experiments [17].

In this study, In was selected as dopant material for
ZnO semiconductor material owing to the
aforementioned advantages. The ZnO thin films with
various indium concentrations were deposited on p
type Si to fabricate heterojunctin structures. The aim
of this study is to examine the influence of In doping
on morphological and structural features of ZnO thin
films and on the optoelectronic properties of
fabricated diodes.

2. Materials and Methods

In this experiment, amorphous undoped ZnO and
doped ZnO with various In percentage were coated
on p-Si by spin coating method. The details of the
experiment were given in our previous study [18].
Unlike the materials used in the previous experiment,
only the Indium chloride (InCls) was used instead of
the Tin (IV) chloride as a dopant source. Prepared
undoped ZnO and doped ZnO solutions having
different percentages of In were grown on the p-Si
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substrate with spin speed of 3000 rpm for 30s. The
undoped and In doped ZnO films were subjected to
preliminary drying at 300° C for 10 minutes. This
process was repeated four times for each photodiode
to ensure ZnO well deposited. After spin-coating and
drying, all photodiodes were annealed at 750° C for
2h. Finally, aluminum was evaporated on top of ZnO
thin films to form ohmic contact. Figure 1 illustrates
the schematic structure of the photodiode. The
crystalline structures of undoped and doped thin
films, the surface roughness of thin films and
optoelectrical properties of photodiodes were
analyzed by X-ray diffractometer (XRD), Atomic
Force Microscop (AFM) and Electrical
Characterization System, respectively.

Incident light

Al contact

Zn0O and In
doped ZnO

Ag paste

Figure 1. The schematic diagram of the photodiode
structure

3. Results

The crystallinity of thin films was performed by X-ray
diffractometer (XRD) between 30° and 50°. The XRD
pattern of thin films is indicated in Figure 2. All films

indicate amorphous characteristics due to the
absence of any sharp peak.

w
5% In ZnO

3% In ZnO

1% In ZnO

Zn0

Intensity (a.u)

32 34 36 38 40 42 44 46 48 50
2Theta(degree)

Figure 2. The X-ray diffraction patterns of ZnO and In

doped ZnO thin films

30

The surface roughness of thin films was indicated in
Figure 3(a-e). The 3D AFM images of thin films
illustrate that the morphologies of films are clearly
influenced by In concentration. AFM images show
that the films grow homogeneously without void and
porosity. The values of the root mean square (RMS)
roughness were obtained for undoped ZnO, 1%, 3%,
5% and 10% In doped films as 15.74 nm 13.24 nm
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13.06 nm 17.52 nm 30.76 nm, respectively. The
increase in the roughness of the films with doping can
be ascribed to the deposition of Indium oxide
nanoparticles on the surface of the ZnO films [19].
Increasing the surface roughness of the films with the
doping may cause an increase in the optical
absorption of the films. The increase in optical
absorption increases the number of photo-generated
carriers. Thus, the responsivity of the photodiodes
may be increased with In doping [7].

The I-V measurements of the photodiodes are
illustrated under the dark condition and various
irradiance intensities in Figure 4(a-e). The forward-
to-reverse current ratio of photodiodes at +4V varies
between 1.86x10!and 4.23x103. Also, the electrical
parameters of each photodiode are summarized in
Table 1. When Figure 4 is examined, it is seen that the
I-V characteristics of the photodiodes are directly
related to the In doping concentration. To examine
the electrical performance of diodes, the key
electrical parameters of diodes can be obtained from
Current-Voltage graphs by using standard
heterojunction diode equation. The current of diode
according to standard equation can be given as [20];

(a) Undoped ZnO

0nm

~ 00V
°

© 0.20pm

" 0.00 pm

" 114nm

1=1, [exp (—q(Vn;;RS)) — 1] (€8]

Here, I, is the saturation of reverse current, q is the
electronic charge, nis the ideality factor ,kis the
Boltzmann constant , T is the temperature, V is the
voltage and R; is the series resistance. The saturation
current can be extracted from the extrapolation of
linear part of forward I-V region. The n value which
describes the diode performance can be extracted
from the following equation;

. q av
n= (k_T)(m) (2)

When the obtained results are examined, the n values
of diodes range from 3.97 to 5.67 for the varying In
doping concentration. The ® values of diodes show
increasing tendency from 0% to 1% In doping. Then,
it decreases from from 3% to 10%. The trivalent In
can increase the carrier concentration of ZnO because
it acts as a donor in ZnO semiconductor layer [8,11].
Therefore, the decrease in barrier height in schottky
diodes can be defined by an increase in the carrier
concentration depending on In concentration [21].
The ideality factor value is higher than 1, indicating
that diodes exhibit non-ideal behavior.

(b) 1% In doped ZnO

~ 0.45pm

" 0.00 ym

(d) 5% In doped ZnO

[ 016 ym

" 0.00 pm

Ve g
09
0

(e) 10% In doped ZnO

Figure 3. The 3D AFM images of ZnO and In doped ZnO thin films
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Figure 4. The Current-Voltage characteristics of undoped ZnO and In doped ZnO photodiodes

The non-ideal behavior of diodes is attributed to the
interface layer, image force effects, series resistance
and oxide layer between n-ZnO and p-Si [22]. The
ideality factor and rectification ratio values of the
fabricated photodiodes as well as the barrier heights
(®p) values are summarized in Table 1. The reverse
bias currents of the fabricated photodiodes increase
with the light intensity, which is a typical
characteristic of photodiodes. The internal and
external electric fields are in the same direction in
reverse bias for the depletion region of diodes. The
recombination process in the reverse bias region
takes place less than the forward bias. Therefore, the
difference between dark and photocurrent is more
clear in the reverse bias region [23]. This case shows
that diodes exhibit photoconductivity behavior [24].
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The photosensitivity is a key parameter for
photodiodes and can be extracted from the following
equation;

Iphotocurrent - Idarkcurrent

S =

3

I darkcurrent

The highest photosensitivity value of photodiodes
was obtained from 5% In doped ZnO/p-Si as
3.15x103 under 100 mW/cm? at -4V and tabulated in
Table 1. When 1 is higher than unity, it can be used
the Norde [25] method to calculate some parameters
of diodes such as series resistance and ®j. This
modified method can be expressed by the following
equation;
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(4)

Fy =2 KT,
=5 " M\ aarz

(V) )
q

Here, y is the integer greater than n and [(V)
represents the current of forward I-V region of diode.
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Figure 5. Modified Norde graph of photodiodes

The modified Norde graph of photodiodes [F(V)-V]
graph is illustrated in Figure 5. By rearranging the
Norde function, the R; and the &z values can be
extracted from the following equations:

V kT
b5 = F(Vy) +7°—— (5)
_kT(y=mn)
Ro=— — (6)

Here, F(V,) and V, represent the minimum point of
F(V) and the corresponding voltage value,
respectively. The determined @5 and R, values by
these equations are given in Table 1. The ®; obtained
by Norde method has a similar tendency to the @
values obtained by thermionic emission theory. The
&; values increase from 0.49 eV to 0.54 eV for
increasing In concentration rate from 0% to 1%.
Then, it decreases from 0.51 eV to 0.44 eV for
increasing In concentration rate from 3% to 10%.
The R, values of fabricated diodes are different
values with increasing In doping. In addition, the
lowest series resistance was obtained as 7.2 kQ from
5% In doping ZnO/p-Si diode. To analyze the
performance of a photodetector, one of the key
characterizations is photoswitching behavior. This
behavior can be studied by transient photocurrent

behavior under a constant voltage [26,27]. Figure 6
indicates the transient photocurrent graphs of
fabricated photodiodes. The transient photocurrent
curves show exponentially increasing and decreasing
photocurrents of photodiodes by switching the light
on and off under various light intensities. The fast
response of photodiodes to light and their
reproducibility switching cycle allows them to be a
good candidate for photodetectors. Figure 7 (a)
shows the responsivity (R) of photodiode versus In
doping concentration. The R can be given by the
following equation [28];

I

h
R = photocurrent (7)

1 inc

Here, I;,,. represent incident illumination power. The
responsivity of photodiodes varies with In
concentration. The R-values of the photodiodes
increase by up to 5% In doping ZnO/p-Si diode, then
decrease under 100mW/cm? at -4V. The highest
responsivity of 2.02 (A/W) was obtained from 5% In
doping ZnO/p-Si diode. This high photoresponse
value indicates that the sensitivity of ZnO can be
improved by adequate In doping. The photoresponse
values of the fabricated photodiodes are much higher
than most published researches on the undoped and
doped ZnO/p-Si photodiodes [26,29-31]. Also, to
determine the photoconductivity mechanisms of
photodiodes, the following equation can be used [32];
Iyp = APP (8)
Where Lyn, A P and B represent photocurrent,
constant, light intensity and an exponent,
respectively. The logarithmic graph of the light
intensity versus the photocurrent was plotted and
illustrated in Figure 7 (b). The values of § for
photodiodes were extracted from the slope of Figure
7 (b) and tabulated in Table 1.

The S =1 indicates that monomolecular
recombination is dominant in the photodiode, £=0.5
shows that bimolecular recombination is dominant.
Whereas, 0.5< 8 <1 and 1<f represent the presence
of a continuous distribution of trapping centers in the
band and photoconductivity mechanism with
superlinear behavior, respectively [32,33].

Table 1. The calculated electrical and optoelectrical parameters of photodiodes
(O Py Rs ..
Diodes ( darl:(i av) (lflV) ((Ie‘\ll)) N((;l",(;e l\l((l)(gj)e B 4 VS,I-V) Resg)[{)/r:;l)vlty
ZnO/p-Si 4.23x103 472 071 0.49 43.9 1.66 6.50x102 0.30
1% In doped 9.62x102 410 0.75 0.54 116.2 1.41 9.54x102 0.57
3% In doped 8.65x101 521 0.73 0.51 233.3 1.09 2.07x103 0.95
5% In doped 1.86x10! 3.97 0.72 0.50 7.2 1.13 3.15x103 2.02
10% In doped 1.97x102 567 0.67 0.44 14.4 0.71 5.62x102 1.67
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Figure 8. The C-V measurements of photodiodes

The C-V characteristics of fabricated photodiodes as a
function of In doping is indicated in Figure 8 between
10 kHz and 1 MHz. the capacitance values of the
diodes decrease with increasing frequency. This case
is ascribed to the fact that the interface states of the
diodes cannot follow the ac signal in the high
frequency [34]. It is also seen from Figure 8 that
diodes have negative capacitance values at 1 MHz
frequency except for 3% In doping ZnO/p-Si diode.

=]
M -
-

Voltage(V)
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The negative capacitance is ascribed to the injection
of minority carriers to polarization [7]. Figure 9
indicates the G-V characteristics of photodiodes
between 10 kHz and 1 MHz. The conductance values
of the diodes increase with increasing frequency. The
conductance of the photodiodes reaches a maximum
at certain voltages in the forward bias region and
remains almost stable.
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Figure 9. The G-V measurements of photodiodes
4. Conclusion

In summary, the undoped and In doping ZnO based
photodiodes were fabricated by sol-gel spin coating
methods. The structural and morphological of thin
films were investigated by XRD and AFM,
respectively. All films showed an amorphous
structure nature with homogeneously grown on p-Si.
The optoelectrical features of photodiodes were
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investigated by conventional I-V and C-G-V technique.
The minimum ideality factor (3.97) and series
resistance (7.2 kQ1) were obtained from 5% In doping
Zn0/p-Si device. Also, the optoelectrical properties of
photodiodes such as photosensitivity,
photoresponsivity, and photoconductivity
mechanism were studied under various visible
illumination intensities. Similarly, the highest
photosensitivity (3.15x103) and responsivity (2.02
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A/W) were obtained from 5% In doping ZnO/p-Si
photodiode. When all the obtained results are
examined, it is shown that In doping can improve the

properties of ZnO based photodiode and the
fabricated heterojunctions can be used as a
photosensor.
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Ozet: Giiniimiizde kentler ivmesi artan bicimde plansiz bir gelismeye maruz
kalmaktadir. Bu da dogay1 kendinden uzaklagtirmaktadir. Bu agigin kapatilmasina
yonelik yeterli say1 ve miktarda acik ve yesil alan planlamalarinin yapildigini
soylemek giictiir. Bu stiregte farkli uygulamalarin kent tekstiiriinde yer aldiklarini
gormekteyiz. Cat1 ve teras bahgeleri, dikey orman uygulamalar1 bunlarin basinda
gelmektedir. Dikey bahg¢e uygulamalari kullanim amacina gore degisiklik
gostermektedir. Mimari yapilarin yogun oldugu, acik ve yesil alanlarin ise nispeten
¢ok az oldugu kent dokularinda 6zellikle havadaki karbondioksit, karbonmonoksit
gibi gazlarin miktarini en aza indirgemek, daha ilimli ve estetik goriiniim saglamak,
toprak kaymasi ve asinmasinin dniine gecmek gibi amaglar icin dikey bahgeler
kullanilmaktadir. Bu ¢alisma Canakkale Sehitler Abidesi'nde gerceklestirilmistir.
Alanin denizle birlestigi simira kadar olan mesafesi olduk¢a dik bir yamacg
ozelligindedir. Bu yamacgta yer alan toprak yapisalinin zaman i¢inde iklimsel
faktorler ve doga olaylarinin etkisiyle erozyona maruz kalmasi ka¢inilmazdir. Bu
calismada mevcut yamag/sev alanin istinat duvarlariyla teraslanmasi; teraslarda
dikey ve yatay bitkilendirme calismalar1 ile sev stabilizasyonuna gidilmesi
amaglanmaktadir. Boylelikle alana estetik ve fonksiyonel kazanimlar saglanmasi
on gorilmektedir. Ayrica Canakkale Tarihi'nin anlam ve duygusunu ifade edebilen
sekil ve sembollere yer verilerek sev alanin goriiniimiine anlamh bir kimlik
kazandirilmasi diisiiniilmektedir.

Design Proposal of Vertical Garden on the Slope of Canakkale Martyrs Monument

Keywords
Canakkale,

Martyrs Monument,
Vertical garden,
Planning,

Design.

Abstract:. Today, cities are increasingly exposed to unplanned development. This
takes nature away from itself. It is difficult to say that adequate numbers and
amount of open and green space planning have been made to close this
vulnerability. In this process, we see that different applications are located in the
city monopoly. Rooftop and terrace gardens, vertical forest applications are among
them. Vertical garden applications vary depending on the purpose of use. Vertical
gardens are used to ensure a moderate and aesthetic appearance, reducing the
amount of gases such as carbon dioxide, carbon monoxide in the air in urban
tissues where architectural structures are high, open and green areas are low, and
to prevent landslides and wear. This study was conducted in Canakkale Martyrs
Monument. Fairly steep slope to the border area where it meets the sea the
distance property. This is located on the slope of the soil erosion by the action of
climatic factors on the structural and natural phenomena that is subject to time is
inevitable. In this study, the existing slope/slope teraslanma the area with the
retaining wall; slope stabilization planting of the terraces, it is intended to be
driven with vertical and horizontal work. Thus, it is important to provide aesthetic
and functional gains of the area. Also different shapes that can express the meaning
and feeling of the history of the Dardanelles and symbols given to the appearance
of a significant area of the slope is thought to be gained identity.

*ilgili yazar: yalkanz58@gmail.com
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1. Giris

Kent olgusunun var olusundan bu yana yesil alanlarin
dinsel, toplumsal, sanatsal, tarimsal, ekolojik ve
ekonomik amacgh kullanildiklar1 anlasilmaktadir [1].
Kentsel yapilasmalarin yogun olmadigl dénemlerde
yesil alan planlamalarinin yeterli miktar ve alanda
kentsel yapida yer aldiklar goriilmektedir. Ancak son
yillarda artan niifus ve buna paralel artan
yapilasmaya bagh olarak kent tekstiirinde hem
miktar/alan, hem de donati  kapsaminda
yetersizlikler dikkat ¢ekmektedir [2-5]. Bu durum,
yogun ve i¢ ice girmis ¢ok kath yapilarin arasinda
yasam miicadelesi veren insanin artan hava
kirliligiyle muhatap olmasini; ayrica bos zaman
degerlendirme aktiviteleri icin son derece kisith
imkanlar tesis etmesini ka¢inilmaz kilmistir [3].
Dolayisiyla, kent dokusundaki yesil alan planlamalari
ekstrem yesil alan dinamikleriyle agiga ¢ikmis olup,
pek cok fonksiyonellik ve estetik kapsamda gelisme
gostermislerdir [6]. Oyle ki, “cat1 ve teras bahgeleri”
ile baslayan bu dinamizm, “dikey bahg¢e” ve
sonrasinda “dikey orman” olarak bu gelismede
yerlerini aldiklar1 goriilmektedir. Patric Blanc’in
bitkilerin dikey ylzeylerde yetisebildigini
kesfetmesiyle bu uygulama hem konut icinde hem de
acitk ve yesil alanlarda yayginlagan kullanim
potansiyeli ile insan yasamina entegre olmustur [7].
Patrick Blanc dikey bahcelerde yaptig1 ¢alismalarla
diinya ¢apinda etkin bir rol iistlenmesinin yaninda,
yogun yapilasmanin goriildiigii kentlerde gerek i¢
mekan gerekse dis mekanlarda dikey bahce kullanim
alanlarinin yayginlasmasinda etkisi olmustur [7].
Dikey bahge kullanimlarinin estetik boyutunun yani

sira islevsel boyutunun da olduk¢a yaygin
oldugundan bahsedilebilir. Dikey bahceler islevsel
olarak; enerji tasarrufu, 1s1 yalitimi, iklimsel

kazanimlar, kentlerde 1s1 adalarinin bertarafi, hava
bilesenlerinin dengelenmesi, kus, bocek gibi canllara
yasam alani sunmasi ve yogun yapilagmalarin
arasinda dogal ekosisteme imkan vermesi, birey
psikolojisinde iyilestirmeler saglamasi yo6niinden
etkin rol almaktadir [8-10]. Ayrica, dikey bahgeler
istinat duvarlari kombinasyonunda dikey ve yatay
bitkilendirmelerle sev stabilizasyonlarinda énemli bir
kullanimi da kapsamaktadir [11]. Dikey bahce
bitkilendirmelerinde duvarin teknik o6zellikleri ile
bitkilerin islevsel ve estetik kullanimlarinin
birbirlerini tamamlamalar1 6nemli goériilmektedir.
Dikey cephede panel sistem, yesil metal ve cit saksi
tipi dikey bahceler yer almaktadir [7]. Bu
formasyonda yaygin olarak sarilicy, siiriiniicii, yayilici
ve tirmanici bitkiler tercih edilmektedir. Ayrica dikey
cephelerde yer yer alanin tarihine dokunuslar
yapmak amaciyla tematik kabartma resimler de
(réliyef)  planlanmaktadir. istinat duvar1 yatay
alaninda ise, derin kok yapan, az bakim isteyen,
ekolojik ihtiyaclar bakimindan genis tolerans
gosteren  agac, agagcitk ve cali  formunda
bitkilendirmeler agirlikli olarak kullanilmaktadir
[12]. Istinat duvar bitkilendirmelerinin toz, riizgar,
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glines gibi cevresel sartlara karsi koruyucu rol
iistlenmesi planlanmaktadir. Hatta son dénemlerde
kentsel yasamda dikey bahgelerin yenilebilir tarimsal
irtinlerinin degerlendirilmesi ile de gilindemde
olduklarini goérmekteyiz [13]. Zengin kullanim
potansiyelleri dogrultusunda dikey bahge
uygulamasinin Canakkale Sehitler Abidesi sevinin
mevcut bitkisel ve fiziki kosullarinin, ekolojik ve
jeolojik kosullarla birlikte degerlendirildiginde alan
icin oldukg¢a gerekli bir tasarim oldugu asikardir.
Calisma kapsaminda “dikey bahge” uygulamasina
yonelik planlama yaklasimi Canakkale Sehitler
Abidesi 6rneginde degerlendirilmis olup, s6z konusu
tasarimla dikey bahge yapisalinin yapilis amaglari
arasinda istinat duvarlarinin bitkilendirilmesi ile hem
Sehitler Abidesi sevinin deprem, erozyon ve ekolojik
faktorler etkisiyle zamanla kaymasinin o6niine
gecilmis olacak; hem de estetik agidan alana pozitif
peyzaj katkis1 da sunulmus olabilecektir. Calismada,
uygun bitki popiilasyonlariyla saglanan bitkilendirme
calismas1 ve istinat duvarlar1 kombinasyonuyla
ortaya  ¢ikan  peyzaj planlamasinin  alana
kazandirdiklar1 kapsaminda oneriler gelistirilerek
optimal alan kullanimina ulasilmasi amag¢lanmistir.

2. Materyal ve Metot

Aralik 2019'da yiritilen ¢alismada ana materyal
olan Sehitler Abidesi, cografi konum itibariyle 40° 2*
55 Kuzey Enlemi ile 26° 14" 92" Dogu Boylaminin
cakistifl koordinatlarda yer almaktadir (Sekil 1).
1960 yilinda tamamlanarak, Canakkale il sinirlar
kapsaminda Eski Hisarlik Tepe tlizerinde insa edilmis
[14] ve Morto Koyuna bakisi olan Abide, Canakkale
Bogazi'na sinir olup, deniz seviyesinden 50 m
yuksekte konumlanmis; 41,70 m boya sahiptir. 10’ar
metrelik araliklarla siralanan ve her bir kolu 7,5 m
olan L seklindeki kutu goévdeli 4 ayak tiizerinde,
boyutlar1 25er m olan kare alan iizerinde
yukselmistir [15]. Ayaklar yine kutu goévdeli 5 m
yuksekligindeki takke kismu ile birbirine baglanarak
insaat tamamlanmistir. Alan, Abide esas gdvdesi ve
toren alanindan olusan iki bdliime sahiptir. Temel
zemini sert kalkerdir. 30 x 30 metre ebadinda bir
seref holii ile ve yine yaklasik 45 x 45 metre ebadinda
bir platform ile cevrilidir. Her iki seviyede tas
kaplamalidir. Sehitler Abidesi platformu 175 metre
boyunda ve 45 metre eninde olup, platform yesil alan
birlikteligi ise yaklasik 250 m uzunluga ve 90 m ene
sahiptir [16].

Calismada ilk olarak alanda yapilan gezi ve
gozlemlerle alanin dogal bitki ortiisii tespit edilmistir.
Bu kapsamda Canakkale Sehitler Abidesi sev alaninda
dikey bahce tasarimi icin teraslama bahge teknigi ile
bu alanin bitkilendirilmesi iizerine calismalar
yapilmistir. Calisma, Sehitler Abidesi sevinde istinat
duvarlart  yapimi, kabartma resim yapisal,
bitkilendirme, ve oneriler olarak dort farkli asamada
gelistirilmistir. Alanda uygun gorillen tasarim
asamalarl, asagida Dbelirtilen is akisi seklinde
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gerceklestirilebilir. 1. Alanin gliney ve bati yonleri
kapsaminda 50 metre rakimdan yaklasik 80 metrelik
yatay mesafeyle deniz seviyesine inen sev, her iki
yonli olarak deniz seviyesinden 10’ar metrelik
yikseklik ve 15er metrelik yatay zemin olacak
sekilde 5 basamakli teraslama sistemi ile istinat
duvarlarinin insa edilmesi, 2. Distan ice 15’er
metrelik ylizeye/zemine/yatay boyuta ve 10’ar
metrelik dikey boyuta sahip her teras i¢in amaca ve
cevre ekolojisine uygun bitkilendirme tasarimlarinin
planlanmasi, 3. Teras duvarlari yiizeyinde Canakkale
tarihine yonelik tematik figiirlerin, sembollerin,
sekillerin kabartmali resimlerle (Roéliyef) planlanmasi
ile alanin kimligine katki saglanmasi, 4. Bu ¢alismalar
sonucunda alanin kazanmimlar1 ile optimal alan
kullanimi lizerinde 6neriler gelistirilmistir.

EGE DENIZI

Sekil 1. (;anakkae- Sehitler Abidesi cografi konumu ve
mevcut durumu [17].

3. Bulgular

Dikey bahce kullanimlari, peyzaj degerlerine hem
estetik, hem de islevsel a¢idan sundugu alternatif
uygulamalarla katki saglamaktadir. Estetik agidan
yatay ve dikey boyutta renk, sekil, hacim, doku gibi
kriterler bakimindan degerlendirilmektedirler (Sekil
2,3).

Islevsel acidan ise toprak yapisinin 1slahi, toprak
kaymasinin 6nlenmesi, ekolojik, psikolojik ve sosyal
kriterler bu kapsamda degerlendirilebilir (Sekil 4).
Sinirlart ~ belirli  dikey formda  bitkilendirme
calismalarina yonelik ilk dikey bahgelerin 6rneklerini
Babil'in asma bahceleri'nde gormekteyiz. Yaklasik 25
yluzyll Oncesine uzanan bu bahge uygulamasi
orneklerinin bu calismada belirlenen tasarim 6rnegi
ile karsilastirmasini Sekil 4’de gérmek miimkiindiir
[8,19].
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Sekil 2. Sirali olarak Swiss Otel /2013, Antalya EXPO/2016
ve Kolombiya’dan dikey bahge drnekleri [18].

p——

Sekil 3. Slral ola Quai Branly Miisi-Paris, Madrid’den
dikey bahge 6rnegi [19]. Athenaeum Hotel-Londra, [7].
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Sekil 4. Slrallolarak Canakkale Sehitler Abidesi teras bahge
sistemi, Mezopotamya’da bulunan Babil'in Asma Bahceleri
[19].

Calismanin yiriitildigii Canakkale Sehitler Abidesi
mevcut sev alaninin yetersiz bitki popiilasyonu,
yiksek egim ve 50 metrelik rakimdan kaynakh
toprak kaymasi ya da erozyon riskine karsi istinat
duvarlari tasarisi ile  yatay ve dikey
bitkilendirmelerin yam sira alana kazandirilan estetik
ve rekreasyonel kullanimlar sayesinde alanin daha

optimal/rasyonel kullanimina olanak
saglanabilecektir.

Canakkale Sehitler Abidesi sev alanin
hesaplanmasinda asagida yer alan formiil

kullanmilmistir (1). Alan sev yapisalinin rakimi 50 m;
yatay mesafesi ise yaklasik 80 m bulunmustur
(Google Earth 2019) Sev alaninin egimi yaklasik %
62,5 hesaplanmistir. [14], (Sekil 5).

Yiikselti Farki (h)

X 100
Yatay Uzunluk (L)

Egim =
(1)

0Om

X100 =% 62.5
80 m %

Egim =
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Sev alanindaki % 62,5 egimin mevcut dogal bitki
ortlisii dagilimi ile birlikte heyelan riskini arttirdigini
soyleyebiliriz (Sekil 5).

vy

A’
e
TERASLAMA TASARIMI - 28 SEMITLER
DIKEY BAHCE BIDESi _ 5o,
UYGULAMASI
H—F 2,
15m ‘ 45 m
10 mI 50m 50m
” |
/‘I/
80m 90 m
A - A’ KESITI o Eem Bows

Sekil 5. Calisma alani (Sehitler Abidesi) perspektif iist
goriinilisii ve A-A’ kesit gériiniimii

Canakkale Sehitler Abidesi sev alaninda mevcut dogal
bitki tiirleri agirlikli olarak maki bitki toplulugundan
olusmaktadir. Atriplex halimus (Tuz ¢alis1), Medicago
arborea (Yonca calis1), Vibirnum tinus (Kartopu),
Hedera spp. (Kaya sarmasigl), Oenothera lindheimeri
(Gavura cigegi), Carex spp. (Cah goriinlimli sazliklar),
Arbutus andrachne (Sandal agaci), Calluna vulgaris
(Stiptirge calis1), Erica arborea (Agag¢ fundasi), Erica
manipuliflora  (Funda), Rhododendron ponticum
(Orman giili)), Vaccinium arctostaphylos (Coban
tizlimi), Vaccinium corymbosum (Yaban mersini),
Vaccinium myrtillus (Adi yaban mersini), Olea oleaster
(Yabani zeytin,Delice), Quercus coccifera (Kermes
mesesi), Juniperus oxycedrus (Kadran ardici),
Fragaria vesca (Dag cilegi), Ceratonia sliqua (Keci
boynuzu), Cistus spp. (Laden), Rubus caesius
(Bogiirtlen), Laurus nobilis (Akdeniz defnesi), Pistacia
lentiscus (Sakiz agaci), Eleagnus angustifolia (Kus
igdesi), Salix babylonica (S6git), Ulmus carpinifolia
(Dag karaagaci), Populus alba (Akkavak) alanda
tespit edilen bitki tirleridir.

Dogal afetler grubunda yer alan toprak kaymasi
(heyelan), sev stabilizasyonunun bozulmasidir [20].
Yer cekimi devinimi ile ortaya ¢cikan bu durum insan
faktorii veya dogal faktdrlerin ya da her ikisinin
birlikte tetiklemesi ile ortaya ¢ikmaktadir. Devinimin
hizin1 ve derecesini belirleyen bazi1 dis faktorler
mevcuttur. Egim fazlalhig, yillik yagis yogunlugu, bitki
ortiisii zayiflig, deprem bolgesinde yer almasi
heyelan olusumunu ve etki derecesini etkileyen
onemli etkenler arasindadir. Toprak yapisi ve egim
ise bunlarin arasinda en o6nemlilerindendir [21].
Toprak yapisinda baglayict toprak sinifinin
bulunmamasi veya diisiik oranda bulunmasi; baska
bir deyisle kil agirhikh toprak yapisi topragin
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kaymasinda/yer degistirmesinde hizlandirici bir
faktordiir. Egimin fazla olmasi, yer ¢ekimini
artirmakta buna bagh olarak toprak kaymasi da
artmaktadir. Egimin  etkisiyle topragin yer
degistirmesi, “toprak kaymasi1”; topragin
katman/tabaka olarak yer degistirmesi “heyelan”
olarak  tamimlanmaktadir [20]. Bu vakalar
yerylziinin  degismesinde o6nemli etkenlerdir.
Topografya ile heyelanlar arasinda siki bir iliski
vardir. Oyle ki egimin olmadigi yerde toprak
kaymasindan s6z edilemez [20]. S6zii edilen cevresel
faktorler, hem bolgenin topografik, jeolojik, klimatik
ve bitki ortiisii 6zelliklerine hem de ‘Sehitler Abidesi”
sevine etki yapmaktadir. Sev alaninin heyelean riskini
azaltmak, stabilizasyonunu gii¢clendirmek icin saglam
kaideler uzerinde bitkilendirme yapilmasi
diisiiniilmistiir. Bu islem i¢in Sehitler Abidesi ile sev
yapisalinin kesit goriiniimiinden hareketle (Sekil 5)
80*50 metre dik kenarlara sahip bir dik iiggen
lizerinde yaklasik 10 metre yiikseklik ve 15 metre
eninde yatay zemine sahip 5 basamakl teraslama
yapilarak (Sekil 5); dikey ve yatay boyutlarda
bitkilendirme alanlar1 olusturulmasi diisiiniilmiistiir
(Sekil 6-8).

Sekil 6. Sehitler Abidesi sev alami bitkisel tasarim
orneginden farkh agilardan perspektif goriintimler

[stinat duvarlarinin dikey cephelerinde
bitkilendirmesinde 6n goriilen bitki tirleri: Hedera
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helix (Duvar sarmasigl), Parthenocissus ouinquefolia
(Amerikan sarmasigl), Parthenocissus tricuspidata
(Amerikan saarmasigl) gibi tirmanici tirler,
Hydrangea petiolaris (Ortanca), Euonymus fortunei
(Taflan) tiirleridir. Sarilici tiirler; gelik tel, ahsap kafes
gibi 06zel yapilarda yer almak iizere, Passiflora
caerulea (Carkifelek), Lathyrus odoratus (Nazende
cicegi), Polygonum cuspidatum (Japon madimagi),
Lonicera periclymenum (Hanimeli), Clematis vitalba
(Akasma), Humulus lupulus (Serbetgiotu), Jasminum
officinale (Yasemin), Vitis spp. (Asma Uziim)tiirlerin
kullanilmasi  diistiniilmektedir. ~ Ayrica  geven,
kazayagl, sedum, telgraf cicegi, yayvan ardi¢ gibi
ozellikle sukulent/kurakeil ¢ok yillik bitki tiirlerinin
bu alanda kullanilmasi uygun goriilmektedir.Bu
bitkilerin disinda Wisteria sinensis (Mor salkim),
Campsis radicans (Acem borusu), Bougainvillea
glabra (Gelin duvagi) gibi siis bitkilerinin de
kullanilmasi planlanmistir (Sekil 6-8). Tasarimda
kullanilmas disiintilen bitkilerde bitkinin yasi cinsi,
gelisme giicli ve yoni, ta¢ formu, boyu, yaprak déken
ya da her dem yesil olmalari, ¢cevre sartlarina uyumlu
olmalari, olumsuz c¢evre sartlarina dayamklilik ve
suya Kkarsi toleransi yiiksek olmasi gibi bitki
ozellikleri bitki seciminde dikkat edilmesi gereken
unsurlardir. [19]. Ayrica, dikey cephelerde yer yer
tarihi alaninin anlam ve oOnemine vurgu yapan
kabartma resimlere (roliyef) yer verilmesi de
planlanmaktadir (Sekil 6-8).

Sekil 7. Sehitler Abidesi sev alani bitkisel tasarim drneginin
farkh agilardan perspektif goriiniimleri.

Teraslama sonucu olusturulan dikey bahce
uygulamasinda basamak zeminin bitkilendirmesinde
bolge, iklim ve tasarim amacina uygun agac¢ ve c¢al
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grubu bitkiler diisiiniilmiistiir. Bu bitkiler; Cupressus
sempervirens var. pyramidalis/horizontalis (Servi),
Pinus pinea (Fistik ¢ami); Pinus sylvestris (Sar1 ¢am),
Acacia dealbata (Akasya), Cedrus libani (Toros
sediri), Quercus coccifera (Kermes mesesi), Abies
bornmiilleriana (Uludag goknarti), Abies clicica (Toros
goknari), Populus alba (Ak kavak), Lagerstroemia
indica (Oya agaci1) Arbutus andrachne (Sandal agaci),
Taxus baccata (Porsuk agaci), Ginkgo bloba (Mabet
agaci1), Fraxinus excelsoir (Adi disbudak), Laurus

nobilis  (Defne). Prunus laurocerasus (Bodur
karayemis), Buxus sempervirens (Bodur simsir),
Acacia  dealbata  (Mimoza agaci), Cupressus

macrocarpa (Limoni servi), Cupressocyparis leylandii
(Leylandi agac1), Photinia fraseri (Alev agaci),
Ligustrum japonicum (Kurt bagri), Cotoneaster
horizontalis (Dag musmulasi), Juniperus horizantalis
(Yayihic ardig) tiirlerinden olusmaktadir (Sekil 6-8).

Sekil 8. Sehitler Abidesi sev alani bitkisel tasarim 6rneginin
farkh agilardan perspektif goriintimleri.

4. Tartisma ve Sonug¢

Bu c¢alismayla Canakkale Sehitler Abidesi sev
stabilizasyonu saglamak icin bitkilendirme ve istinat
duvari bilesenleri ile tasarim o6nerisi gelistirilmis ve
bu oneriler literatiir karsilastirmalar1 yapilarak
alanin daha verimli kullanimi igin gelistirilmistir.
Sehitler Abidesi sevinde teraslama ile olusturulan
dikey bahg¢e tasariminin alanda 6ne ¢ikan riizgar, toz,
glines gibi faktorlerinin giderilmesinde veya
azaltilmasinda pozitif etkisi 6n goriilmektedir. Cerci
[10] mimari yapilarda yesil duvarlar ve catilar
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tasarlamanin binalarin yaliimi {izerine olumlu
katkilar yaptigini, ayrica kentsel 1s1 adaciklarinin
serinlemesinde 6nemli bir paya sahip oldugunu ifade
etmistir. Bu c¢alismada da kentsel peyzaja katki
verilmisve yapilan tasarim Onerisiyle alandaki bitki
ve hayvan varligina da yasam alani olusturulmasi
ongorilmistir. Yalginalp vd. [13] kentsel alan
icindeki dikey bahge tasariminda yenilebilir tarimsal
bitkilerin kullanilabilecegini vurgulamislardir. Bu
calismada benzer bitkilerin kullanilma olasilig
bulunurken ¢alismanin yapildig1 alanin kensel alan
disinda bulundugu goéz ardi edilmemelidir. Kirit ve
Saghk [4] dikey bahce; tarihsel siirecini, diinya ve
Turkiye’den orneklerle, estetik ve islevsel yoniinii
belirtmislerdir. Tasarim Onerisinin gelistirilmesinde
faydanilan estetik ve islevsel oneriler bu ¢alismayla
ortiismektedir. Ekren [3] dikey bahgelerin islevsel ve
estetik yonden olumlu ve olumsuz taraflarindan
bahsetmis, olumsuz taraflarinin nedenleri ve bunun
sonucu olarak uygulama oranindaki diisiise dikkat
cekmistir. Bu ¢alismada da oldugu gibi uygulamanin
iklimsel faydalar1 ve siirdiriilebilirligine isaret
etmistir. Giirel ve Kalyoncuoglu Giirel [11] bu ¢alisma
ile ortiisecek tarzda agik ve yesil alanlar aleyhine
yapisal unsurlarin agirhk kazanmasiyla sagliksiz
gelisen kentlerde, alternatif peyzaj tasarimlarindan
dikey bahcelerin kent dokusunda estetik olarak kent
kimligi; islevsel olarak, kent iklimi, dogal yasam,
giiraltii ve goriuntd kirliligi, birey psikolojisi gibi
hususlarda etkin rol iistlendigi vurgulamaktadirlar.

Basdogan ve C1g [1] siirdiiriilebilir kent modellerinin

olusturulmasinda yapt cephelerinde bitkilendirme
uygulamalarina deginmislerdir. Yasayan duvarlar

olarak  yesil cepheler/dikey  bahgeler kent
ekolojisinde ve kentsel refahin artmasinda etkili
unsurlar  oldugundan  bahsetmektelerdir.  Bu

calismayla paralel olarak dikey bahcelerin estetik ve
islevselliklerinin yami sira ekonomik, ekolojik ve
sosyal acidan siirdirilebilir kent modeline
katkilarina deginmislerdir. Bu c¢alismada istinat
duvari ile birliktelik teskil eden bitki tiirlerinin sekil,
boy, hacim gibi fiziksel 6zellikleri ile ekolojik, jeolojik,
iklimsel etkilerine vurgu yapilmistir. Benzer sekilde
Carpenter [12]'1n yaptig1 ¢calismada da dikey bahcede
kullanim potansiyeline sahip bitkilerin fiziksel
ozelliklerinden bahsedilmistir. Ayrica uygulamada
yer alan bitki tiirleri araciligiyla ekoloji tizerine
olumlu etkileri de vurgulanmistir. Yine bu calismada
yapilasmalardaki yogunluga bagh olarak kent
tekstiiriindeki acik ve yesil alanlarin azligina isaret
edildigi gibi Rafiee vd. [2]'nin yaptiklar1 calismada da
artan niifus ve yapilasmalara paralel olarak azalan
yesil alanlardan bahsedilmektedir. Cakir vd. [8]'nin
yaptiklart cahismada; Amerikan asma bitkisi ile
yapillan  dikey bahce uygulamasinin, insan
psikolojisindeki etkilerini estetik kriterleri, ayrica
bitkinin fizyolojik gelisimlerini degerlendirmislerdir.
Timur vd. [9] ¢alismalarinda, gelecekteki kent niifus
potansiyellerinin artisina paralel olarak dogadan
uzaklasan insanlarin yasam standartlarini artirmak,
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kente estetik ve islevsel kullanimlarin yani sira birey

psikolojisi ~ lizerine  etkilerine  deginmislerdir.

Calismalarinda o6zellikle karasal boélgeler i¢in 6rnek

teskil edebilecek Ankara Sihhiye Kopriisii'niin

yesillendirme c¢alismasi dikey yonde olan boyutuyla
bu calismayla ortiismektedir. Yildiz [6] yaptig
calismada, dikey bahcelerin dogal yasamin
belirleyicisi olarak, estetik, islevsel, hobi, kus ve
bocekler icin yasam alani olmasi ile giiriilti ve
gorintll kirliligini 6nlemek amacl, kent insani igin
vazgecilmez peyzaj donatilan oldugundan
bahsetmektedir. S6z konusu ekstrem peyzaj
donatilarinin Sehitler Abidesi'nin her y1l 6zellikle yaz
aylarinda gerek yerli gerekse yabanci turizm
yogunlugu nedeniyle dogal, estetik ve fonksiyonel
anlamda alana kazandirilmasi turist yogunlugundaki
artisi ile turistler tizerinde biraktig olumlu etkileri de

beraberinde  getirmesi  planlanmaktadir [17].

Calismadan elde edilen sonuglar ve bu dogrultuda

gelistirilen 6nerilere asagida yer verilmistir.

% Calismayla alana kazandirilacak istinat
duvarlariyla alanin sev yapisinda jeolojik ve
ekolojik faktorlere baglhh olarak olusabilecek
toprak tasinmasinin/kaymasinin  gerceklesme
olasiliklarinin  en aza indirgemesinin de
saglanmasi 6n goriilmektedir.

% Teraslama ile olusturulan sistemde yatayda agac,
agaccik ve cali formlu bitkiler ile ¢im alan tesisi;
dikeyde ise, sarilici, sarkici, striiniicii ve yayilict
gelisme  gosteren  bitkilerin  kullanilmasi
disiiniilmektedir.  Boylelikle alanda ekolojik,
estetik ve fonksiyonel alan kullanimlar1 ortaya
konabilecektir.

% Tasarim kazanimi olarak turistlerin gezi-gézlem
ve regreasyonel amach teraslar1 kullanabilme
sanslari ortaya cikmistir. Abide alani dikey bahce
uygulamasi kapsaminda, alanin jeolojik agidan
tarima elverisli toprak yapisina ve ekolojik
faktorlerine bagh olarak bakim ve onarimi uygun
yapisal unsurlarin ve bitkisel materyallerin
kullanimi ile alan icin yeterli estetik, fonksiyonel
ve slrdirilebilir optimal alan kullanim
saglanmalidir.

« Alandaki toz,
etkilerine karsi
cikmaktadir.

rizgar ve gilinesin olumsuz
planlamanin islevselligi 6ne

++ Alana 0zgii sev planlamasi ile toprak kaymasinin
uzun vadede Oniine gecilmesi planlanmalhdir.

+¢ Dikey bahge uygulamasinin, alan icin hem fiziksel
hem de fonksiyonel acidan katki saglama
potansiyeli g6z ardi edilmemelidir.

++ Dikey bahce olarak tasarlanmasi planlanan alanda
ayni zamanda rekreasyonel aktivitelerin de
yapilabilir oldugu 6nemsenmelidir.
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+ Alanda teraslama yontemi ile dikey bahge
tasariminin sergilenmesi; Abide alaninin artan bir
ziyaret alam1 sunumunu da beraberinde
getirecektir. Oyle ki; bu durum ziyaret alaninin
yaklasik iki katina ¢ikmasi anlamina gelmektedir.

« Calisma kapsaminda sulama, drenaj ve giibreleme
entegrasyonun saglanmasi gerekliligi

onemsenmelidir.

Bu ¢alismada ortaya konan bu tasarimla sulama,

toprak yapisi, giibreleme, drenaj boyutlarina
deginilmemistir. Alanin 6zglin egimli yapis1 ve
bitkilendirme potansiyelindeki zayifliktan yola

cikilarak, alan kaidesinin gii¢clendirilmesi ve alanda
dikey bahge uygulamasina yo6nelik tasarim galismasi
ile sinirh tutulmustur. Alanin dogal ve kiltiirel dis
etkenlere karsi mukavemetini (rijit 06zelligini)
artirarak, uzun sireler mevcut durumunun
korunmasi, kullanilmasi ve sirdiirilebilir kilinmasi
amaglanmistir. Calisma sonuglarn itibariyla ileri
boyutta planlanan calismalara zemin hazirlamasi
bakimindan 6zgiin bir calismadir. Oyle ki, alanin
drenaj, sulama, toprak yapisi, giibreleme tekniklerini
kapsayan kapsamli ve birbirini biitlinleyen farkh
calismalarla desteklenmesinin onii acilmis
olabilecektir.

NOT: Bu makale, Kasim 11-13, 2019'da Konya-
Eregli'de gerceklestirilmis olan IV. INSAC Mimarlik,
Tasarim ve Giizel Sanatlar Kongre’sinde Bildiri olarak
sunulmustur.
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Abstract: A series of hydrazone derivatives were synthesized to investigate
antifungal, antimicrobial and antitubercular activities. These activities were
investigated against Escherichia coli, Escherichia coli isolate, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas aeruginosa isolate (resistant to gentamicin),
Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus isolate (MRSA), Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecalis isolate (VRE), Candida albicans, Candida krusei and
Mycobacterium tuberculosis. Among the synthesized compounds B23 had the best
activity against Candida albicans with 16 pg/mL MIC value and B24 had the best
activity against Staphylococcus aureus isolate (MRSA) with 16 pg/mL MIC value.
The most effective compound against Mycobacterium tuberculosis is found to be E9
with 32 pg/mL MIC value, a chalcone derivative. However, all compounds were
determined as ineffective against Escherichia coli and Escherichia coli isolate.

Baz1 Hidrazon Tiirevi Bilesiklerin Antimikrobiyal ve Antitiiberkiiler Etkilerinin

Arastirillmasi

Anahtar Kelimeler
Hidrazon,

Antitiiberkiiler etki,
Antimikrobiyal etki

Ozet: Bir seri hidrazon tiirevi, antifungal, antimikrobiyal ve antitiiberkiiler
etkilerini arastirmak icin sentezlendi. Bilesiklerin bu etkileri, Escherichia coli,
Escherichia coli izolat (ESBL), Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas aeruginosa
izolat (gentamisine direncli), Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus izolat
(MRSA), Enterococcus faecalis, Enterococcus faecalis izolat (VRE), Candida albicans,
Candida krusei ve Mycobacterium tuberculosis karsisinda arastirildi. Sentez edilen
bilesiklerden B23 Candida albicans karsisinda 16 pg/mL MiK degeri ile, B24 ise
Staphylococcus aureus izolati (MRSA) karsisinda 16 pg/mL MIK degeri ile en iyi
etkiyi gosterdi. Mycobacterium tuberculosis karsisinda en etkin bilesigin ise 32
ug/mL MIK degeri ile bir salkon tiirevi olan E9 oldugu bulundu. Bununla birlikte,
tiim bilesiklerin Escherichia coli ve Escherichia coli isolat karsisinda etkisiz oldugu
saptandL

1. Introduction

and rifapentine that have reached phase 3 clinical
trials [1,3,4]. The microorganism which is resistant to

Tuberculosis causes an estimated one million six
hundred and seventy thousand deaths annually [1].
The estimated number of infected people is 1.7
billion, but only some of them are developing the
disease [2]. Since the duration of treatment protocols
is very long, resistance develops to the drugs used for
treatment. While old drugs are usually used in the
treatment of tuberculosis, there are several new
drugs such as bedaquiline, delamanide, pretomanide

*Corresponding author: begumaksoz@sdu.edu.tr
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rifampin and isoniazid is called Multidrug-resistant
tuberculosis (MDR-TB), and this resistance is
increasing gradually [5,6]. It is very important to
shorten the long treatment period, reduce the side
effects of combined drug therapy, and discover new,
effective drugs with less side-effects, instead of drugs
that have lost their effectiveness due to resistance
development.
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S. aureus is a gram-positive human pathogen leading
to community and hospital-acquired infections,
which is commensally present in human skin and
mucous membranes [7-9]. Since infections of
Staphylococcus aureus may cause deaths, these
bacterial infections are very dangerous [7,10,11]. The
main routes of transmission of this microorganism
are; patients who are colonized or infected with this
microorganism, contaminated medical instruments,
contaminated media surfaces, contaminated clothing
of healthcare workers. In addition, airborne
transmission occurs in the presence of patients who
cannot control their secretions [12]. These bacteria
can cause many infections in humans, such as
bacteremia, skin and tissue infections, septic arthritis,
infective endocarditis, lung infections, osteomyelitis,
gastroenteritis, meningitis and urinary tract infection
[7]. Although these bacteria do not cause infection on
healthy skin, they can cause very serious infections
mentioned above, if they enter the bloodstream and
internal tissues [13,14].

S. aureus infections were successfully treated with
penicillin derivatives in the 1940s. However,
resistance to penicillin derivatives has developed
with the emergence of the strains that synthesize
beta-lactamase enzyme. Thereafter, treatment was
started with methicillin, a semisynthetic penicillin
derivative resistant to beta-lactamase enzyme. Over
time, strains resistant to methicillin have also been
evolved [9].

Candida are fungi that may be found in the
microbiota. However, they are opportunistic
pathogens and may cause diseases in case of immun
suppression. They may also be resistant to antifungal
agents by different mechanisms, especially by
forming biofilm [15].

Since the development of resistance to antibiotics and
antifungal drugs increases rapidly, many of these
drugs lose their effectiveness in a short time.
Therefore, the discovery of new effective antibiotics
has gained great importance. Hydrazone group
compounds are remarkable for their antimicrobial,
antifungal and antitubercular properties [16-18]. In
this study, we investigated the antimicrobial,
antifungal and antitubercular effects of a group of
hydrazone compounds.

2. Material and Method
2.1. Synthesis

Chalcone derivatives were obtained by reacting
acetophenone and benzaldehyde derivatives in
KOH/methanol. The hydrazone compounds were
obtained by reacting the chalcone derivatives with
the hydrazide compounds. Reaction and product
details, have been previously published [19].
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2.2. Determination of antibacterial and antifungal
activity

Antibacterial and antifungal susceptibility testing
were performed through the guidelines of CLSI-
M100-S16 [20] and M27-A3 [21] standards,
respectively. E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 35218,
P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 29213, E.
faecalis ATCC 29212, C. albicans ATCC 10231 and C.
krusei ATCC 6258 and their clinical isolates were
used in the study. E. coli isolate has extended
spectrum beta lactamase enzyme and used as the
ESBL strain. C. krusei ATCC 6258 strain was used
because it is resistant to fluconazole naturally. A
methicillin resistant S. aureus isolate which is
resistant to all beta lactam antibiotics (MRSA), an E.
faecalis isolate which is resistant to vancomycin
(VRE) and a P. aeruginosa isolate which is resistant to
gentamicin were also included in the study. The
lowest concentration of the compounds that
completely inhibits macroscopic growth was
determined as minimum inhibitory concentrations
(MICs). Details of the method is given in the literature
[22].

2.3. Determination of antimycobacterial activity

Mycobacterium tuberculosis H37RV (ATCC 27294)
was used as the quality control strain. MABA method
was used to determine the antituberculosis activity
as described by Franzblau et al.. 1:1 mixture of 10X
Alamar Blue reagent were added to wells. A blue
color in the well showed no growth and a pink color
showed growth. The MIC was defined as the lowest
drug concentration which prevented a color change
from blue to pink [23]. Details of the method is given
in our previous publication [22].

3. Results

Initially, compounds E9 and E13 were synthesized by
reaction of acetophenone and aldehyde derivatives.
Then, the compounds E9 and E13 were reacted with
2-furoic hydrazide, 2-thienyl hydrazide and 4-
methyl-1,2,3-thiadiazol 5-carbo hydrazide to form
compounds B22, B23, B24, B25 (Figure 1).

Rt R2 RY 5
ron Ry <8R
[ yeoeHs Ww
R o)

E9, E13
R1= OCHg3, H R?=OCH3, F
R3= OCHgj, CH4

HC-0

.

?
NH;NH-C—R*
R*=Furan-2-yl, thiophene-2-yl,
4-methyl-1,2,3-thiadiazole-5-yl

Rz‘ ¥ )=

\
N-NHC-R* (C ring)
o

EtOH
reflux

B22, B23, B24, B25
Figure 1. Synthesis stages
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Table 1 shows the formulas of the compounds.

Table 1. Formulas of compounds

substitution of the furan ring instead of thiophene as
the C ring. However, the presence of furan ring in the
structure was found to increase the effect on E. coli, P.
aeruginosa isolate (gentamicin resistant), S. aureus, E.

Compound R1 R2 R3 R*

faecalis isolate (VRE) and C. krusei. Compounds B22

E9 -H -F -OCHs . :
and B23 were obtained by reacting compound E13
E13 -OCHs  -OCHs ~ -CHs with different hydrazides. Compound E13, which is a
B22 -OCH; -OCH; -CH3  Thiophene-2-yl chalcone, showed better activity only against S.
523 OCHs -OCHs _ -CHs Furan-2-yl aureus, when. compared with thg compounds 322
B24 . - . Thioshene.2-v] and B23 which are formed by its transformation.
- - -OCH; ~opnene-2y Apart from this, it has the same or worse effect
B25 H F -OCHs 4};M§Fh}’111:?3-] against all other bacterial and fungal strains,
thiadiazole->-y suggesting that the reaction of the chalcone with
hydrazides generally increases the effect. Compounds
Antitubercular and antimicrobial activities of B24 and B25 both carry a fluorine atom at para
synthesized compounds were determined. In position of ring A and a methoxyl group at p-position

determining these effects, ampicillin, gentamicin,
ofloxacin, meropenem, vancomycin, ampicillin /
sulbactam (1/1), Amoxicillin / clavulonic acid (2/1),
fluconazole, amphotericin B, ethambuthol and
isoniazid standards were compared, obtained results
are displayed in Table 2.

4., Discussion and Conclusion

Compounds B22 and B23 contain methoxyl at
positions 2 and 4 in ring A, and methyl at para
position in ring B. Of the two compounds, B22 carries
the thiophene ring as the C ring, while B23 carries
the furan ring. When the compounds B22 and B23
were compared, an increase was observed in the
activity against MRSA and C. albicans with the

of ring B. Compound B24 contains thiophene as ring
C, while ring C of compound B25 contains a
thiadiazole ring. Compound B24 was found to be 2-
fold more potent against S. aureus and C. krusei than
compound B25. In addition, compound B24 was
found to be 4 times more effective against MRSA than
compound B25. The presence of thiophene in the C
ring is preferred because it increases the effect on
many strains. The presence of thiadiazole in ring C
increased the effect on E. faecalis. Compound E9, the
starting material of compounds B24 and B25, was
found to be more effective on C. albicans and M.
tuberculosis than the hydrazone derivative. For better
antibacterial effect, the presence of the hydrazone
structure and the use of thiophene as the C ring were
required. Also, when the effect on tuberculosis is

Table 2. Antimicrobial and antifungal activities of the compounds

MIC (pg/mL)

Compounds 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
B22 64 128 128 64 64 128 64 128 64 64 32 64
B23 128 128 128 64 128 256 32 128 128 16 64 64
B24 64 128 128 64 64 64 16 128 128 64 32 64
B25 64 128 128 64 64 128 64 64 128 64 64 64
E9 64 128 128 64 128 128 32 128 128 32 64 32
E13 128 128 128 128 128 64 64 128 128 128 64 64

Ampicilin 2 - >1024 - 0.5 - 0.5 0.5 - - -

Gentamicin 0.25 - 256 1 64 0.5 128 8 8 - - -

Ofloxacin 0.015 - 16 1 1 0.125 05 1 4 - - -

Meropenem 0.008 - 0.015 0.25 0.015 0.03 - 4 8 - - -

Vancomycin - - - - - 0.5 1 1 8 - - -

Ampicilin/

sulbactam - 16 - - - - - - - - - -
(1/1)

Amoxicilin/

clavulonic acid - 16 - - - - - - - - - -
(2/1)
Fluconazole - - - - - - - - - 0.0625 32 -
Amph(])sterlcm i ) ) ) i i i i i <0.03 05 i
Ethambuthol 4
Isoniazid 0.125

1: E.coli ATCC 25922, 2: E.coli ATCC 35218, 3: E.coli isolate (ESBL), 4: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 5: P.aeruginosa
isolate (resistant to gentamicin), 6: Staphylococcus aureus ATCC 29213, 7: S.aureus isolate (MRSA), 8: Enterococcus faecalis
ATCC 29212, 9: E.faecalis isolate (VRE), 10: Candida albicans ATCC 10231, 11: Ckrusei ATCC 6258, 12: Mycobacterium
tuberculosis H37RV ATCC 27294
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considered, the importance of preserving the
chalcone structure emerges. In this group of
compounds, it is seen that the chalcone structure is
more effective against C. albicans which is a common
fungal species.

When the compounds B22 and B24 carrying
thiophene as ring C are compared, the compound
B24 having fluorine at the p-position of ring A and
the methoxyl structure at the p-position of the ring B
were found to be more effective against S. aureus and
MRSA, with respect to compound B22, with methoxyl
at the 2nd and 4th positions of ring A and methyl at
the 4th position of the ring B. This study is important
for the development of new drug active substances
that can be used to treat S. aureus, a bacterium that
causes many serious infections, including nosocomial
infections. B22 was found to be more effective only
against VRE than B24.

When E9 and E13 compounds were compared, it was
found that E9 was more effective than E13 in many
bacteria (E. coli, P. aeruginosa, MRSA, C. albicans, M.
tuberculosis). Compound E9 was found to be 4 times
more potent against C. albicans than E13. Compound
E13 was found to be twice as effective against S.
aureus as compared to compound E9. It is known that
the fluorine atom in the structure of compound E9
increases the effect of the chalcone compounds [11].
Therefore, it is thought that compound E9 is more
effective.

In this study, antimicrobial and antifungal effects of
some hydrazone derivatives and chalcones as
starting materials of these compounds, were
investigated. All the compounds showed a better
effect against MRSA than gentamicin. Compound B24
showed the best effect against MRSA. The presence of
the fluorine atom in ring A and the thiophene group
in ring C is important for activity against MRSA.
Compounds B22 and B24 showed the same effect
against C. krusei as fluconazole. Compounds E9 and
B23 are the most effective compounds against C.
albicans. The presence of fluorine atom in the 4th
position in ring A and the preference of the furan ring
as ring C increased the effect against C. albicans. The
most effective compound against M. tuberculosis is
the compound E9, which is a chalcone containing a
fluorine atom. All other compounds showed a similar
effect against M. tuberculosis.
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Anahtar Kelimeler
Su kabag lifleri,
Dogal lifli kompozit,
Epoksi baglayici,
Ses yutma katsaysi,
Ses azaltim katsayisi

Ozet: Her mekanin kullamim amacina yénelik, yonetmeliklerle belirlenmis uygun
ses diizeyi araliklar1 vardir. Mekan igerisinde, ses diizeyinin istenen seviyeye
getirilmesi  bitirme malzemelerinin ses yutma o6zellikleri kullanilarak
saglanmaktadir. Pratikte olduk¢a yaygin kullanilan cam yilinii gibi malzemeler,
ozellikle uygulama sirasinda insan sagligi i¢in zarar verici olmaktadir. Bu nedenle
de pek ¢ok alanda oldugu gibi, ses yutma malzemelerinde de dogal malzeme
arayisi 6zellikle son yillarda daha 6nemli hale gelmistir. Bu ¢alismada*, dogal bir
bitki lifi olan Su Kabagi (LC) lifleri kullanilarak fiiretilecek kompozitler ile insan
saghgl icin zararlh olmayan alternatif bir ses yutucu malzeme {iretimi
amaclanmistir. Bu kapsamda, su kabagi (LC) lifleri epoksi baglayici ile kullanilarak
kompozit malzeme {iretilmis ve empedans tiipii yontemi ile numunelerin ses
yutma katsayilar1 belirlenmistir. Ayn1 zamanda, malzeme kalinlig1 ve lif orani
parametrelerinin ses yutma performansi iizerindeki etkisi incelenmistir. Elde
edilen sonuglar grafikler halinde sunulmus ve karsilastirmalar yapilmis ve
sonuglar, malzeme kalinlig1 ve lif oraninin ses yutma performansi tizerinde etkili
oldugunu gostermistir.

Parameters Affecting the Sound Absorption Performance of Luffa Cylindrica Fibers-

Epoxy Composite

Keywords

Luffa Cylindrica,

Natural fiber composite,
Epoxy binder,

Sound absorption coefficient,
Noise reduction coefficient

Abstract: There are appropriate sound level ranges determined by regulations for
the intended use of each place. In the room acoustics, finishing material’s sound
absorption coefficients are used to calculate the reverberation time. Materials such
as glass wool, which are widely used in site, are harmful for human health,
especially during application. For this reason, as in many fields, the search for
natural materials in sound absorption materials has become more important
especially in recent years. In this study, it is aimed to produce an alternative sound
absorbing material that is not harmful to human health with composites that will
be produced by using a natural plant fiber named Luffa Cylndrica. In this context,
using the Luffa Cylindrica fibers with epoxy binder, composite material is produced
and the sound absorption coefficients of the samples are determined by impedance
tube method. Also, the effect of material thickness and fiber ratio parameters on
sound absorption performance are examined. The results are presented in graphs
and and compared to eachother. The results showed that the material thickness
and fiber ratio had an effect on sound absorption performance.

1. Giris

Giinliik yasamda, insanlar kapali mekanlarda (ofis,
salonu vb.) farkh

restoran, okul, tiyatro

olmasalar dahi olumsuz yonde etkilemektedir.
Kuttruff, [1], bu durumu pek c¢ok insanin maruz
kaldiklar1 akustik ortamin farkinda olmalarina

ses ragmen, bunu ‘yi veya zayif akustik’ olarak

diizeylerine maruz kalmaktadirlar. Kapali mekan
icerisindeki ses diizeylerinin, belirlenen degerlerin
iizerinde ya da ¢ok altinda olmasi; insanlar1 farkinda

*ilgili yazar: oya.keskin@antalya.edu.tr
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tanimlayarak sebeplerini anlayabilen cok az sayida
kisi oldugunu soylemistir. Farkli mekanlar i¢in olmasi
gereken ses diizeyleri her iilkenin kendine ait
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yonetmeliklerinde belirtilmistir. Tiirkiye icin bu
degerler ‘Binalarin Giiriltiye Karsi Korunmasi
Hakkinda Yonetmelik’ 30082 sayili Resmi Gazete’'de
2017 yilinda yaymnlanmigtir [2]. insanlarin, akustik
acidan konforlu bir ortamda bulunmalari i¢in mekan
icerisindeki ses diizeylerinin ayarlanmasi
gerekmektedir. Kapali bir mekanda ses diizeylerinin
ayarlanmasi, farkli bitirme malzemelerinin ses yutma
degerleri kullanilarak saglanir.

Cogu ortamda duyulan ses, dogrudan sesin
kaynagindan veya kaynaklardan, yiizeylerden ve
diger nesnelerden gelen dolayll yansimalardan
olusan bir kombinasyondur. Ornegin, oda
akustiginde, hem dogrudan ses hem de duvarlardan,
tavandan ve yerden gelen yansimalar, akustik
kalitesini belirlerken 6nemlidir [3]. Ses herhangi bir
fiziksel nesne ile etkilesime girdiginde yutulur. Bunun
bir nedeni, ses dalgas1 bir nesneye carptifinda, o
nesnenin sonsuz kati olmadikga titresim yapmasidir.
Bu, titresim enerjisinin ses dalgasindan c¢arptigi
nesneye aktarildigi anlamina gelmektedir. Bu
enerjinin bir kismi, nesnenin yapildigi malzemedeki
ic stirtinme kayiplarindan dolay1 yutulmaktadir. Bir
baska enerji kaybi bicimi de ses dalgasinin gézenekli
bir yiizeye carptiginda ya da gectiginde ortaya ¢ikar.
Tiim lifler ve delikler nedeniyle malzemede ¢ok genis
bir ylizey alani vardir. Ses dalgasinin hiz bileseninin
yuzey ile etkilesimi nedeniyle malzemenin yiizeyinde
surtiinme kayiplar1 olusmaktadir [4]. Yutulan
enerjinin yutuculuk kismi ses yutma katsayisi (a) ile
Olciilmektedir. Yiiksek derecede yansiticl
malzemelerin ses yutma Kkatsayisi 0’a, yiliksek
derecede yutucu malzemelerin ses yutma katsayisi
1’e yakindir. Neredeyse hi¢cbir malzeme tamamen
yutucu veya tamamen yansitici degildir. Genel olarak,
ses yutma katsayisi 0.20 ve alti malzemeler olduk¢a
yansitict  kabul edilirken,  yiiksek  yutucu
malzemelerin ses yutma katsayilar1 0.80 ve iizeridir.
Sesin yutulmasi tipki sesin azaltiminda oldugu gibi
frekansa baghdir [5].

Bir mekanin hacminin akustik performans iizerindeki
temel etkisi bulundugundan beri ¢inlama siiresi en
onemli akustik parametre olarak kullanilmaktadir.
Cinlama siiresi genel olarak, aliciya gelen direkt
sesten sonra 50-100ms icerisinde yine aliciya ulasan
yansiyan ses olarak tanimlanabilir [6]. Mekanlarin
kullanim amaglarina goére uygun akustik ortam igin
saglanmasi gereken c¢inlama siireleri de degisiklik
gostermektedir. Mekan igerisinde gerekli ¢inlama
suresinin ayarlanmasinda, Sabine formuli
baglaminda bitirme malzemelerinin ses yutma
katsayilar1 kullanilmaktadir. Sesin yutulmasi igin
kullanilan malzemeler genellikle lifler, kopiikler,
delikli paneller, zarlar, rezonatorler ve farkl
kompozit malzemeler olarak siralanabilir. Nor vd. [7]
ve Zulkifli vd. [8] 6zellikle insaat sektoriinde tercih
edilen ses yutucu malzemelerin cam veya mineral
yunlii malzemeler oldugunu belirtmislerdir, Ayrica
Nor wvd. [7] bu malzemelerin ticari pazardaki
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hakimiyetleri nedeniyle alternatif malzemelerin
iiretiminin nispeten zayif kaldigii da eklemislerdir.
Ancak son yllarda duvar veya panel icerisinde
kullanilan cam ve mineral yiinli malzemelerin
ozellikle uygulama sirasinda akciger problemleri, goz
problemleri gibi isci sagligina olan olumsuz etkileri
nedeniyle farkli malzemelere yo6nelim baslamistir.
Biswal, [9], arastirmacilarin; 6zellikle lifli kompozit
malzemelerde daha iyi mekanik 6zellikler gostermesi,
daha kolay elde edilebilmesi ve daha ucuz olmalari
nedeniyle sentetik lifler yerine organik liflere
yoneldigini soylemistir. Organik liflerin akustik
malzeme olarak kullanim avantaji; maliyetinin daha
diisiik olmasi, kolaylikla elde edilebilir olmasi,
yenilenebilir ve asinmaya dayanikli olmasi, uygulama
kolaylig1 ve uygulama ve kullamim sirasinda insan
sagligini tehdit etmiyor olusudur.

Dogal liflerin kompozit malzemelerde kullanilmaya
baslanmasiyla birlikte, ses yutucu malzemelerde
dogal lif kullanimyla ilgili literatiirde pek ¢ok calisma
yapilmis ve yapilmaktadir. Koizumi vd. [10], bambu
lifleri ve baglayia kullanarak yaptigi calismada
Urettigi kompozit malzemelerin ses yutma
performansi, Kkarakteristik empedans ve dagilma
sabiti 6zelliklerini incelemistir. 2009 yilinda dogal
lifler kullanilarak yapilan baska bir ¢alismada cay
yaprag lifleri kullanilmis ve farkli kalinliklarin ses
yutma performansina etkisi gozlemlenmistir [11].
Kalnligin ses yutuculuguna etkisi ile ilgili 2010
yilinda yapilan diger bir ¢alismada Malezya Palmiyesi
lifleri kullanilmistir [12]. Kenaf lifleri ve polyesterin
ses yutma performanslarinin incelendigi calisma,
Alba vd. [13] tarafindan gercgeklestirilmistir.
Veerakumar ve Selvakumar, [14], Kapok lifleri ile
polyproplan*i  karistirarak  kompozit malzeme
iretmis ve malzemenin ses yutma katsayisi ve ses
azaltim katsayisini (NRC) olgmiistiir. Cay yapragi
liflerinin izosiyanat ve poliol ile karisimiyla kompozit
ireten Ekici vd. [15], kompozitlerin ses yutma
performanslarini degerlendirmislerdir. 2013 yilinda
Kapok dogal lifleri kullanilarak yapilan baska bir
calismada kompozit malzeme iretirken liflerin
diziliminin ses yutuculuguna etkisi arastirlmistir
[16]. Kapok, pamuk otu ve ipek otu lifleri ile yapilan
calismada malzeme kalinlig1 ile ses yutma
performansi iliskisi incelenmistir [17]. Thigalavathi
vd. [18] yaptiklar1 calismada, su kabag: (LC) lifleri ile
yaptiklar1 ¢alismada lifler icerisine kapok ve pamuk
lifleri karistirarak ses yutma performansindaki
degisimleri incelemislerdir. Hindistan cevizi lifleri ile
polivinil alkol karistirillarak kompozit iretilen bir
calismada farkli kalinhkli kompozitlerin ses yutma
performansina etkisi ol¢lilmiis ve farkli hesaplama
yontemlerine  gore  sonuglarda  karsillastirma
yapilmistir [19]. Yuvaraj vd. [20], ¢alismalarinda, su
kabag (LC) lifleri ve poliliretan koptk kullanarak
kompozit lreterek, 6zellikle su kabag lifi eklenen
kompozitlerde ses yutma performansinin artisini
incelemislerdir. Mohammad vd. [21] farkli malzeme
kalinligi ve farkli oranda hurma agaci lifleri ile
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Hindistan cevizi liflerinin ses yutma performansi
lizerine Olgtimler yapmis ve sonuglari
karsilastirmislardir. Su kabagi (LC) lifleri ve epoksi
kullanilarak gergeklestirilen ¢alismada kompozitlerin
ses yutma, ses gecis kaybi1 ve mekanik o6zellikleri
incelenmistir [22]. Taban vd. [23], yaptiklar1 diger
bir calismada hurma agac liflerine polivinil alkol
ekleyerek kompozit malzemeler iiretmis ve malzeme
kahnligi, lif orani, hava boslugu gibi farkh
parametrelerin kompozitlerin ses yutma performansi
tizerindeki etkilerini degerlendirmislerdir.

Tim bu bilgiler ve literatiirde yapilmis ¢alismalar
dogrultusunda, bu calismada insan saghgma zarar
vermeyen dogal lifli bir kompozit malzemenin ses
yutma performanst ve ses azaltim katsayisinin,
malzeme kalinligl ve hacimce lif oranina bagli olarak
degisiminin incelenmesi amaglanmstir.

2. Materyal ve Metot

Calisma kapsaminda, kompozit tiretmek i¢in dogal bir
bitki lifi olan su kabagi (LC) lifleri ile baglayia olarak
termoset grubundan epoksi kullanilmistir.

Su kabag lifleri seliiloz ve odun 6zii icermektedir.
Farkli yonlerdeki liflerden olusan odunsu bir yapisi
vardir. Bu lifler dogal bir recgineyle bir arada
tutulmaktadir. %60 seliiloz, %30 yan seliiloz, %10
odun 06zii icermektedir [24]. Diisiik maliyeti, geri
donlisim ozelligi ve insan saghig icin zarar teskil
etmemesi nedeniyle son zamanlarda farkh alanlarda
tercih edilmektedir. Bir grup sert, siki liften olusan
lifler asinmaya meyillidir [25].

Epoksi recinesinin sentezi 1930'lu yillarda baslamis
ve 1940'h yillarda sanayi tiretimine gegmistir. Epoksi
recine, kompozit igerisinde kullaniminda yiiksek
mekanik mukavemet, mikemmel dialektrik
ozellikleri ve iyi kimyasal korozyon direnci ile liflerle
giiclii bir bag olusturur. Son yillarda epoksi recine ve
sertlestirici madde tiirleri biliyiik oranda geliserek,
ozellikle karbon ve bor lifli kompozit malzemelerin
yerine genis uygulama alanlar1 bulmaktadir [26]. Bu
baglamda, su kabagi (LC) lifleri epoksi baglayici ile
kullanilarak elde edilen kompozit malzemenin ses
yutma katsayilar1 belirlenmistir.

2.1.incelenen parametreler

Calisma kapsaminda, su kabag: (LC) lifleri ve epoksi
kullanilarak  iretilecek  kompozit malzemede
malzeme kalinligt ve kompozit igerisindeki lif
oraninin ses yutma performansi ve ses azaltim
katsayisina etkisi incelenmistir.

Incelenecek parametreler belirlendikten sonra her
bir parametre icin tanimlanan ozellikler asagida
verildigi gibidir;

e Malzeme kalinligi: 1cm-3cm-5cm
Hacimce lif orani: %10- %30-%50-%70-%90
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Belirlenen parametrelere gore su kabag (LC) ve
epoksi Kkullanilarak kompozit malzeme 06rnekleri
tiretilmigtir. Uretilen kompozit numuneleri icin
belirlenen kodlar asagidaki Tablo 1'de verilmistir.

Tablo 1. Numune Kodlari
Numune Kodu

Malzeme kalinlig1 ve lif orani

SE 1-10 1cm, %10
SE 1-30 1 cm, %30
SE 1-50 1 cm, %50
SE 1-70 1 cm, %70
SE 1-90 1 cm, %90
SE 3-10 3 cm, %10
SE 3-30 3 cm, %30
SE 3-50 3 cm, %50
SE 3-70 3 cm, %70
SE 3-90 3 cm, %90
SE 5-10 5cm, %10
SE 5-30 5 cm, %30
SE 5-50 5 c¢cm, %50
SE 5-70 5 cm, %70
SE 5-90 5 cm, %90

2.2. Kompozitlerin hazirlanmasi

Dogadan ham halde elde edilen su kabag: (LC) lifleri,
ilk olarak liflerin yumusatilmas1 ve temizlenmesi
islemlerinden gecirilmistir. Daha sonra, lifler Sekil
1’de gosterildigi gibi pargalara ayrilmis ve kompozit
icerisinde kullanilacak hale getirilmistir.

Sekil 1. Kompozit icerisinde kullanim i¢in hazir hale
getirilmis lifler

Liflerin hazirh@ tamamlandiktan sonra, daha once
belirlenmis hacim oranlarina gore farkli kalinliktaki
kaplara lifler yerlestirilmis ve icerisine epoksi
enjektesi yapilmistir. Bu yontem, literatiirede ‘El ile
Yayma Yontemi (Hand Lay-up)’ olarak gecmektedir.
El ile yayma (hand lay-up) yontemiyle tretilen lif
takviyeli kompozitlerde termoset polimer baglayici
kullanilmas: tipik bir islemdir [26]. Tiim kaliplara,
gerekli diizeyde epoksi enjektesi yapildiktan sonra,
kompozitler 48 saat siireyle oda sicakliginda
kiirlemeye birakilmistir.
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2.3. Ses yutma katsayisi dl¢iimleri

Ses yutma katsayisi tayininde, yaygin olarak duran
dalga yontemi ve ¢inlama odast yontemi
kullanilmaktadir. Calisma kapsaminda, empedans
tiipl kullanilarak duran dalga yontemi ile kompozit
numunelerinin ses yutma katsayilar1 belirlenmistir.
Testler, Siileyman Demirel Universitesi Dogal ve
Endiistriyel Yap1 Malzemesi laboratuvarinda, BiAS
mithendislik tarafindan tiretilen TestSense empedans
tlipl kullanilarak gergeklestirilmistir.

Cihazin hassasiyet diizeyinin arttirilmasi igin faz
kalibrasyonu yapildiktan sonra, farkli kalinlik ve lif
oraninda iretilen her bir numune i¢in ayr1 ayri ses
yutma testleri yapilmis ve 1/3 oktav bandinda 250-
4000Hz araliginda ses yutma Kkatsayilarn elde
edilmistir.

3. Bulgular

Ses yutma katsayisi dlciimleri tamamlandiktan sonra,
daha onceden belirlenen malzeme kalinlif1 ve
hacimce lif orani parametrelerinin ses yutma
performansma etkisini incelemek icin elde edilen
sonuglar arasinda karsilastirma yapilmistir.

3.1. Malzeme kalinligi-ses yutma performansi
iliskisi

Malzeme kalinliginin ses yutma performansina
etkisini incelemek icin ayni kalinlikli farkl lif oranh
malzemeler kendi iglerine karsilagtirlmigtir. Ilk
olarak, %10 lif oranli numunelerde kalinhigin etkisi
kiyaslanmis ve Sekil 2’de verilmistir. Buna gore, lif
oraninin oldukea diisiik oldugu bu 3 numunede, en iyi
ses yutma performansi 1000 Hz’de 5cm kalinlikta ve
2000Hz’de 1cm kalinlikta elde edilmistir. Ozellikle,
2000 Hz'de 1cm kalinlikhh malzemede ses yutma
performansinin digerlerine goére daha yiiksek
¢ikmasinin nedeni olarak kalinlik azligindan dolay1
liflerin yiizeye daha yakin olmasi séylenebilir.

Kalinlik-Ses Yutma iliskisi

0.30
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0.05

SES YUTMA KATSAYISI

0.00
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500 1000
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2000 4000

ESE1-10 ®SE3-10 ®SE5-10

Sekil 2. %10 lif oranli 1cm, 3cm ve 5cm  kalinhikh
malzemelerin ses yutma performansinin karsilastirmasi
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Sekil 3’te, %30 lif oranl 3 farkli kalinlikli numunenin
ses yutma performansi iliskisi verilmistir. Sonuclar
incelendiginde, 250, 500 ve 1000 Hz'de tim
kalinliklarda benzer ses yutma performanslari
dikkate carpmaktadir. 2000 ve 4000 Hz olan ytksek
frekanslarda, 5cm kalinlikli malzeme daha yutucu bir
performans sergilemistir. Yine de sonuclar ses yutma
acisindan istenen diizeyde degildir. Bunun nedeni, lif
oraninin distkligidiir.

Kalinlik-Ses Yutma iliskisi
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Sekil 3. %30 lif oranli 1cm, 3cm ve 5cm  kalinlikh
malzemelerin ses yutma performansinin karsilastirmasi

% 50 lif oranli numunelerin ses yutma
performanslar1 Sekil 4’te verilmistir. 250Hz’de ¢ok
etkili olmayan kalinlik parametresi, orta ve yiiksek
frekanslarda kalinligin artmasi ile birlikte artis
gOstermisgtir.

Kalinlik-Ses Yutma iliskisi
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Sekil 4. %50 lif oranli 1cm, 3cm ve 5cm kalinhikh
malzemelerin ses yutma performansinin karsilastirmasi

Ses yutma performansi lizerinde kalinliginin etkisinin
incelendigi diger bir grafik Sekil 5'te sunulmustur. Lif
oraninin %70 oldugu numunelerde, biitin
frekanslarda kalinlik artis1 ile birlikte ses yutma
katsayisinda da artis meydana gelmistir.
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Kalinlik-Ses Yutma iliskisi
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Sekil 5. %70 lif oranli 1cm, 3cm ve 5cm  kalinhikh
malzemelerin ses yutma performansinin karsilastirmasi

Kalinligin ses yutma performansi tizerindeki etkisinin
incelendigi son grafik Sekil 6’da verilmistir. %90 lif
orani ile hazirlanan numunelerde 6zellikle yiiksek
frekanslarda tiim kalinhiklarda ses yutucu bir
performans gozlemlenmistir. Ozellikle bu grafikten
de anlasilacag: tuzere, kalinlik artis1 daha ¢ok algak
frekanslarda etkili bir parametre oldugundan, ytiksek
frekanslarda dalgalanma olurken al¢ak frekanslarda
kalinlik artisi ile birlikte ses yutma katsayisinin da
arttig1 acikca gorilmektedir.

Kalinlik-Ses Yutma iliskisi
(=)
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Sekil 6. %90 lif oranli 1cm, 3cm ve 5cm kalinlikh
malzemelerin ses yutma performansinin karsilastirmasi

3.2. Lif orani-ses yutma performansi iliskisi

Bilindigi tizere, lifli kompozit malzemelerde, malzeme
icerisinde kullanilan lif orani 6zellikle orta ve yiiksek
frekanslarda ses yutuculugu agisindan etkili bir
parametredir. Lifli malzemelerde, gelen ses dalgalar:
lifler arasinda titresime yol acar ve ses enerjisi 1s1
enerjisine doniisiir. Birim alan basina diisen lif
miktarmin artmasi ile lifler arasindaki etkilesim de
artacagindan ses yutma performansinda artis
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gozlemlenir. Bunu 6l¢gmek i¢in, iretilen numuneler
arasinda ayni kalinlikli numunelerde hacimce farkh
lif oranlarinin ses yutma sonuglarina etkisi
incelenmigtir. ilk olarak, 1cm kalinhkli numunelerde
lif oraninin ses yutma performansina etkisi
incelenmis ve sonuglar Sekil 7’de sunulmustur. 1 cm
kalinlikli numunelerde, tiim frekanslarda en iyi
yutma performansint %90 lif oranli numune
vermistir. Ozellikle 4000 Hz’'de, %50, %70 ve %90 lif
oranli numunelerin ses yutma Kkatsayilari oldukca
yuksek cikmistir.

Lif Orani-Ses Yutma iliskisi
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Sekil 7. 1cm kalinlikli malzemelerde farkli lif oranlarinin
ses yutma performansina etkisi

Lif oran1 artis1 ile ses yutma katsayismnin iligkisinin
incelendigi diger bir analiz 3cm kalinlikli numuneler
arasinda yapilmistir ve sonuglar Sekil 8'de
verilmistir. Ozellikle orta ve yiiksek frekanslarda fark
daha ¢ok olmakla birlikte, tiim frekanslarda lif orani
artist ile ses yutma katsayisinin da artarak 1’e
yaklastig1 goriilmektedir.

Lif Orami-Ses Yutma iliskisi
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Sekil 8. 3cm kalinlikli malzemelerde farkli lif oranlarinin
ses yutma performansina etkisi
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Son olarak, 5cm kalinlikli numunelerde 5 farkh lif
oraninin ses yutma katsayis1 tzerindeki -etkisi
incelenmistir. Sekil 9’daki sonuclara bakildiginda,
ozellikle algak ve orta frekanslarda lif orami ile
birlikte kalinlik artisinin da devreye girmesi ile daha
yutucu sonuglarin elde edildigi soylenebilir. Grafik
detayli incelendiginde, yiiksek frekanslarda lif
oraninin ses yutma iizerinde ciddi bir etkisi oldugunu
sonucuna varimistir.

Lif Orami-Ses Yutma iligkisi
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Sekil 9. 5cm kalinlikli malzemelerde farkli lif oranlarinin
ses yutma performansina etkisi

3.3. Lif orani-ses azaltim katsayis1 (NRC) iliskisi

Ses azalum katsayisi (NRC) bir malzemenin ses
yutma performansinin tek bir sayi ile gosterilmesidir.
Bir malzemenin, 250Hz-2000Hz arasindaki ses yutma
katsayisi degerlerinin ortalamasi alinarak hesaplanir.
Ses yutucu bir malzeme seciminde elbette yalnizca
ses azaltim katsayis1 degerine bakmak dogru bir
yaklasim olmayacaktir. Ancak, o6zellikle yiiksek
frekanslarda akustik iyilestirme ya da ¢inlama
kontrolii gereken mekanlarda ses azaltim katsayisina
(NRC) bakarak secim yapilabilir. Buna gore, 1cm
kalinlikli numunelerin NRC grafigi Sekil 10’da, 3cm
kalinlikli numunelerin NRC grafigi Sekil 11’de ve 5cm

kalinlikli numunelerin NRC grafigi Sekil 12’'de
verilmistir.
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Sekil 10. 1cm kalinlikli malzemelerin ses azaltim katsayisi

degerleri
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Sekil 11. 3cm kalinlikli malzemelerin ses azaltim katsayisi
degerleri
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Sekil 12. 5cm kalinlikli malzemelerin ses azaltim katsayisi
degerleri
Grafikler incelendiginde, ses azaltim Kkatsayisi

degerinin 1cm kalinlikh numunelerde, farkli lif
oranlarinda, dikkate deger diizeyde degismedigini
soylemek miimkiindiir. Aradaki farkin en yiiksek
ciktigr diizey %70 ve %90 lif oranli numuneler
arasindadir ve bu deger 0.04 oldugu i¢in ihmal
edilecek diizeydedir. Ancak, 3cm ve 5cm kalinlikli
numunelere bakildiginda, ses azalum katsayl
degerlerinin lif oraninin artmasi ile birlikte gozle
gorilir dizeyde arttigin1 sdyleyebiliriz. Buna gore,
dogal lifli malzemelerde o6zellikle malzeme
kalinhigmin fazla oldugu numunelerde, ses azaltim
katsayisi degerinin lif orani artisi ile birlikte
yukseldigi belirlenmistir.

4. Tartisma ve Sonuc¢

Calismada, dogal bir bitki lifi olan su kabag (LC)
lifleri kullanilarak farkh fiziksel 6zellikli kompozit
malzemeler hazirlanmistir. Kompozit igerisinde
baglayic1 olarak epoksi tercih edilmistir. Malzeme
kalinlig1 ve kompozit icerisindeki hacimce lif oraninin
ses yutma performansina etkisinin incelendigi bu
calismada, 3 farkli kalinlikli ve 5 farkl lif oranh
numuneler laboratuvar ortaminda iretilmis ve ses
yutma testleri gergeklestirilmistir. Calismanin temel
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amaci, insan saghigi acisindan tehdit olusturmayan ve
iiretimi hizl1 ve tiretim maliyeti diisiik su kabag (LC)

liflerinin ses yutma malzemesi olarak
kullanilabilirligini incelemek olmustur.
Sektorde yaygin olarak kullanilan cam yiini

malzemesinin 6zellikle uygulama asamasinda insan
saghgina olan olumsuz etkileri bilinmektedir. Sekil
13’te 2010 yilinda yapilmis bir ¢alismadan alinan
3cm kalinlikli cam yiinii malzemesinin ses yutma
katsayisi degerleri ile [27] bu ¢alisma kapsaminda
farkli lif oranlar1 ile hazirlanan 3cm kalinlikh
kompozit numunelerinin sonuglarinin karsilastirmasi
verilmistir. Sonuglar incelendiginde, 6zellikle %90 lif
oranli kompozitin cam yiiniine alternatif bir ses
yutma malzemesi olarak kullanilabilecegi
sOylenebilir. Ayrica o6zellikle 5cm kalinlikli %90 lif
oranli kompozit, yiiksek ses yutma katsay1 degerleri
nedeniyle, piyasada bulunan pek c¢ok ses yutucu
malzemeye alternatif olarak tercih edilebilir.
llerleyen donemlerde, kompozitlerin ses yutma
performanslarint gelistirmeye yonelik c¢alismalar
yapilmaya devam edecektir.
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Sekil 13. 3cm kalinlikli su kabag (LC) lifli kompozit
numuneleri ile 3cm kalinlikli cam yiini malzemesinin ses
yutma katsayilarinin karsilastirmasi
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Ozet: Bu arastirma, ekonomik degerinin yam sira iilkemiz acgisindan bir prestij
bitkisi olmas1 nedeniyle de biiyiik 6nem tasiyan yag giilii (Rosa damascena) i¢in in
vitro kosullarda etkili ve uygun maliyetli siirgiin ¢ogaltma ve kéklenme protokolii
gelistirmek amaciyla gergeklestirilmistir. Bu arastirmada eksplant kaynag1 olarak
yag gilii bitkilerine ait tek goézlii bogum parcalar: kullanilmistir. Sivi modifiye MS
ortamina ilave edilen benziladenin (BA) (1.0, 1.5 ve 2.0 mg/1)’'nin 0 ve 0.1 mg/]
konsantrasyonlarindaki naftalin asetik asit (NAA) ile yapmis oldugu 6 farkh
kombinasyonunun, bogum eksplantlarindan elde edilen in vitro siirgiinlerin
gelisimi iizerine olan etkileri belirlenmistir. Yapilan ti¢ alt kiltiir sonrasinda elde
edilen siirglinler, 2 mg/1 indol biitirik asit (IBA), 30 g/l sakkaroz ve 162 mg/]
floroglusinol (FG) iceren % MS ortaminda 7 giin karanlkta kiiltlire alinmalarinin
ardindan, kéklenme performanslarini degerlendirmek tizere, sivi %2 MS ve siv1 %2
modifiye MS ortamlarinda kiiltiire alinmislardir. Arastirma sonucunda, siirgiin
¢ogalmasi ve biiyiimesi icin 2 mg/l BA iceren sivi modifiye MS ortaminin;
sturgiinlerin koklendirilmesi i¢in de 7 giin siireyle 2 mg/I indol biitirik asit (IBA),
30 g/1 sakkaroz ve 162 mg/l FG iceren MS ortaminda tutulmalarinin ardindan,
sadece 30 g/l sakkaroz iceren sivi %2 MS ortamlarina transfer edilmeleri ile en
basarili sonuglarin elde edildigi belirlenmistir. Arastirmada ayrica diisiik maliyet
ve ylksek basari ile Rosa damascena tiirii icin sivi ortamlarin etkin bir sekilde
kullanilabilecegi de belirlenmistir.

Determination of

the Most Appropriate Shoot and Rooting Media in the Micro-
propagation of Oil Rose (Rosa damascena)

Keywords

Rosa damascena,
Oil rose,
Micropropagation,
In vitro

Abstract: This study was carried to improve an influential and cost-effective shoot
proliferation and rooting protocol for oil rose (Rosa damascena) having great
importance of its economic value as well as its prestige plant for our country. In
this study, single nodal pieces belonging to oil rose plants were used as explant
sources. [t was determined that the effects of liquid modified Murashige and Skoog
(MS) media containing 6 different combinations of benzyladenine (BA) (1.0, 1.5
and 2.0 mg/l) and naphthalene acetic acid (NAA) (0 and 0.1 mg/l) on the
development of shoots obtained from nodal explants. After three subculture cycles,
to evaluate rooting performance of shoots, they were cultured in %2 MS medium
containing 2 mg/l indole butyric acid (IBA), 30 g/l sucrose and 162 mg/I
phloroglucinol (PG) for 7 days in the dark and then transferred to liquid %2 MS and
liquid %2 modified MS medium. At the end of the study, the most successful results
for shoot proliferation were obtained from the liquid modified MS medium
containing 2 mg/1 BA. The best treatment for rooting of shoots was MS medium
supplemented with 2mg/1 indole butyric acid (IBA), 30 g/1 sucrose and 162 mg/1
PG for 7 days and then transferring the explants to liquid %2 MS medium added
only 30 g/l sucrose. In the study, it was also determined that liquid media had
significant potential for the propagation of Rosa damascena with low cost and high
success.
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1. Giris

Yag giilli (Rosa damascena Mill.), Rosaceae
familyasinin Rosa cinsi icinde yer alan ¢ok yillik bir
bitki tiirtidiir. Diinyada 150, Tirkiye’'de ise 25 giil
tird bulunmakla beraber, bu tiirler icinde ¢ok az1
kuvvetli kokuya sahip bulunmaktadirlar. Rosa
damascena, Rosa centifolia, Rosa alba ve Rosa
moschata kokulu gl tiirleri icinde en O6nemli
olanlaridir [1]. Rosa gallica L. ve Rosa phoenicia Boiss.
tiirlerinin dogal melezi olan ve “Isparta giili” ya da
“Pembe Yag Guli” olarak da isimlendirilen R.
damascena, kendine 6zgii keskin ve yogun kokusu ile
basta parfiim ve kozmetik olmak tizere ila¢ ve gida
endstrisi gibi bir¢cok alanda kullanilma potansiyeli
bulunan bir giil tirtdr [2].

Diinyada Bulgaristan, iran, Hindistan ve Cin'de
onemli miktarda yetistirilen R. damascena,
tilkemizde, Goller Bolgesi olarak da adlandirilan,
icinde Isparta, Burdur, Afyon, Denizli ile Konya ve
Antalya’nin bir boélimiiniin yer aldigi yorede
tiretilmektedir. Yag giliinden elde edilen basta giil
yagl olmak tzere, giil suyu, giil konkreti ve giil
absoliiti  icermis olduklart ugucu bilesenlerle
kozmetik ve parfiimeri sanayinde yogun talep
gormektedirler. Biitlin bunlarin yani sira tipta bir¢ok
hastaliga karst koruma, onleme, tedavi etme gibi
ozellikleri de bulunan bu iriinler, gida sanayinde,
kisisel bakim ve temizlik irilinlerinde de
kullanilmaktadirlar [3,4,5].

Yag giili genel olarak ya tohum ya da ¢elik, kok
sturgiinleri, daldirma ve as1 gibi vejetatif ¢ogaltma
yontemleriyle cogaltilmaktadir [6]. Anag¢ lretimi ve
1slah  amac¢h c¢alismalarda kullanilan tohumla
¢cogaltma, generatif yontem olup, bu sekilde elde
edilen bitkiler arasinda genis bir acilim bulunur.
Zaman alic1 uygulamalari iceren vejetatif ¢ogaltma
yontemlerinin ise mevsimlere ve yillara gore elde
edilen basarinin farkli olmasi, fidan elde etme
oraninin diisiik olmasi, arazi, is giici ve yogun
tarimsal uygulamalara ihtiya¢ gdstermesi gibi bircok
dezavantajlar1 bulunmaktadir [7,8]. Son yillarda yag
giliniin  c¢ogaltilmasi  sirasinda  yasanan bu
olumsuzluklar1 ortadan kaldirmak i¢in doku kiiltiiri
teknikleri alternatif bir c¢ogaltma yontemi olarak
onem kazanmaya baslamistir. Doku kiiltira ile
¢ogaltma bir diger ifade ile mikrogogaltim, yilin her
doneminde kisa siirede ve ¢ok sayida bitki elde etme
olanagl sunan, tamamen Kkontrollii kosullarda ve
yapay besin ortamlarinda eksplant ad1 verilen kiiciik
bitki parcalarinin kullanilmasiyla gergeklestirilen bir
¢ogaltma teknigidir [3]. Sahip oldugu avantajlar
nedeniyle yag giliiniin ¢ogaltiminda o6zellikle son
yillarda mikrocogaltimin biiyiikk 6nem kazandigi
gorilmektedir.

Bu arastirma, iilkemiz agisindan ekonomik degerinin
yan sira bir prestij bitkisi olmasi nedeniyle de biiyiik
Oonem tasiyan yag giilli icin in vitro kosullarda etkili ve
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uygun maliyetli siirgiin c¢ogaltma ve koklenme
protokolii gelistirmek amaciyla gerceklestirilmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Materyal

Arastirmada eksplant kaynagl olarak Isparta
Uygulamali Bilimler Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Arastirma ve Uygulama Bahgesi'nden temin edilen
yag guli (R damascena) bitkilerine ait yesil
slirglinlerin orta kisimlarindan alinan 0.4-0.6 cm
kalinliga sahip yaklasik 1-1.5 cm uzunlugundaki tek
gozli bogum pargalari kullanilmistir.

2.2. Metot

2.2.1. Bitkisel materyallerin sterilizasyonu ve
besin ortamlarinda Kiiltiire alinmalari

Eylil doneminde alinan yesil siirgiinler, iizerindeki
yapraklar uzaklastirildiktan sonra 20 dakika boyunca
akan ¢esme suyu altinda yikanmistir. Yikama islemi
sona erdikten sonra, her birinin iizerinde bir bogum
olacak sekilde parcalara ayrilan siirgiin pargalari,
%70’lik etil alkolde 30 saniye bekletilip, ardindan
%0.1 civa kloriir (HgCl2) ile 5 dakika stireyle ylizey
sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Ardindan her biri
5’er dakika olmak tizere 3 kez steril saf su ile yikanan
eksplantlar, daha sonra icinde 30 g/l sakkaroz, 7 g/I
agar bulunan kat1 Murashige ve Skloog (MS) [9] besin
ortaminda Kkiiltiire alinmistir. icinde 50 ml besin
ortami bulunan 250 mllik erlenlere dikilen
eksplantlar, daha sonra sicakligi 24+1°C olarak
ayarlanmis biiyiitme kabininde 16 saat aydinlik, 8
saat karanhk ve 3000 liks 1sitk yogunlugu
kosullarinda kiiltiire alinmistir.

2.2.2. Siirgiinlerin ¢ogaltilmasi

Kiiltiire alindiklar1 besin ortaminda stirerek yaklasik
4-5 cm uzunluguna gelen siirgiinler, daha sonra
stirgiin ortamlarina alimarak  ¢ogaltilmalan
saglanmistir. Bu amagla temel besin ortami olarak
magnezyum stilfat (MgS0a4), kalsiyum kloriir (CaClz)
ve etilen-diamin-ferrik (Fe-EDDHA) (etilen diamin
tetra asetik asit (FeEDTA) yerine) miktarlart %25
oraninda artirilmis modifiye MS ortami kullanilmistir.
Siirgilin cogaltma asamasinda tc farkh
konsantrasyonundaki benziladenin (BA) (1, 1.5 ve 2
mg/1)’'nin 0 ve 0.1 mg/1 konsantrasyonundaki naftalin
asetik asit (NAA) ile yapmis oldugu 6 farkh
kombinasyon kullanilarak, siirgiin gelisimi tizerindeki
etkileri incelenmistir. Ortamlara ayrica 30 g/l
sakkaroz ilave edilmistir. In vitro kosullarda
tomurcuklarin stirmesiyle elde edilen siirgiinler,
icinde bu siv1 ortamdan 20 ml bulunduran 350 ml'lik
kavanozlara yerlestirilerek, sicakligi 24+1 °C olarak
ayarlanmis iklim odasinda, 16 saat aydinlik 8 saat
karanlik ve 3000 liikks 151k yogunlugunda kiiltiire
alinmiglardir. Arastirma ile ilgili denemeler 3
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tekerriirlii, her tekerriirde 3 kavanoz ve her
kavanozda da 3 siirgiin olacak sekilde kurulmustur.
Kiiltiirler 1 ay araliklarla 3 kez ayni besin ortamlari
kullanilarak alt kiiltiire alinmislardir.

2.2.3. Suirgiinlerin kéklendirilmesi

Siirglin ortamlarinda elde edilen sirgiinler, daha
sonra koklendirilmek amaciyla dncelikle 2 mg/1 indol
biitirik asit (IBA), 30 g/l sakkaroz, ve 162 mg/]
floroglusinol (PG) igeren % MS ortamlarda 7 giin
karanlikta kiltire alinmiglardir. Daha sonra
strgiinler, %2 MS ve % modifiye MS (MMS) (MgSOs4,
CaClz ve Fe-EDDHA (FeEDTA yerine) miktarlar %25
oraninda artirilmis) ortami olmak iizere iki farkl sivi
besin ortaminda kiiltiire alinmislardir. Her iki besin
ortamina sadece 30 g/l sakkaroz ilave edilmistir.
Kiiltlirler aynm sekilde sicakligi 24+1 °C, 1siklanma
siddeti 3000 liiks olarak ayarlanmis iklim odasinda
16 saat aydinlik 8 saat karanlik kosullarda 1.5 ay
stireyle kiiltiire alinmiglardir. Kiiltlir sonrasinda
kokler steril saf su ile yikanmalarinin ardindan,
tartim ve 6l¢ciim islemlerine tabi tutulmuslardir. Daha
sonra sterilize edilmis 2:1 oraninda torf ve perlit
karisimi iceren saksilara aktarilmislardir.

2.2.4. incelenen 6zellikler

Sirglin ortaminda her bir alt kiiltiir sonrasinda
ortalama sirgiin uzunlugu, eksplant basina siirgiin
sayisl; koklenme asamasinda koklenme orani ve
ortalama kok sayisi, elde edilen in vitro bitkilerde de
ortalama yas bitki agirlig1 ve ortalama bitki uzunlugu
degerleri incelenmistir.

2.3. istatistik analizler

Arastirma faktoriyel dizende tesadif bloklar:
deneme desenine gore kurulmus olup, elde edilen
verilerin istatistik analizleri SPSS 16.0 istatistik
programi kullanilarak yapilmistir. Uygulamalar
arasindaki farklhiliklar Duncan Coklu Karsilastirma
Testi ile belirlenmistir.

3. Bulgular
3.1. Siirgiin gelisimine iliskin elde edilen bulgular

R. damascena turiine ait yesil siirgiinlerin orta
kisimlarindan alinan bogumlardaki gézlerin, ilk dikim
ortami olarak kullanilan 30 g/l sakkaroz iceren MS
ortamlarinda siirmesiyle elde edilen 4-5 cm
uzunlugundaki siirglinler, daha sonra farkh
konsantrasyonlarda BA ve NAA iceren MgCL2, CaCl;
ve FeEDDHA (Na-EDTA yerine) icerikleri %25
oraninda artirilmis sivi MMS ortamlarinda kiiltiire
alinmiglardir. Siirglinlerin 1 ay araliklarla 3 kez alt
kiltiire alindiklar arastirmada (Sekil 1), her bir alt
kiltiirde elde edilen eksplant basina siirgiin sayisi ve
stirgiin uzunluklar1 degerleri Tablo 1’de sunulmustur.
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Tablo 1. BA ve NAA uygulamalarina gore 3 alt kiiltiirde
siirgiin gelisimi

SS/E* SU**

Ortamlar (adet) (cm)

1. Alt Kiiltiir
BA (1 mg/l) 1.04 b*** 3.22d
BA (1.5 mg/]) 1.08b 431a
BA (2 mg/l) 1.39a 4,35a
BA (1 mg/1)+NAA (0.1 mg/) 1.07b 3.35cd
BA (1.5 mg/1)+NAA (0.1 mg/1) 1.05b 3.88b
BA (2 mg/1)+NAA (0.1 mg/1) 1.07b 3.76 bc

2. Alt Kiiltiir
BA (1 mg/l) 2.84b 436b
BA (1.5 mg/]) 2.88b 5.19 ab
BA (2 mg/]) 3.84a 549a
BA (1 mg/1)+NAA (0.1 mg/1) 2.82b 4.61ab
BA (1.5 mg/1)+NAA (0.1 mg/]) 247 c 5.21ab
BA (2 mg/1)+NAA (0.1 mg/1) 2.87b 5.18 ab

3. Alt Kiltiir
BA (1 mg/]) 3.77 bc 5.43b
BA (1.5 mg/]) 3.87b 6.60 a
BA (2 mg/]) 4.58a 6.63 a
BA (1 mg/D)+NAA(0.1 mg/1) 3.34d 5.33b
BA (1.5 mg/1)+NAA(0.1 mg/1) 3.43cd 545b
BA (2 mg/D)+NAA(0.1 mg/1) 3.69 bc 5.89b

*SS/EStirgiin sayisi/eksplant,

**SU:Siirgiin uzunlugu,

****Aynm siitunda farkli harflerle gosterilen ortamlar arasinda
istatistiksel olarak onemli derecede farklilik vardir (p<0.05).

Tablo 1'in incelenmesinden de anlasilacag iizere, 3
alt kiltiir siiresince eksplant basina siirgiin sayisi1 ve
siurgiin uzunlugunun kullanilan BA ve NAA
konsantrasyonlarina bagli olarak onemli derecede
degistigi tespit edilmistir. Buna gore en yliksek
eksplant basina siirgiin sayisinin 1. alt kiiltiirde 1.39,
2. alt kiiltiirde 3.84 ve 3. alt kiiltiirde 4.58 ile 2 mg/I
BA ilave edilmis besin ortamindan elde edildigi; diger
uygulamalar arasinda ise kiltiir sayisi arttikca
istatistiki olarak farkliliklarin da arttigi goriilmistr.
Siirglin uzunluklar1 degerleri incelendiginde ise, 1. ve
3. alt kiltir asamalarinda 1.5 ve 2 mg/l BA ilave
edilmis ortamlardan diger ortamlara gore onemli
derecede daha uzun siirgiin elde edilirken, 2. alt
kiltiirde ise en diisiik degerin elde edildigi 1 mg/1 BA
ilave edilmis ortam disinda diger ortamlar arasinda
istatistiksel olarak bir farkliligin bulunmadig: tespit
edilmistir.

Sekil 1. Rosa damascena’ya ait in vitro siirgiinler
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3.2. K6k gelisimine iliskin elde edilen bulgular

Siirgiin ortamlarinda uzunlugu 3 cm ve daha fazla
olan strgiinler, koklendirilmek icin 6ncelikle 2 mg/1
IBA, 30 g/l sakkaroz ve 162 mg/l1 floroglusinol (PG)
iceren % MS ortamlarda 7 gin karanhkta
bekletilmelerinin ardindan, sadece 30 g/l sakkaroz
iceren %2 MS ile MgS04, CaCl; ve Fe-EDDHA (FeEDTA
yerine) miktarlart %25 oraninda artirilmis %
modifiye MS (MMS) ortami olmak tizere iki farkli siv1
besin ortaminda kiiltiire ahnmiglardir. iki aylik siire
sonunda koklenme oraninin kullanilan ortamlara
gore degistigi tespit edilmistir. Buna gore %% MS
ortaminda kiiltiire alinan stirgiinlerin, %71.11
koklenme orani ile 2 MMS ortamindaki siirgiinlere
gore daha ylksek oranda koklendikleri tespit
edilmistir (Sekil 2). MMS ortaminda ise koklenme
oraninin %46.34 olarak gerceklesmistir (Sekil 3.A).
Koklenme ile ilgili bir diger kriter ise kok sayisi olup,
koklenme oranina benzer sekilde yine en yliksek kok
sayisi %2 MS ortamindan elde edilmistir. 2 MMS’de
4.09 olan kok sayisinin, %> MS ortaminda 5.22°ye
ylkseldigi belirlenmistir (Sekil 3.B).

e’

Sekil 2. Rosa damascena’ya ait kéklenmis bir bitki
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Sekil 3. Ortamlara gore koklenme orani (A) ve kok sayisi

(B)
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3.3. Bitki gelisimine iliskin elde edilen bulgular

ki aylik kéklenme periyodu sonunda elde edilen
bitkiler, bitki gelisimi ile iligkili olarak ortalama bitki
uzunlugu ve bitki agirhgl kriterleri bakimindan
degerlendirilmislerdir. Buna goére ortalama bitki
uzunlugu bakimindan en yiiksek deger 8.21 ile 12 MS
besin ortaminda kiiltiire alinan bitkilerden elde
edildigi ve bu kriter bakimindan %> MMS ortamindaki
bitkiler ile arasinda 1 cm’den daha fazla bir farkin
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4A). Bitki gelisimi ile
ilgili bir diger kriter olan ortalama bitki agirliginin
kullanilan besin ortamlarina gére dnemli bir farklilik
gostermedigi tespit edilmistir. %2 MS ortaminda
kiiltiire alinan bitkilerin agirhg 1.77 g; % MMS
ortaminda gelisen bitkilerin agirhigi 1.54 g olarak
belirlenmistir (Sekil 4.B). Daha sonra 2:1 oraninda
torf ve perlit karisimi iceren saksilara aktarilan
bitkilerden de %78’inin de iyi bir gelisme gosterdigi
tespit edilmistir (Sekil 5).

~ 107 g21 A
i g | 7.02
)
2 6
S 4 -
5
g 2
=
| 0
1/2 MS 1/2 MMS
Ortamlar
~ 1.77
o8 20 154 B
B 1.5 -
e
B 10 -
=
2 05 4
=
1223
S 0.0
1/2 MS 1/2 MMS
Ortamlar

Sekil 4. Ortamlara gore bitki uzunlugu (A) ve yas bitki
agirligi (B)

Sekil 5. Saksilara alinmis Rosa damascena bitkileri
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4. Tartisma ve Sonug¢

In vitro mikrocogaltim giillerde elit klonlarin kisa

siirede cogaltilmasi, hastaliklardan ari saglikh
materyallerin elde edilmesi, mevsimlere bagh
kalmaksizin  yilin  her doéneminde iiretimin

yapilabilmesi gibi bir ¢cok avantaja sahip olan ve bu
nedenle de son yillarda biiyiik popiilarite kazanmis
bir kiiltlr teknigidir [6].

Arastirmada  bitkisel materyal olarak yesil
sirglinlerin orta kisimlarindaki 0.4-0.6 mm
kalinhigindaki  tez  gozli  bogum  parcalar
kullanilmistir. Benzer sekilde daha once yapilan
bircok arastirmada da tek gozli bogum
eksplantlarinin R. damascena’nin ¢ogaltiminda basari
ile kullanildig1 belirlenmistir [7,10,11,12]. Nitekim
eksplant olarak siirgiin uglar1 kullanildiginda yogun
kahverengilesme nedeniyle eksplantlarin kisa siirede
kaybedildigi ve bitki gelisiminin bu eksplantlarla
gerceklesmedigi bildirilmistir [13]. Bu nedenle de
kararmanin daha az oldugu bogumlarin siirdiirtilmesi
ile elde edilen lateral siirgiinlerin, giil i¢in daha uygun
bir eksplant kaynagi oldugu ve siirgiin uglarn ile
kiyaslandiginda  bogum  eksplantlarinin  giiliin
¢ogaltilmasindaki performansinin ¢ok daha yiiksek
oranlarda gergeklestigi bildirilmistir [6].

MS besin ortami giillerin mikrogogaltiminda en
yaygin olarak kullanilan ortamdir [7,12]. Besin
ortamlarinda belirli mineral maddelerin
artirlmasinin  R.  damascena’da  mikrogogaltim
sirasinda elde edilen stirgiinlerin miktar ve kalitesini
degistirdigi bilinmektedir. Bu nedenle arastirmada
stirgiin ortaminda demir kaynagi olarak FeEEDTA
kullanilmis olup, FeEEDTA, CaCl2 ve MgCl2 miktarlari
%25 oraninda artirilmistir. Nitekim Podwyszynska ve
Olszewski [14], besin ortamlarinda CaClz miktarinin
iki katina ¢ikarilmasi ile yapraklardaki sararmanin
azaltildigini belirlemislerdir. Benzer sekilde Noodezh
vd. [8] de CaClz’nin 1.5 kat artirlmasinin baslangi¢
ortaminda strgiin gelisimini uyardigy, ileriki siirgiin
¢ogalma asamalarinda da elde edilen siirgilinlerin
kalitesini arttirdigi ve yapraklarda sararmalarin
goriilmedigini belirlemislerdir. Arastiricilar ayrica
amonyum nitrat miktarinin besin ortamlarinda
artirllmasinin ~ siirglin ~ biliylimesini  artirdiginy;
yapraklarin daha koyu ve daha saglikli olmasina
neden oldugunu belirlemislerdir. Van der Salm vd.
[15] de gillerde demir, magnezyum, manganez,
kalsiyum gibi minerallerin miktarinin artirilmasinin
olusan siirgiinlerin  kalitesini 6nemli olciide
artirdigini bulmuslardir. Ayrica demir kaynagi olarak
FeEDTA yerine FeEDDHA kullanilmasinin R.
hybrida’da [15] ve R. damascena’da [8] daha basarih
sonuglar verdigi belirlenmistir. FEEEDHA’'nin stirgiin
asamasinda daha uzun siirgiin, genis yapraklar ve
yapraklarda daha yiiksek klorofil birikimini sagladig:
tespit edilmistir[15].
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Blyiimeyi dilzenleyici maddelerin miktar ve
ortamlara verilme formu in vitro mikrogogaltim
calismalarinda stirgiin ve kok gelisimini 6nemli
Olciide degistirmektedir. Bu arastirmada 1, 1.5 ve 2
mg/l konsantrasyonlarindaki BA'nin tek ya da 0.1
mg/l NAA ile yapmis oldugu kombinasyonlarinin
slirgilin sayis1 ve uzunluguna olan etkisi incelenmistir.
Arastirmada 2 mg/l BA ilave edilmis olan besin
ortamy, slirgiin sayisi ve siirgiin uzunlugu bakimindan
en yliksek degerlerin elde edildigi besin ortami olarak
tespit edilmistir. Benzer sekilde. R. damascena’da
strgiin gelisimi icin sitokininlerin mutlak gerekli
oldugu tespit edilmistir [16]. Salekjalali [12], siirgiin
gelisimi asamasinda besin ortamina ilave edilen 2
mg/l BA'nin R damascena’da 1 ve 3 mg/l BA
uygulamasina gore daha yiliksek siirgiin ve yesil
yaprak sayisina neden olurken, kahverengi yaprak
sayisinl ise azalttigini belirlemistir. R. hybrida’da
slirgiin ¢ogalmasi asamasinda besin ortamina katilan
2 mg/I konsantrasyonundaki BA'nin stirgiin ¢ogalma
oranl ve slrgiin gelisimini uyarirken, BA
konsantrasyonunun artmasinin siirgiin olusumunu
azalttig1 tespit edilmistir [17]. Nikbakht vd. [11] ile
Carelli ve Echeverrigary [18] de yiiksek BA
konsantrasyonlarinin anormal stirglin gelisimini
uyardigl ve sonraki alt kiiltiirlerde bu siirgiinlerin
gelisemedigini belirlemislerdir. Siirgiin ortaminda
NAAmin tek basina kullamildign R. hybrida ve R.
damascena’da yapilan ¢alismalar sonucunda, siirglin
gelisimi ve ¢ogalmasi lizerinde dnemli bir etkisinin
olmadig, 2 mg/1 BA ile birlikte silirgiin ortamina ilave
edilen 0.1 mg/l NAA'nin ise sadece 2 mg/l BA'nin
kullanildigi ~ ortamla  kiyaslandiginda  siirglin
¢ogalmasi lizerine 6nemli bir etkisinin olmadig tespit
edilmistir [12,19]. Mamaghani vd. [20], R. damascena
tiiriinde siirgiin ¢ogalmasi asamasinda BA'nin
kinetinden daha etkili oldugunu bulmuslardir.
Kullanilan BA konsantrasyonu alt kiiltiirler siiresince
elde edilen stirgiin sayisini da etkilemektedir.
Nitekim bu arastirmada 1, 1.5 ve 2 mg/l
konsantrasyonunda kullanilan BA’'nin, yapilan 3 alt
kiltiir sonrasinda alt kiiltiir sayisi arttikca siirgiin
sayisinin da arttigl tespit edilmistir. Benzer sekilde
bodur giillerlerde ve R. chinensis tiiriinde alt kiiltiir
sayisinin artmasina bagh olarak siirgiin sayisinin da
arttig1 belirlenmistir [21,22]. Jabbarzadeh ve Khosh-
Khui [11] ise R. damascena da 2.5-3 mg/] gibi daha
yuksek BA konsantrasyonlari kullandiklarinda alt
kiltiir sayis1 arttikca siirgiin sayisinda bir azalmanin
ortaya c¢iktigini belirlemislerdir. Bu durum yiiksek
konsantrasyonlarda kullanilan BA'min kiiltiiriin ileri
asamalarinda siirgiin gelisimini siirlandirict bir
etkide bulunmasi seklinde agiklanabilir.

Koklenme asamasinda, stirgiinler 6nce 2 mg/1 IBA, 30
g/1 sakkaroz ve 162 mg/] floroglusinol (PG) iceren %
MS ortaminda 7 giin siireyle karanlikta tutulmus,
ardindan 30 g/l sakkaroz igeren %2 MS ile %> MMS
ortamlarina  aktarnilmiglardir. R damascena’da
koklerin 2 haftadan daha uzun siire oksin igeren
koklenme ortaminda tutulmalarinin, kék uglarinin
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kahverengilesmesine ve siirgiinlerin birka¢ gilin
icinde canlliklarini yitirmelerine neden oldugu
bildirilmektedir [11]. Bu problem Kkiiltiirlerin oksin
iceren kok cikisini baglatma ortamindan, biiyiimeyi
diizenleyici madde icermeyen kék uzama ortamlarina
transfer edilmesiyle ¢o6ziimlenebilmistir. Nitekim
oksinlerin kok olusumu i¢in gerekli oldugu ancak, kok
gelisiminin ileriki asamalarinda gerekli olmadig ifade
edilmektedir [11]. Pati vd. [7] ise BA ilave edilmis
ortamlarda 7 gilin tutulup, ardindan biiyiimeyi
diizenleyici madde icermeyen sivi ortamlara
aktanlan siirgiinlerde koklenmenin basar ile elde
edildigini ifade etmislerdir.

Arastirmada % MS ortaminda, %2 MMS ortamina gore
hem koklenme orani hem de kok sayisi bakimindan
daha yiiksek degerlerin elde edildigi belirlenmistir.
Ayrica % MS ortaminda kiltire alinarak
koklendirilen bitkilerin yas agirliklann ile bitki
uzunluklarinin da %2 MMS ortamindakilere gére daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Khosh-Khui ve Sink
[19] ile Kirichenko vd. [23] R. damascena’nin modern
giillere gore daha zor koklendigini ifade ederken;
benzer sekilde R. damascena’da kéklenmenin stirgiin
gelisimine gore ¢ok daha zor oldugunu ifade eden
Salekjalali [12], 2 mg/] IBA iceren % MS ortaminda
%80 oraninda koklenmenin elde edildigini ve bu
yoniiyle en yiiksek koklenmenin bu uygulamadan
elde edildigini belirlemistir. Saffari vd. [24] ise R.
damascena igin biiyiimeyi diizenleyici icermeyen MS
ortaminin, 1, 2 ve 4 mg/1 IBA iceren MS ortamlarina
gore daha basarili sonu¢ verdigini ve biiylimeyi
diizenleyici madde icermeyen ortamlarda
koklenmenin %52.17 ile en yliksek degere ulastigini
belirlemislerdir.

Bu arastirmada koklenme ortamlarina 162 mg/l
konsantrasyonunda floroglusinol ilave edilmistir.
Floroglusinol ksilem 06z suyunda bulunan bir
filoridzin tiirevi olup, bitkilerde biiyiime ve gelismeyi
tesvik ettigi [25,26], in vitro kosullarda ortaya ¢ikan
vitrifikasyon = problemini azalttigt = [27], asi
kullaniminin  ise  kdklenme iizerine oldugu
belirlenmistir [28,29]. Floroglusinoliin ayrica aerobik
metabolizma siiresince olusan ve doku kiiltiiri
suresince hiicre oOlumlerine, doku zararlarina ve
nekrozlara neden olan eksplantlarin siiperoksit
anyonlari, hidroksil ve hidrojen peroksit gibi reaktif
oksijen tiirevlerine karsi antioksidan etkilerinin
oldugu da tespit edilmistir [30]. Noodezh vd. [8] de
floroglusinoliin R. damascena’da koklenme tizerinde
olumlu etkilerde bulundugunu ifade etmislerdir.

Bu arastirmada hem siirgiin hem de koéklenme
asamasinda sivi ortamlar kullanilmistir. Sivi besin
ortamlarinin bitki gelisimi tizerindeki etkileri farkl
gul tiirlerinde yapilan ¢alismalarla ortaya konulmaya
calisiimistir [22,31]. Pati vd. [7], R. damascena ve R.
bourboniana tiirlerinde silirgiin asamasinda hem
agarla katilastirilmis ortamlar1 hem de sivi ortamlari
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kullanmislardir.  Arastiricilar agarli  ortamlarda
yetisen  siirglinlerde hem  bazi  nekrozlarin
gorildigiinii, hem de siv1 ortamlardakilere gore daha
ince ve daha az siirgiin olusturduklarini tespit
etmislerdir. Nikbakht vd. [10] de R. damascena’da
kat1 ortamlarda ortaya ¢ikan yaslanma problemi ve
buna bagl olarak siirglin ¢ogalmasinin azalmasinin
S1v1 ortamlar kullanilarak ¢oziilebilecegini
belirtmislerdir. Pati vd. [7], diisik maliyet, daha
yliksek siirgiin ¢ogalmasi ve koklenme orani saglayan
sivi  ortamlarin R. damascena’da basar1 ile
uygulanabilecegini belirtmislerdir. Sivi ortamlarin
giillerde kati ortamlara gore daha basarili sonug
vermesinin, sivi ortamlarin biiylimeyi diizenleyici ve
diger besin maddelerinin alinimini arttirmasi [32],
eksplantlarin kesim yerlerinden ortama salinan
kahverengi bilesikleri seyreltmesi [33] ve kiiltiiriin
daha iyi havalanmasin1 saglamasi [34] gibi
nedenlerden kaynaklandig1 bildirilmektedir. Pati vd.
[7] ile Ghashghaie vd. [35] agarin besin ortamlarinda
ozmotik potansiyeli tesvik ederek o6zellikle mikro
siirgilinlerin koklenmesini etkiledigini
belirlemislerdir. Kéklendirme ortamlarinda hem siv1
hem de agarla katilastirilmis ortamlar1 kullanan Pati
vd. [7], R damascena tiiriine ait siirgiinlerin, kati
ortamlardaki koéklenme oraninin %5 ile smirh
kalirken; sivi  ortamlarda bu oranmin %85.8’e
yukseldigini ifade etmislerdir. Benzer sekilde
Noodezh vd. [8] de R. damascena’da koklenme
oraninin sivi ortamlarda daha yiliksek oldugunu
belirlemislerdir. Agarin elimine edildigi siv1
ortamlarin kullanilmasi hem maliyet hem de
mikrocogaltimda daha basarih sonuclarin elde
edilmesi nedeniyle tercih edilen bir yontem oldugu
daha once yapilan calismalarla da tespit edilmistir
[7.8].

Sonu¢ olarak, arastirmada tek gozli bogumlarin
biiyiimeyi diizenleyici madde icermeyen kati MS
ortaminda siirdiiriilmesi ile elde edilen siirgiinlerin
cogaltilmasinda, 2 mg/1 BA iceren sivi modifiye MS
ortaminin; siirglinlerin kéklendirilmesinde de 7 giin
streyle 2 mg/l IBA, 30 g/l sakkaroz ve 162 mg/]
floroglusinol iceren MS ortaminda tutulmalarinin
ardindan sadece 30 g/g sakkaroz iceren sivi %2 MS
ortamlarina transfer edilmeleri ile R. damascena’nin
in vitro kosullarda basari ile cogaltilabilecegi tespit
edilmistir. Arastirmada ayrica diisiik maliyet ve
yuksek basar1 ile R. damascena tiri icin sivi
ortamlarin basart ile kullanilabilecek 6nemli bir
potansiyele sahip oldugu da belirlenmistir.

Tesekkiir

Bu arastirma 5001-YL1-17 Proje Numarasi ile
Silleyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmis olup, “Yag Giiliiniin (Rosa Damascena
Mill.) In Vitro Cogalim1” konulu yiiksek lisans
tezinden Uretilmistir.



R. Dilmen ve N. Goktiirk Baydar / Yag Giilii (Rosa damascena Mill.)'niin Mikrogogaltiminda En Uygun Siirgiin ve K6klenme Ortamlarinin Belirlenmesi

Kaynakc¢a

[1] Baydar, H,, Erbas, S, Kineci, S., Kazaz, S., 2007.
Yag Giili (Rosa damascena Mill.) Damitma
Suyuna Katilan Tween-20'nin Taze ve Fermente
Olmus Ciceklerin Gil Yag1 Verimi ve Kalitesi
Uzerine Etkisi. Siileyman Demirel Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 2, 15-20.

[2] Baydar, H. 2013. Tibbi, Aromatik ve Keyif
Bitkileri Bilimi ve Teknolojisi. Stileyman Demirel
Universitesi Yayin Evi, 20-50s, Isparta.

[3] Khosh-Khui, M., 2014. Biotechnology of Scented
Roses: A Review. International Journal of
Horticultural Science and Technology, 1, 1-20.

[4] Ozkan, G., Sagdig, O., Goktiirk Baydar, N., Baydar,
H., 2004. Antioxidant and Antibacterial Activities
of Rosa damascena flower extracts. Food Science
and Technology International, 10(4), 277-281.

[5] Mileva, M., Krumova, E., Miteva-Staleva, ],
Kostadinova, N., Dobreva, A., Galabov, A.S., 2014.
Chemical Compounds, In Vitro Antioxidant and
Antifungal Activities of Some Plant Essential Oils
Belonging to Rosaceae Family. Comptes Rendus
De L Academie Bulgare Des Sciences, 67, 1363-
1368.

[6] Horn, W.AH., 1992. Micropropagation of Rose
(Rosa L.). In: Bajaj YPS (ed) Biotechnology in
Agriculture and Forestry, Vol. 20, High- Tech and
Micropropagation IV (pp. 320-342). Springer,
Germany.

[7] Pati, P.K, Sharma, M,, Sood, A., Ahuja, P. S., 2005.
Micropropagation of Rosa damascena and R.
bourboniana in Liquid Cultures. In Liquid
Culture Systems for in Vitro Plant Propagation,
Springer, 373-385.

[8] Noodezh, H. M., Moieni, A., Baghizadeh, A., 2012.
In Vitro Propagation of the Damask Rose (Rosa
damascena Mill.). In Vitro Cellular and
Developmental Biology-Plant, 48, 530-538.

[9] Murashige, T. Skoog, F., 1962. A Revised
Medium for Rapid Growth and Bio Assays with
Tobacco Tissue Cultures. Physiologia Plantarum,
15, 473-497.

[10] Nikbakht, A, Kafi, M., Mirmasoudi, M., Babalar,
M., 2005. Micropropagation of Damask Rose
(Rosa damascena Mill.) cvs. Azaran and
Ghamsar. International Journal of Agricultural
and Biological Engineering, 7, 535-538.

[11] Jabbarzadeh, Z., Khosh-Khui, M., 2005. Factors
Affecting Tissue Culture of Damask Rose (Rosa
damascena Mill.). Scientia Horticulturae, 105,
475-482.

[12] Salekjalali, M., 2012. Phloroglucinol, BAP and
NAA Enhance Axillary Shoot Proliferation and
other Growth Indicators In vitro Culture of
Damask Rose (Rosa damascena Mill.). American-

Eurasian  Journal of  Agricultural and
Environmental Sciences, 12, 960-966.

[13] Giilsen, Y., Agaoglu, Y.S., Ellialtioglu, S. 1994.
Isparta ve yoresinde yetistirilen yag giiliiniin
(Rosa damascena Mill.) doku Kkiiltiirii yoluyla
cogaltilmasi. TUBITAK GULAR 7 no’lu proje
sonug raporu. 45 s.

[14] Podwyszynska, M., Olszewski, T., 1995. Influence
of Gelling Agents on Shoot Multiplication and the
Uptake of Macroelements by In Vitro Culture of
Rose, Cordyline and Homalomena. Scientia
Horticulturae, 64,77-84.

[15] Van der Salm, C., Van der Toon, C., Hanisch ten
Cate, L., Dubois, D., Vries, H., 1994. Importance of
the Iron Chelate Formula for Micropropagation
of Rosa hybrida L. ‘Moneyway’. Plant Cell, Tissue
and Organ Culture, 37, 73-77.

[16] Alsemaan, T., Albatal, N., Almaarri, K., 2011.
Micropropagation of Damask Rose (Rosa
damascena). Arab Universities Journal of
Agricultural Sciences, 19, 117-127.

[17] Attia, A. O., Dessoky, D.S,, El-Tarras, A.E., 2012. In
Vitro Propagation of Rosa hybrida L. cv. Al-Taif
Rose Plant. African Journal of Biotechnology,
11(48), 10888-10893.

[18] Carelli, B.P., Echeverrigaray, S. 2002. An
Improved System for the In Vitro Ppropagation
of Rose Cultivars. Scientia Horticulturae, 92, 69-
74.

[19] Khosh-Khui, M., Sink, K.C., 1982.
Micropropagation of New and Old World Rose
Species. Journal of Horticultural Sciences, 57,
315-319.

[20] Mamaghani, B. A., Ghorbanli, M., Assareh, M. H,,
Zare, A. G., 2010. In vitro Propagation of Three
Damask Roses Accessions. Iranian Journal of
Plant Physiology, 1, 85-94.

[21] Campos, P.S, Pais, MS.S, 1990. Mass
Propagation of the Dwarf Rose Cultivar
Rosamini. Scientia Horticulturae, 43, 321-30.

[22] Chu, C.Y., Knight, S.L., Smith, M.A.L., 1993. Effect
of Liquid Culture on the Growth and
Development of Miniature Rose (Rosa chinensis

Jacq. ‘Minima’). Plant Cell, Tissue and Organ
Culture, 32, 329-334.

[23] Kirichenko, E.B., Kuz'-Mina, T.A., Kataeva, N.V,,
1991. Factors in Optimizing the Multiplication of
Ornamental and Essential Oil Roses In Vitro.
Byulleten'-Glavnogo-Botanicheskogo-Sada, 159,
61-67.

[24] Saffari, V.R, Sharifi-Sirchi, G.R., Torabi-Sirchi,
M.H, 2011. Enhancing Rooting Consistency in
Rosa damascena Scions. African Journal of
Biotechnology, 10, 16495-16500.



R. Dilmen ve N. Goktiirk Baydar / Yag Giilii (Rosa damascena Mill.)'niin Mikrogogaltiminda En Uygun Siirgiin ve K6klenme Ortamlarinin Belirlenmesi

[25] Oliveria, A.]J.B., Carvalho, V.M., Ferreira, A., Sato
F.Y, Machado, M.F.P, 2003. In Vitro
Multiplication of Tabernaemontana fuchsiaefolia
L. (Apocynaceae). Revista Arvore, 27, 421-425.

[26] Bhot, M., S. Naphade, ]. Varghese and N. Chandra,
2010. In Vitro Culture Studies in Three Varieties
of Codiaeum Variegatum (L.) Blume Using Node
Explants from Field Growth Plants. Journal of
Cell and Tissue Research, 10, 2439-2444.

[27] Gaspar, T, 1991. Vitrification in
Micropropagation. In: Bajaj Y.P.S. (ed.), Springer,
Berlin.

[28] Modgil, M., Sharma, D.R,, Bhardwaj, S.V., 1999.
Micropropagtion of Apple cv. Tydeman's Early
Worcester. Scientia Horticulturae, 81, 179-188.

[29] Wang, Q., 1991. Factors Affecting Rooting of
Microcuttings of the Pear Rootstock BP10030.
Scientia Horticulturae, 45, 209-213.

[30] Kim, ].A,, Lee, ].M,, Shin, D.B., Lee, N.H., 2004. The
Antioxidant Activity and Tyrosinase Inhibitory
Activity of Phlorotannins in Ecklonia cava. Food
Science and Biotechnology, 13, 476-480.

216

[31] Ramesh, K, Dohare, S.R., Chopra, H.R,, Kumar, R,
1993. In Vitro Effect of Growth Regulators and
Media State on Seed Germination and Shoot
Proliferation of Rose (Rosa hybrida). Punjab
Horticultural Journal, 33, 142-146.

[32] Debergh, P.C., 1983. Effects of Agar Brand and
Concentration on the Tissue Culture Medium.
Physiologia Plantarum, 59, 270-276.

[33] Ziv, M., Halevy, A.H., 1983. Control of Oxidative
Browning and In Vitro Propagation of Strelitzia
reginae. Horticultural Sciences, 18 (4), 434-436.

[34] Ibrahim, AL, 1994. Effect of Gelling Agent and
Activated Charcoal on the Growth and
Development of Cordyline terminalis Cultured In
Vitro. In: Proceedings of the First Conference of
Ornamental Horticulture, 1, 55-67 pp.

[35] Ghashghaie, ]., Brenckmann, F., Saagier, B., 1991.
Effects of Agar Concentration on Water Status
and Growth of Rose Plants Cultured in Vitro.
Physiologia Plantarum, 82, 73-78.



Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi
Cilt 24, Say1 1, 217-225, 2020

Siileyman Demirel University
Journal of Natural and Applied Sciences
Volume 24, Issue 1, 217-225, 2020

DOI: 10.19113/sdufenbed.678524

Aycicegi (Helianthus annuus L.)’'nde Azot ve Kiikiirt Giibrelemesinin Verim ve Kaliteye

Etkileri

Sabri ERBAS* @, Ali SENATES?

L2[sparta Uygulamal Bilimler Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii, 32260, Isparta, Tiirkiye

(Alinis / Received: 22.01.2020, Kabul / Accepted: 17.03.2020, Online Yayinlanma / Published Online: 20.04.2020)

Anahtar Kelimeler
Aygigegi,

Helianthus annuus,
Azot,

Kukurt,

Verim ve kalite

Ozet: Bu arastirmada ayciceginde azot (0, 5, 10, 15 kg N/da) ve kiikiirt (0, 5, 10, 15
kg S/da) uygulamalarinin verim ve kalite 0Ozellikleri tizerine etkilerinin
belirlenmesi amaclanmistir. Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimi'nde 2014 ve 2015 wyillarinda yirutilmistiir.
Deneme boéliinmis parseller deneme deseninde kurulmus, ana parsellere azot ve
alt parsellere de kiikiirt dozlar1 uygulanmistir. Calismada biitiin 6zelliklerin yillar
arasindaki farkliliklari; kabuk orani ve yag orani haric¢ diger 6zelliklerin N dozlari
arasindaki farkliliklar; yag orani hari¢ diger ozelliklerin S dozlar1 arasindaki
farkhliklar1 %1 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Elde dilen sonuglara gore, tohum
verimi 2014 yilinda 235.4-348.6 kg/da (NoSo-NsSs) ve 2015 yilinda ise 174.4-327.4
kg/da (NoSo-N10Ss) arasinda degismistir. Azot dozu ortalamalarina gore kontrol
parsellerinde 231.9 kg/da olan tohum verimi 10 kg/da’a kadar %31.3 oraninda
artis gostermis ve 304.4 kg/da’a ulasmistir. Kikiirt dozu ortalamalarina gore en
yuksek tohum verimi 5 kg/da uygulamasindan (302.8 kg/da) ve en diisiik kontrol
parsellerinden (248.4 kg/da) elde edilmistir. Tohumlarin yag icerigi kontrole gore
yliiksek N ve S dozu uygulamasinda sirasiyla %2.1 ve %5.0 oraninda artmistir.
Sonug olarak; Isparta kosullarinda yaghk aycicegi yetistiriciliginde daha ytiksek
tane verimi ve kalitesi icin 10 kg N/da azot ile 5 kg S/da kiikiirt kullanilmalidir.

Effects of Nitrogen and Sulfur Fertilization on Yield and Quality in Sunflower

(Helianthus annuus L.)

Keywords
Sunflower,
Helianthus annuus,
Nitrogen,

Sulphur,

Yield and quality

Abstract: This study was carried out to determine the effects of nitrogen (0, 5, 10,
15 kg N/da) and sulfur (0, 5, 10, 15 kg S/da) applications on yield and quality
characteristics of sunflower in Isparta University of Applied Sciences, Faculty of
Agriculture, Department of Field Crops in 2014 and 2015 years. The experiment
design was in split plots of randomized complete blocks (Nitrogen doses were
placed in the main plots) with three replications. The differences of all features
between years in the study; differences between N doses of other properties
except hull and oil content; differences between S doses of other properties except
fat ratio were found to be significant at 1% level. According to our results, seed
yield varied between 235.4-348.6 kg/da (NoSo-NsSs) in 2014 and 174.4-327.4
kg/da (NoSo-N10Ss) in 2015. Seed yield, which was 231.9 kg/da in control plots,
increased by 31.3% up to 10 kg/da and reached 304.4 kg / da according to the
average of N dosage. According to the average of S dosage, the highest seed yield
was obtained from 5 kg/da (302.8 kg/da) and the lowest control plots (248.4
kg/da). The oil content increased by 2.1% and 5.0%, respectively, in the
application of high N and S doses compared to the control. As a result; in Isparta
conditions, it can be recommended to use 10 kg N/da nitrogen and 5 kg S/da sulfur
in order to obtain higher yield and quality in oilseed sunflower cultivation.

*flgili yazar: sabrierbas@isparta.edu.tr
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1. Giris

Diinyada 2017 yilinda 26.5 milyon ha alanda 47.9
milyon ton aycicegi tohumu iretilmistir. Aycicegi
Rusya, Ukrayna, Giiney ve Dogu Avrupa iilkeleri basta
olmak iizere, bir¢ok iilkenin en 6nemli bitkisel yag
kaynagidir. Tiirkiye’de ise 2017 yilinda 779 bin ha
alandan 1.96 milyon ton tohum iretilmistir [1].
Tirkiye yagh tohumlar ve bitkisel yaglar ticaretinde
uzun yillardir net ithalatg1 (%70) tlilkeler arasinda yer
almaktadir. Cogu tarimsal iiriinde yeterli iiretim
olmasina karsin, 6zellikle yaghh tohumlar ve bitkisel
yaglar iiretiminde artan nifus yogunlugu ve yaglarin
kullanim olanaklarinin genislemesi ile birlikte dis
ticaret acig1 gittikce bliylimekte olup, petrol ve
iirtinlerinden sonra en biiyiik ikinci ithalat kalemi
durumundadir. Tirkiye’de 2018 yilinda 3.7 milyon
ton yagli tohum (1.6 milyar $), 1.3 milyon ton ham
yag (1.1 milyar $), 3.5 milyon ton kiispe (837 milyon
$) olmak tzere 3.5 milyar $ degerinde toplam 8.5
milyon ton bitkisel yag, yagli tohum ve kiispe ithal
edilmistir [2]. Turkiye'de yag bitkileri ekim
alanlarinin  %75’ten fazlasini ve bitkisel yag
iretiminin %50’ye yakinmini1 aygicegi (Helianthus
annuus) karsilamaktadir. Yaglik aycicegi tretiminin
yaklasik %75'i basta Tekirdag, Edirne ve Kirklareli
olmak lizere Trakya-Marmara Bolgesi'nde
yapilmaktadir [1]. Ayciceginin bitkisel yag liretimine
olan mevcut katkisinin daha da artmasi i¢in ekim
alanlarinin diger bolgelerde de yayginlastiriimasi
gerekmektedir. Tilrkiye'de yaghk aycicegi tariminin
yayginlasabilecegi bolgeler gercekte halen yogun
sekilde serin iklim tahillar1 iiretiminin yapildigi kuru
tarim alanlaridir [3].

Tarimsal iiretimde yiiksek verimlilik i¢in sertifikali ve
hibrit tohumluk kullaniminin yani sira optimum
giibre ve ila¢ uygulamalarinin yapilmas: gereklidir

[4]. Zira iretimde biliylimeyi sinirlayan temel
sorunlarin  yaklastk  %60'm1  mineral besin
eksikliginden kaynaklandigi rapor edilmektedir.

Standart bir aycicegi iliretiminde vejetatif gelisme
doneminde 160 kg/da, generatif donemde ise 900
kg/da civarinda kuru madde iretilmektedir [5]. Bu
nedenle toprakta yeterli miktarda bitki besin
elementlerine gereksinim duyulmaktadir. Aycicegi
iretiminde glibrelerin ¢ok maliyetli ve gelir
marijlarmin ¢ok az oldugu goéz oOniine alindiginda,
atilan giibre miktarlariin ve etkilesimlerinin
bilinmesi 6nem arz etmektedir. Aycicegin liretimi i¢in
gereken bitki besin maddeleri arasinda en énemlileri
azotlu ve kukiirtlii glibrelerdir. Azot erken biiyiime
doneminde, karbonhidratlarin daha iyi
asimilasyonuna ve protein sentezine yardimci olur.
Ayrica proteini artirir ve yag konsantrasyonunu
azaltarak tohum kalitesini de etkilemektedir [6].
Diger taraftan kiikiirt protein sentezinde sistin,
metionin ve sistein gibi amino asitlerin bilesenlerinin
olusumunda rol oynar [7] ve oOzellikle yagh
tohumlarda tohum ve yag verimi ile yag kalitesini
artirict yonde olumlu etki yapmaktadir [8]. Bu
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nedenle yagli tohumlu bitkiler diger bitkilere gore
daha fazla kiikiirt istemektedir. Kiikiirt noksanliginda
ayciceginin gelisiminin yavasladigi, tane ve yag
veriminin azaldigl rapor edilmektedir [9]. Kikiirt
uygulamasi ile aygiceginde kuru madde, tabla capi,
tablada tohum agirlig1 ve sayisi, 1000 tohum agirhig:
ve tohum verimi ve biyolojik verimin arttig1 rapor
edilmistir [10]. Aym1 zamanda kiikiirt klorofil ve
vitamin (B, biyotin ve tiamin) sentezinde rol oynar ve
ozellikle protolitik enzimleri etkileyen biiyiime ve
metabolizmas1  ile iliskilidir [11]. Tarimsal
verimlilikte 6nemli bir girdi olan giibrelerin tiikketimi
giderek artmaktadir. Fakat bu artis ile bazen
beklenen seviyede liretim artisina yansimamaktadir.
Bilingsiz giibreleme ile topragin verimlilik dengesi
bozulmakta ve bu topraklarda yetistirilen bitkilerden
elde edilen urlnin Kkalitesi de azalmaktadir.
Yiriitilen bu arastirmada; Isparta Kkosullarinda
ayciceginde farkh azot (0, 5, 10, 15 kg N/da) ve
kiikiirt dozlarinin (0, 5, 10, 15 kg S/da) yaglik
ayciceginde  verim ve  kalite  oOzelliklerinin
belirlenmesi amaglanmistir.

2. Materyal ve Metot

Bu calisma Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Béliimiinde (37045’ K
ve 30°33" D, 997 m) 2014 ve 2015 yillarinda
yuritilmistiir. Diet CL aycicegi cesidi materyal
olarak kullanilmistir. Bu cesit ciceklenme siiresi 61-
64 giin olan erkenci, mildiyonun (Ké6se) PL6 irklarina
yuksek derecede toleransly, yiliksek yag oranina sahip,
tabla yapisi egik ve dis biikey, stres kosullarina
toleransly, toprak segiciligi olmayan ve alternaria, pas,
septoria gibi mantari hastaliklarina karsi ytiksek
toleransh bir gesittir. Tarla denemelerinin kuruldugu
yillara iliskin iklim verilerine gore, vejetasyon
doéneminde (Nisan-Agustos) genel olarak aycicegi
bitkisinin normal bilyiime ve gelismesini olumsuz
yonde etkileyecek sicakliklar yasanmamistir. Nisan-
Haziran aylar1 arasinda bitkilerinin su ihtiyac
yagislarla saglanmistir, ancak 2014 yilinda bu
donemde 194.6 mm yagis olurken, 2015 yilinda 185.8
mm yagis dismiistiir (Tablo 1). Arastirma alaninin
toprak ozellikleri Rowell [12]’e gore belirlenmistir.
Toprak killi-tinli tekstiirde olup, pH’s1 7.5, tuz orani
%0.38, organik madde igerigi %1.1 (Walkley-Black),
kireg icerigi %7.20 (Schiebler kalsimetresi), aliabilir
fosfor 3.9 mg/kg ve alinabilir potasyum icerigi 119.0
mg/kg (1 N NH4OAc)'dir. Bu yoniiyle deneme alani
topragl her ne kadar alkali, agir yapili ve organik
maddesi diisiik de olsa ay¢icegi tarimi i¢cin uygundur.

Deneme tesadif bloklarinda bélinmiis parseller
deneme desenine gore 3 tekerriirli olarak kurulmus
ve tohumlar ekimleri 10.04.2014 ve 08.04.2015
tarihlerinde 70 x 25 cm ekim normunda 5 m
uzunlugunda 5 sira olacak sekilde yapilmistir. Bir
parselin alan1 17.5 m? (5 m x 3.5 m)’dir. Yabanc ot
miicadelesi el ¢apasi ile yapilmistir. Her iki deneme
yiinda c¢iceklenme oOncesi donemde (Temmuz)
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Tablo 1. Isparta ilinin 2014 ve 2015 yillarina ait aylik ortalama yagis, sicaklik ve hava bagil nem degerleri [13]

Aylar Yagis, (L/m?2) Sicaklik (2C) Bagil nem (%)
1950-2015 2014 2015 1950-2015 2014 2015 1950-2015 2014 2015
Ocak 73.6 61.3 125.9 19 3.7 1.9 73.2 76.7 73.4
Subat 64.0 234 57.7 29 5.2 3.3 70.2 60.8 68.4
Mart 553 78.6 111.6 6.2 7.3 6.7 65.3 63.3 64.8
Nisan 55.3 448 26.1 10.8 11.7 9.0 61.0 59.5 58.2
Mayis 52.3 107.0 67.5 15.6 151 16.6 57.4 60.3 51.8
Haziran 30.6 42.8 92.2 20.2 20.0 18.3 51.2 49.8 63.5
Temmuz 14.6 0.8 3.0 23.7 24.5 242 45.3 43.5 43.9
Agustos 11.7 10.2 43.4 23.2 249 23.8 46.4 442 51.0

yagisin cok az olmasindan dolay1 15 giin arayla 2 defa
2’ser saat damla sulama yapilmistir. Ekimle birlikte 8
kg P20s/da olacak sekilde triple siiper fosfat (TSP)
giibresi (18:46:0) atilmistir. Ana parsellere azot
dozlar1 (No: 0, Ns: 5, N1o: 10, Nis: 15 kg/da) ve alt
parsellere ise kiikiirt dozlar1 (So: 0, Ss: 5, S10: 10, Sis:
15 kg/da) wuygulanmistir. Azot kaynagi olarak
amonyum nitrat giibresinin (%33) yaris1 ekimle,
kalan yarisi da sapa kalkma ddneminde
uygulanmistir. Kikiirt kaynag: olarak ise elementel
kikirt (%98) ekimle birlikte uygulanmstir.
Ciceklenme ve dollenme tamamlandiktan sonra kus
zararinin oniine gecilmesi icin parsellerdeki bitkilerin
tablalar1 kese kagidi ile izole edilmistir.

Olgunlasma ile birlikte parsellerden tesadiifen secilen
10 bitkide agronomik [¢iceklenme tarihi (giin), bitki
boyu (cm), tabla cap1 (cm), 1.000 tane agirlig: (g) ve
tohum verimi (kg/da)] ve kalite [kabuk orani (%),
yag orani (%), yag verimi (kg/da) ve yag asitleri
kompozisyonu (%)]  oOzellikleri incelenmistir.
Tohumlarin yag analizleri Niikleer Manyetik
Rezonans (NMR, Briikker mqone) cihazinda % olarak
okutularak saptanmistir. Tohumlar 70 °C ayarh
etiivde 48 saat bekletilerek nemi ucurulup 2’ser g
tartilmis ve NMR cihazinda her parselde 3 okuma
yapilarak % yag orani ortalamasi hesaplanmistir. Yag
asitleri kompozisyonu ise alev iyonlasma detektore
(FID) sahip gaz kromotografisi (Shimadzu GC-2025)
cihazinda yapilmistir.

2 g ogiutilmis tohum n-hekzan ile soguk
ekstraksiyona tutulmus ve solvent Kkarisimi
ucurulduktan sonra elde edilen ham yag AOAC [14]
tarafindan oOnerilen yontemle %0.5’'lik Sodyum
Metilat (NaoMe) ile metil esterlerine (FAME)
doniistiirmustir. Yag asitlerine iliskin
kromatogramlar elde edilerek palmitik (Ci6:0), stearik
(C1s:0), oleik (Cis:1) ve linoleik (Cis:z) asit oranlari
belirlenmistir. GC cihazinin c¢alisma kosullar1 su
sekildedir; Kolon Teknokroma TR-CN100 (100 m x
0.25 mm, 0.20 um), enjektor sicakligi 250 °C, detektor
sicaklig1 250 °C, akis hiz1 (psi) 10, tasiyict gaz N (40
ml/dk), enjektdr kapasitesi 1.0 pl'dir. Firin sicakhg:
140 °C’'de 10 dakika bekledikten sonra 240 °C’ye
dakikada 3°C’lik artisla ulasiyor ve bu sicaklikta 10
dakika bekliyor. Elde edilen kromotogramlardaki
pikler ticari standart yag asidi metil ester karisimina
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(Sigma, Supelco® 37 Component FAME Mix) gore
isimlendirilmistir. Elde edilen veriler tesadif
bloklarinda boéliinmiis parseller deneme desenine
gore SAS [15] istatistik paket programinda analiz
edilmis ve uygulamalarin karsilastirilmasinda
Duncan ¢oklu karsilagtirma testi kullanilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Ayciceginde N ve S dozlarinin verim ve Kkalite
ozelliklerine iliskin varyans analiz sonuclarina gore;
biitiin 6zelliklerin yillar arasindaki farkliliklar1 %1
diizeyinde 6nemli bulunmustur. Diger taraftan kabuk
orani ve yag orani hari¢ diger o6zelliklerin N dozlary;
yag orani haric¢ diger 6zelliklerin S dozlar1 arasindaki
farkliliklar %1 seviyesinde oOnemlidir. Cigceklenme
zamani, tohum ve yag verimi icin N x S interaksiyonu;
tohum ve yag verimi icin Y1l x N interaksiyonu; kabuk
orani ve yag verimi icin Yil x S interaksiyonunun
onemli oldugu tespit edilmistir (Tablo 2).

Azot ve kikiirt uygulamalarina gore bitkilerin
ciceklenme zamani 2014 yilinda 69.2-77.1 giin ve
2015 yilinda ise 64.3-72.0 giin arasinda degismis
olup, 2014 yilindaki bitkiler daha ge¢ ciceklenmistir.
NxS interaksiyonuna gore N ve S dozu artisina paralel
olarak bitkilerde erkencilik tesvik edilmis ve
ciceklenme zamani kontrolde 74.5 giin olan
ciceklenme zamami en yiksek N ve S dozu
uygulamasinda 66.8 giline gerilemistir (Tablo 3).
Yapilan arastirmalarda lokasyon, c¢esit ve kuru veya
sulu yetistirilme durumuna goére ayciceginde
ciceklenme giin sayisi ile ilgili farkli sonuglar elde
edilmistir. Evci vd. [16] ayciceginde ciceklenme giin
sayisinin 54.0-76.0 giin ve Demir [9] ise 60.6-66.3
gln arasinda degisim gosterdigini rapor etmislerdir.
Ancak yapilan arastirmalarda ayciceginde ¢iceklenme
siiresi tizerine 151k yogunlugu, giin uzunlugu, enlem
dereceleri ve  sicakhigin  etkili  olabilecegi
bildirilmektedir [17]. Azot ve kiikiirt uygulamasi
bitkilerde erken ciceklenmeyi tesvik etmistir. Azot ve
kiikiirt dozlarmin artis1 ile erken cigceklenme
sayesinde tohum olgunlasma déneminin uzamasina
ve dolayli olarak tohum veriminin artisina neden
olmustur. Kaya vd. [18] ciceklenme siiresi ile verim
arasinda negatif iliski oldugunu ve erken c¢iceklenen
cesitlerin daha verimli oldugunu belirtmislerdir.
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Tablo 2. Ayciceginde N ve S uygulamalarinin verim ve kaliteye etkileri ile ilgili varyans analiz sonuglari

V.K SD Ciceklenme zamani Bitki boyu Tabla ¢ap1 1.000 tane agirhig:

o " (giin)? (cm) (cm) (8)

g g

Yil 1 591.5** 6934.3** 606.6** 747.0%*
Blok (Y1) 4 13.5%* 42.1 1.0 10.7
Azot (N) 3 29.7** 1387.9** 66.8** 140.3**
Yil x N 3 0.01 6.7 1.5 0.43
Hata-1 12 0.2 519 1.1 7.1
Kiikiirt (S) 3 65.1** 316.2** 8.6** 70.4**
Yil x S 3 0.02 1.5 0.2 0.1
NxS 9 4.3%* 43.5 0.8 4.6
Yil x N x S 9 0.01 0.2 0.02 0.3
Hata-2 48 0.5 31.9 2.5 5.6
CV (%) 1.1 3.9 7.1 6.1
V.K SD Tohum verimi Kabuk oram Yag oram Yag verimi

T o (kg/da) (%) (%) (%)
Yil 1 314.8** 384.0** 9.1%* 9245.3**
Blok (Y1) 4 0.6 5.8 0.1 104.4
Azot (N) 3 104.1%* 0.4 3.7** 4508.9**
Yil x N 3 27.3%* 0.7 1.0 1250.5%*
Hata-1 12 1.7 2.0 0.5 92.9
Kikiirt (S) 3 54.6%* 20.9%* 22.1%* 2636.8**
Yil x S 3 1.7 10.8* 0.5 230.7**
NxS 9 7.0%* 2.5 1.2 226.8*%*
Yilx NxS 9 0.7 3.7 0.7 26.7
Hata-2 48 219.9 3.6 0.6 49.8
CV (%) 5.4 6.5 1.9 6.1

*: p<05; **: p<0.01; 1: Ozelliklerin kareler ortalamasi degerleri; V.K.: varyasyon kaynaklari; S.D.: serbestlik derecesi; CV:

varyasyon katsayisi

Azot ve kiikiirt kaynakli glibrelerin ayciceginde bitki
boyuna 6nemli etkisi olmustur. 2014 yilinda bitkiler
(153.6 cm) 2015 yilina gore (136.7 cm) daha uzun
boylu oldugu tespit edilmistir. Bu yilda bitkilerin
daha uzun boylu olmasi tohum ekiminden sonra
ciceklenme zamanina kadar (6zellikle mayis ve
haziran aylarinda) yagisin daha fazla olmasindan
kaynaklanabilir. Calismada hem N hem de S dozu
artisi ile birlikte bitki boyu da artmistir. N uygulamasi
bitki boyunu %12 artirirken, S uygulamasinda %5
artis saglanmistir (Tablo 3). Kaya vd. [18] ayciceginde
bitki boyunun 105-180 cm arasinda degistigini
bildirmislerdir. Ayciceginde S dozu artisina paralel
olarak bitki boyunun pozitif yonde etkilendigi bircok
arastirici tarafindan da belirtilmistir [9, 10, 19, 20].

Her iki y1l sonuglarina gére N ve S uygulamasinda
bitkilerin tabla ¢ap1 14.6-31.2 cm arasinda degisim
gostermistir. 2014 yilinda ortalama tabla ¢ap1 26.0
cm ve 2015 yilinda 18.1 cm olarak belirlenmistir
(Tablo 3). 2014 yilinda bitkilerin vejetatif doneminde
diisen yagislarin daha fazla olmasi bitkilerin boylarini
artirarak daha fazla yaprak alani olusturmasina bagh
olarak fotosentez etkinliginin arttifi ve bu sayede
bitkilerin daha iri tabla olusturduklari
disiiniilmektedir. Azot dozu ortalamalarina gore en
genis tabla cap1 10 kg N/da uygulamasindan (25.0
cm) ve en dar ise kontrolden elde edilmistir. Kiikiirt
uygulamasina gore tabla ¢ap1 kontrolden 5 kg S/da’a
kadar artmis ve sonraki dozlarda azalmistir. En
yuksek tabla cap1 5 ve 10 kg S/da uygulamasindan
sirasiyla 23.1 ve 224 cm olarak tespit edilmistir
(Tablo 3). Farkl lokasyonlarda yapilan ¢alismalarda
ayciceginde tabla capini Demir [9] 17.2-23.1 c¢m, Evci
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vd. [10] 10.0-30.0 cm ve Sahin [21] ise 20.3-28.1 cm
arasinda degistigini rapor etmislerdir. Calismamizda
ve diger calismalarda tabla ¢ap1 bakimindan gozlenen
varyasyonlar genetik ve c¢evresel farkliliklardan ileri
gelmektedir. Ayciceginde kukiirtli giibre
uygulanmasi sonucunda kiikiirdiin tabla ¢apini
olumlu yonde etkiledigi ve tabla capini artirdigi cok
sayida arastirici tarafindan da bildirilmistir [8, 20].

Ayciceginde tohum verimini belirleyen diger onemli
bir seleksiyon kriteri de 1.000 tane agirligidir.
Calismada tohumlarin 1.000 tane agirliglr 2014 yilinda
(611 g) daha yiiksek (2015 yilinda 556 g)
bulunmustur. Bu yilda diisen yagis miktarinin
bitkilerin boyunu ve tabla ¢aplarn pozitif yonde
etkilemesine bagh olarak tohum agirhklarim da
artirdigl  disiiniilmektedir. Ayciceginde bin tane
agirlign bakimindan farkli lokasyonlarinda yiirtitiilen
denemelerde Demir [9] 45.3-79.8 g ve Sahin [21] 54.4-
94.6 g arasinda degistigini bildirmisler ve
sonuglarimiz da bu varyasyonlar ile uyumlu
bulunmustur. Azot dozlar1 ortalamasina goére en
yuksek 1.000 tane agirhigi 10 kg N/da uygulamasindan
elde edilirken, en diisiik kontrolde 6l¢iilmiistiir. Giil ve
Kara [22] ay¢iceginde N uygulamasi ile birlikte 1.000
tane agirligimin arttigini en yiiksek 1.000 tane
agirliginin 15 kg N/da uygulamasindan elde edildigini
rapor etmislerdir. Diger taraftan S dozlar1 arttikca
tohumlarin 1000 tane agirliklari kontrole gore %6.5
oraninda artis gostermistir (Tablo 3). Ayrica Ishfaq
[23] 15 kg S/da uygulamasmin 1.000 tane agirhigini
%15.9 oraninda artirdigini rapor etmistir. Diger
taraftan farkli arastiricilarda kiikiirdiin 1000 tane
agirligr tzerine porzitif yonde etkiledigi ve onemli
Olgiide artirdigini bildirmislerdir [8, 24].



S. Erbas, A. $enates / Aycicegi (Helianthus annuus L.)'nde Azot ve Kiikiirt Giibrelemesinin Verim ve Kaliteye Etkileri

Tablo 3. Ayciceginde N ve S uygulamalarinin bazi agronomik 6zelliklerine iliskin ortalama degerler

Ciceklenme giin sayisi (giin)

Bitki boyu (cm)

Y N S S
0 5 10 15 Ort. 0 5 10 15 Ort.
0 771 73.7 72.0 71.6 73.6 141.4 147.5 149.1 149.1 146.8
2014 5 737 72.6 72.0 71.3 72.4 144.9 147.2 151.0 155.2 149.6
10 73.3 70.9 69.9 69.9 71.0 146.0 153.7 153.7 157.9 152.8
15 73.0 73.0 70.9 69.2 71.5 161.3 162.9 172.8 163.8 165.2
Ort. 74.3 72.6 71.2 70.5 72.1A! 1484 152.8 156.7 156.5 153.6 A
0 720 68.7 67.0 66.7 68.6 126.0 131.3 132.7 132.7 130.7
2015 5 687 67.7 67.0 66.3 67.4 129.0 131.0 134.3 138.0 133.1
10 68.3 66.0 65.0 65.0 66.1 130.0 136.7 136.7 140.3 135.9
15 68.0 68.0 66.0 64.3 66.5 145.3 144.7 153.3 145.5 147.2
Ort. 69.3 67.6 66.3 65.6 67.2B 132.6 135.9 139.3 139.1 136.7 B
0 745a 712b 69.5 c-e 69.1 de 71.1a 133.7 139.4 1409 140.9 138.7 ¢
NxS 5 71.2b 70.2 b-d 69.5 c-e 68.8 e 69.9b 137.0 139.1 142.7 146.6 141.3 bc
10 70.8b 68.5 ef 67.5 fg 67.5 fg 69.1c 138.0 145.2 145.2 149.1 144.4b
15 70.5bc  70.5 bc 68.5 ef 66.8¢g 68.5d 153.3 153.8  163.1 154.7 156.2 a
ort. 71.8a 70.1b 68.7 c 68.0d 140.5c¢ 144.4b 148.0a 147.8a
Tabla ¢ap1 (cm) 1.000 tane agirhig (g)
Yil N S S
0 5 10 15 Ort. 0 5 10 15 Ort.
0 212 243 233 22.2 22.8 57.7 58.0 59.0 59.6 58.6
2014 5 236 24.8 24.3 243 24.3 58.2 58.3 61.9 62.1 60.1
10 27.4 31.2 30.4 28.3 29.3 61.2 64.5 66.1 66.2 64.5
15 26.3 28.5 27.4 27.7 27.5 59.3 59.8 62.4 63.8 61.3
Ort. 24.6 27.2 26.4 25.6 26.0A 59.1 60.2 62.4 62.9 61.1A
0 14.6 16.9 16.2 15.3 15.8 52.5 52.7 53.6 54.2 53.3
2015 5 164 17.2 16.9 16.9 16.9 529 53.0 56.3 56.4 54.7
10 19.2 22.0 21.4 19.9 20.6 55.7 58.6 60.1 60.2 58.7
15 18.4 20.0 19.2 194 19.3 539 54.3 56.8 58.0 55.8
Ort. 17.2 19.0 18.4 17.9 18.1B 53.8 54.7 56.7 57.2 55.6 B
0 179 20.6 19.8 18.8 19.3d 55.1 55.4 56.3 56.9 55.9¢c
NxS 5 20.0 21.0 20.6 20.6 20.6¢ 55.6 55.7 59.1 59.3 57.4bc
10 23.3 26.6 25.9 241 25.0a 58.5 61.6 63.1 63.2 61.6a
15 22.4 243 23.3 23.6 23.4b 56.6 57.1 59.6 60.9 58.5b
Ort. 209c 23.1a 22.4 ab 21.8bc 56.4c 57.4bc 59.5b 60.1a

1: Ayni harflere sahip ortalamalar arasinda istatistiksel farklilik bulunmamaktadir.

Ayciceginde tohum veriminin artirilmasi en 6nemli
yetistiricilik hedeflerinden birisidir. Her iki yil
sonuglarina gore tohum verimi 2014 yilinda 235.4-
348.6 kg/da (NoSo-NsSs) ve 2015 yilinda 174.4-327.4
kg/da (NoSo-N10Ss) arasinda degismistir. Yillara gore
2014 yilinda en yiiksek tane verimi (300.4 kd/da)
elde edilmistir (Tablo 4). Bu farklihik 2014 yili yagis
miktarmin yiksek olmasindan kaynaklanabilir.
Calismada incelenen bitki boyu, tabla ¢api, 1.000 tane
agirlhigr gibi verim bilesenlerinin 2014 yilinda daha
yuksek olmasi tohum verimine olumlu katki saglamis
olabilir. Nitekim ayciceginde tohum veriminin ayni
lokasyonda yillara goére farklilik gosterebilecegi,
genetik x cevre interaksiyonunun yiiksek oldugu ve
tohum veriminin kalittminda bir¢ok eklemeli etkili
genlerin rol aldig1 ve orta diizeyde kalitm derecesine
tahminlendigi rapor edilmektedir [25]. Azot dozu
ortalamalarina gore kontrol parsellerinde 231.9
kg/da olan tohum verimi 10 kg N/da’a kadar %31.3
oraninda artis gostererek 304.4 kg/da’a ulasmustir.
Daha sonraki doz artisi ile birlikte gerileyerek 15 kg
N/da uygulamasinda 286.7 kg/da’a dismdiistiir (Tablo
4). Yapilan arastirmalarda tohum verimi iizerine N
uygulamalarinin 6nemli etkisinin oldugu ve N dozu
arttik¢a tohum veriminin de arttig: bildirilmektedir.
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Gil ve Kara [22] aygigeginde en yiliksek tohum
veriminin 15 kg N/da, Namwar vd. [26] 12 kg N/da
ve Evci vd. [27] 5-10 kg N/da uygulamasindan elde
edildigini rapor etmislerdir. Sonuglarimiz Namwar
vd. [26] ve Evci vd. [27]'nin sonuglari ile benzerlik
gostermektedir. Calismada S dozu ortalamalarina
gore en yiksek tohum verimi 5 kg S/da
uygulamasindan (302.8 kg/da) ve en diisiik kontrol
parsellerinden (248.4 kg/da) elde edilmistir (Tablo
4). Ayciceginde azot ve kiikiirdiin tohum verimini
artirdig1 bircok arastirici tarafindan rapor edilmistir
[8, 19, 24]. Ancak yiiksek miktarda S uygulamasiin
ayciceginde toksisiteye neden oldugu rapor
edilmektedir. Ayciceginde 8 kg S/da dozunun
iizerinde yapilan S giibrelemesinin N, P ve K gibi
besin elementlerinin alimini engelledigi ve tohum
verimini 6nemli oranda diisiirdiigii bildirilmektedir
[28].  Nitekim g¢alismamizda 5 kg S/da
uygulamasindan sonra tohum verimi azalmistir.
Diger taraftan ayciceginde 8 kg S/da ve 14 kg N/da
uygulamasi ile bitkilerin en yiliksek yaprak alanina
ulastift ve bu gilibre kombinasyonunda net
asimilasyon oraninin en st seviyeye ¢iktig1 ve
dolayisiyla en yiiksek tohum veriminin bu
uygulamalardan elde edildigi rapor edilmektedir
[29].
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Tablo 4. Ayciceginde N ve S uygulamalarinin tohum verimi ve kalite 6zelliklerine iliskin ortalama degerler

Tohum verimi (kg/da)

Kabuk orani (%)

Y N S S
0 5 10 15 Ort. 0 5 10 15 Ort.

0 2354 300.9 252.0 279.9 267.1b1 274 28.0 26.0 28.0 27.4
2014 5 2714 348.6 296.1 334.3 312.6a 252 29.0 263 29.0 27.4

10 303.7 319.7 310.2 304.6 309.6a 271 28.6 26.9 27.0 27.4

15 293.3 345.4 319.1 291.6 312.4a 285 26.9 273 273 27.5
Ort. 276.0 328.7 294.4 302.6 300.4A 27.1d 28.1cd 26.6d 27.8d 2748B

0 1744 2233 185.7 203.6 196.8d 339 30.6 30.5 31.7 31.7
2015 5 1914 269.5 217.2 241.2 229.8c 336 33.1 29.0 30.8 31.6

10 282.4 327.4 313.6 273.4 299.2a 323 32.2 28.7 31.2 311

15 235.0 287.8 283.2 237.8 261.0b 319 318 29.7 315 31.2
Ort. 220.8 277.0 249.9 239.0 246.7B 329a 31.9ab 29.5b-d 31.3a-c 314 A

0 2049h 262.1de 2189gh 2418e-g 231.9d 30.7 29.3 28.3 29.9 29.5
NxS 5 2314fg 309.1a-c 256.7ef 2878cd 271.2c 294 31.1 27.7 29.9 29.5

10 293.1bc 323.6a 3119a-c 289.0cd 304.4a 29.7 30.4 27.8 29.1 29.3

15 264.2de 316.6ab 301.2a-c 264.7de 286.7b 30.2 29.4 28.5 29.4 29.4
Ort. 248.4c 302.8a 272.1b  270.8b 30.0a 30.0a 28.1b 29.6a

Yag orani (%) Yag verimi (kg/da)
Y N S S
0 5 10 15 Ort. 0 5 10 15 Ort.

0 41.0 42.4 429 43.5 42.5 102.5 125.2 103.2 117.9 112.2b
2014 5 417 42.8 43.1 421 42.4 114.9 144.9 122.7 140.7 130.8 a

10 41.1 42.6 43.8 43.9 429 127.1 1379 125.1 126.4 129.1a

15 43.0 43.4 43.7 44.5 43.7 125.3 146.6 134.7 136.9 1359a
Ort. 41.7 42.8 43.4 43.5 428A 117.5c¢ 138.7a 121.4bc 130.5ab 127.0A

0 413 429 44.2 444 43.2 72.1 98.7 79.7 90.3 85.2¢
2015 5 411 43.6 44.8 43.9 43.4 78.5 120.7 74.6 105.9 94.9 c

10 422 43.8 44.0 443 43.6 119.1 144.1 137.3 1211 130.4a

15 43.0 43.7 43.8 44.2 43.7 101.0 126.1 123.7 105.0 114.0b
Ort. 41.9 43.5 44.2 44.2 43.5B 92.7e 122.4bc 103.8de 105.6d 106.1B

0 412 42.7 43.6 44.0 42.8b 873¢g 112.0de 915¢g 104.1ef 98.7c
NxS 5 414 43.2 44.0 43.0 429b 96.7 fg 132.8a-c 98.7fg 1233cd 1129b

10 41.7 43.2 439 44.1 43.2b 123.1cd 141.0a 131.2a-c 123.8b-d 129.8a

15 43.0 43.6 43.8 444 43.7 a 113.2de 136.4ab 129.2a-c 121.0cd 1249a
Ort. 41.8c 43.2b 43.8a 43.9a 105.1¢ 130.5a 112.6b 118.0b

1: Ayni harflere sahip ortalamalar arasinda istatistiksel farklilik bulunmamaktadir.

Aycicegi tohumlarinda kabuk oraninin azaltilmasi
onemli 1slah amaglarindan biridir. Gelistirilen
cesitlerde kabuk oraninin % 25’in altina diistiriilmesi
hedeflenmektedir. Calismada tohumlarin kabuk
oranlar1 yillara gore farklilik gostermis ve 2015
yilinda kabuk orani daha yiiksek (%31.4)
bulunmustur (Tablo 4). iklim verileri incelendiginde
bu yilda diisen yagis miktarinin bir énceki yila gore
daha az olmasi nedeniyle tohum verimi ve verim
bilesenlerinin diisiik olmasi tohumlarda kabuk
oranint artirdigl distniilmektedir. Uygulamalarda
sadece S dozlar1 arasindaki farkliliklar 6nemli
bulunmus (p<0.01) ve en diisiik kabuk orani1 10 kg
S/da uygulamasindan elde edilmistir. Aycicegi
tohumlarinda yag oram artis1 1000 tane agirligi 55
g’a ulasana kadar devam ettigi, tane agirligl1 55 g'in
iizerine ¢iktikca tohumlarin yag iceriginin azaldig: ve
kabuk orannin ise artis gosterdigi bildirilmektedir
[16]. Calismamizda S uygulamasinin tohumlarda yag
sentezini tesvik ettigi ve dolayisiyla kabuk oranini
azaltg disiiniilmektedir. Nitekim ayciceginde
kabuk ve yag orani arasinda negatif bir korelasyon
oldugunu rapor edilmektedir [3].
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Yaghk aycicegi tohumlarinin ekonomik degerinin
%80’inden daha fazlasin1 ham yag olusturmaktadir.
Calismamizda N ve S uygulamalari tohumlarin yag
icerigi lizerine onemli etki gostermistir. Yillara gore
ortalama yag orani 2014 yilinda %42.8 iken, 2015
yilinda %43.5 oraninda tespit edilmistir. Denemenin
2. yilinda bitkilerin tohum veriminin disiik
olmasindan dolay1 yag iceriginin daha yiiksek ¢iktig1
disiiniilmektedir. Zira ayciceginde yag orami ve
tohum verimi arasinda negatif iliski oldugu rapor
edilmektedir [18]. N ve S uygulama dozlar arttik¢a
tohumlarin yag icerigi artmis olup, kontrole gore en
yuksek dozda N uygulamasinda %2.1 ve S
uygulamasinda %5.0 oraninda artis tespit edilmistir
(Tablo 4). S uygulamasi ile ayciceginde yag igeriginin
%18 oraninda arttigini bildirilmektedir [8]. Bazi
arastirmalarda azotun tohumun protein icerigini
artiricl etkisinden dolay1 yag icerigine olumsuz etkisi
oldugu tespit edilse de [30], S ve N aym anda
uygulandiginda yag igeriginin énemli oranda arttig:
rapor edilmektedir [10].
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Ayciceginde yiiksek tohum verimliligi kadar yag
verimliliginin de yiiksek olmasi arzulanmaktadir.
Yillara gore yag verimi 2014 yilinda 102.5-146.6
kg/da (NoSo-N15Ss) ve 2015 yilinda 87.3-141.0 kg/da
(N0So0-N10Ss) arasinda degismistir. Yillara gore 2014
yilinda en yiliksek yag verimi (127.0 kg/da) elde
edilmistir (Tablo 4). Yagis miktarinin 2014 yilinda
daha yiiksek olmasi tohum verimini artirmis ve
dolayll olarak yag verimi de artis saglamistir.
Ayciceginde diger agronomik ve kalite 6zelliklerinde
oldugu gibi yag veriminin kalittminda da eklemeli
etkili genlerin rol aldigi ve bundan dolay1 yag
veriminin ¢esitlerin genetik yapisi, bunlarin yag orani
ve tohum verimleri ile yetistirme teknikleri ve
ekolojik faktorlere bagll olarak degistigi bir ¢ok
arastirict tarafindan Dbildirilmistir [9, 21]. Azot
dozlarina gore kontrol parsellerinde ortalama 98.7
kg/da olan yag verimi 10 kg N/da’a kadar %31.5
oraninda artis gostererek 129.8 kg/da’a ulasmustir.
Daha sonraki doz artis1 ile birlikte 15 kg N/da
uygulamasinda 124.9 kg/da’a diismiis, ancak bu
azalma istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir
(Tablo 4). Ayciceginde yag verimi TUlzerine N
uygulamalarinin olumlu bir etkisi oldugu rapor
edilmis ve yiiksek yag verimi icin en uygun azot
uygulamasini Giil ve Kara [22] 15 kg N/da, Namwar
vd. [26] 12 kg N/da ve Evci vd. [27] 5-10 kg N/da
oldugunu énermislerdir. Sonuglarimiz bu bulgular ile
uyumludur. Kiikirt uygulamalarina gore en yiiksek
yag verimi 5 kg S/da uygulamasindan (130.5 kg/da)
ve en diisiik kontrolden (105.1 kg/da) elde edilmistir
(Tablo 4). Azot ve kiikiirt gilibrelerinin birlikte
uygulanmasi tohum verimini artirdig1 gibi yag oranini
da artirmis ve dolayisiyla yag verimi lizerine dnemli

bir etkisi olmustur. Ayciceginde azot ve kiikiirdiin yag
verimini belirli bir doza kadar artirdig), daha yiiksek
dozlarda  toksisiteye neden  oldugu rapor
edilmektedir [8, 19, 28].

Azot ve kikirt wuygulamalarinin yag asitleri
kompozisyonu iizerine etkisi incelendiginde 2014 ve
2015 yillarinda palmitik asit oranm sirasiyla %4.22-
6.26 ve %4.44-6.24, stearik asit orani %1.83-2.64 ve
%1.76-2.80, oleik asit orani %83.01-91.70 ve
%86.42-91.09, linoleik asit orani ise %1.37-7.25 ve
%1.67-6.89 arasinda degisim gostermistir (Tablo 5).
Calismada yillarin, giibreler ve dozlarinin yag asitleri
lizerine net bir etkisi gézilkmemekle birlikte artan N
ve S dozlarina karsi oleik asit oraninda azalmanin ve
linoleik asit oraminda bir artisin  oldugu
gorilmektedir. Bazi c¢alismalarda N ve S
glbrelemesinin ayciceginde oleik asit oranini azalttigi
rapor edilmesine ragmen [29, 31], bazilarinda
etkisinin olmadig bildirilmektedir [32].

4. Sonug¢

Sonug¢ olarak; azot ve kiikiirt uygulamalar1 yaghk
hibrit ayciceginde verim ve Kkaliteyi artirmistir.
Isparta kosullarinda yaglik aycicegi yetistiriciliginde
daha yiiksek verim ve kalite 10 kg N/da ile 5 kg S/da
kullanilmas:1 énerilebilir. Ozellikle S icerikli giibre
kullaniminin tesvik edilmesi ve bu konuda gerekli

desteklerin  saglanmas1  Dbitkisel yag agiginin
kapatilmasi, yag kalitesinin iyilestirilmesi ve aycicegi
tariminin gelistirilmesine onemli katkilar
saglayacaktir.

Tablo 5. Ayciceginde N ve S uygulamalarinin yag asitleri kompozisyonu (%) lizerine etkileri

Dozlar Palmitik asit (C16:0) Stearik asit (Cis:0) Oleik asit (C1s:1) Linoleik asit (Cis:2)
2014 2015 2014 2015 2014 2015 2014 2015
Ao So 4.62 4.90 2.25 2.39 91.53 91.01 1.58 1.67
AoSs 6.26 6.01 1.83 1.76 89.03 89.18 2.85 3.02
Ao S10 4.22 4.47 2.64 2.80 90.09 89.78 3.04 2.92
Ao S15 5.81 5.58 1.90 1.82 89.22 89.35 3.04 3.22
As So 491 490 2.33 2.24 91.38 91.09 1.36 1.74
AsSs 5.49 5.27 1.82 1.93 90.97 90.97 1.70 1.80
AsS10 5.22 5.14 2.25 2.20 86.41 88.98 6.09 3.66
As S15 5.35 5.53 2.29 2.39 88.90 86.21 3.45 5.85
A10So 4.90 5.19 1.97 2.09 91.70 90.19 1.41 2.49
A10Ss 4.63 4.44 2.47 2.37 86.74 87.26 6.14 5.89
A10S10 5.89 6.24 2.50 2.65 86.23 85.41 5.35 5.67
A10S15 5.38 5.16 2.18 2.09 85.06 86.26 7.37 6.45
A1s So 5.27 5.59 2.50 2.65 88.92 88.25 3.29 3.49
A15Ss 5.75 5.52 2.51 241 90.35 88.59 1.37 3.45
A15S10 4.44 471 2.59 2.49 88.58 88.15 4.37 4.63
A15S15 5.28 6.07 2.44 2.59 83.01 86.42 7.25 6.89
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Abstract: This paper deals with the pure elements and the dual notions of prime elements
(that is, second elements). For this, it introduces the definitions of second element and
coprime element. Then it is shown that the concepts of the second element and coprime
element are equivalent. Moreover, this study gives us a characterization of comultiplication
modules. Finally, it defines pure elements and obtains the relation among pure, idempotent
and multiplication elements.

Latis Modiillerindeki Piir Elemanlar ve Asal Elemanlarin Dual Kavramlari

Anahtar Kelimeler
Carpimsal latisler,
Latis modiiller,
ikinci elemanlar,

Ozet: Bu makale piir elemanlar ve asal elemanlarin dual kavramlari (yani ikinci ele-
manlari) ile ilgilenir. Bunun igin, ikinci eleman1 ve esasal elemanini tanitir. Daha sonra
ikinci eleman kavramu ile esasal eleman kavramlarinin denk oldugu elde edilir. Ayrica, bu
caligsma bize escarpimsal latis modiillerinin bir karakterizasyonunu verir. Son olarak, piir

Piir elemenlar

elemanlar1 tanimlar ve piir, esgii¢lii ve carpim elemanlar arasindaki iligkiyi elde eder.

1. Introduction

L is said to be a multiplicative lattice if L is a complete
lattice in which there exists a commutative, associative
multiplication that distributes over randomly joins and
has compact greatest element 1;, (least element 0;,) as a
multiplicative identity (zero) .

A complete lattice M is called an L—lattice module if
there exists a multiplication between elements of L and M,
denoted by xN forx € L and N € M, that provides the next
conditions:

L ()N =x(N):

2. (\/xa> <VNﬁ> = V xaNg;
o B o.pB

3. lLN:N;

4. OLNZOM;

for all x,xq,y in L and for all N,Ng in M.

Throughout this note L denotes a multiplicative lattice and
M denotes an L—lattice module. Note that 1, (resp., Op)
means the greatest element (resp., the least element) of M.
H € M is called proper if H < 1. Suppose H, K are in
M, the join of every x € L such that xK < H is denoted
by (H :1 K). Specially, (0p :1 1)) is denoted by Ann (M).

Corresponding author: emel.aslankarayigit@marmara.edu.tr

On the other hand, for x € L and H € M, the join of every
N € M such that xN < H is denoted by (H :p x).

An element H in M is said to be meet principal if
(xA(N: H))H=xHAN for VN € M and Vx € L. H is
said to be join principal if xV (N :p H) = ((xHVN) :p H)
for Vx € L and for VN € M. Then if H is both meet princi-
pal and join principal, we say it is principal. In particular,
we say H is weak meet principal (weak join principal)
if (NoH)H=NAH ((xH:LH)=xV 0y : H)) for
all N € M (forall x € L). Then if H is both weak meet
principal and weak join principal, H is called weak
principal.

We say H € M is compact if H < \/Nyg, then
o

H <Ng, VNg, V...V N, for some subset {a1, 02, ..., 0, } .
M is called CG (compactly generated) if each element of
M is a join of compact elements in M. Similarly, we say
that M is PG (principally generated) if each element of M
is a join of principal elements in M.

If H € M such that (H :p 1y)H = H, then it is said to
be an idempotent element. Specially, if we consider L
as an L—module over itself, a € L is called idempotent
if a = a>. We say H < 1y in L—module M is prime,
if aX < H implies X < H or a < (H: 1)) for all
a € L, X € M. Particularly if 0y is prime, then M is
called a prime lattice module. Note that the necessary
and sufficient condition for 0y to be prime in M is
(Opr i 1pr) = (Opg :p, H) for all Oy £ H € M. An element
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H < 1) in M is called a primary element if aX < H and
X £ H, then a* < (H :1 1y)) for all a € L,X € M. More-
over M is said to be faithful if Ann (M) = (Op :r 1) = 0.

Suppose H is an element in M. Then [H, 1] is a set of
all K € M which satisfies H < K < 1y,. Moreover the
lattice [H, 1] is an L—lattice module with a.K = aKV H
for all a € L and K € M which satisfies H < K.

For more information of lattice modules, one is referred to

[51-[71.

Throughout the paper we have examined the concept
of multiplication and comultiplication lattice module
over L and generalized some important conclusions for
multiplication and comultiplication modules over com-
mutative rings, shown by M. M. Ali, H. Ansari-Toroghy,
F. Farshadifar, P. F. Smith in [1]-[4] and [8]-[11], to the
lattice modules over multiplicative lattice.

In this paper, we introduce second and coprime elements
of M in Definition 2 and Definition 3, respectively. Then
in Proposition 2, we prove that the notion of the second
element and coprime element in M are equivalent. In
Section 3, we define the notion of pure element in M in
Definition 4. Then in Proposition 4 we characterize a
pure element in L. Also, in Proposition 5, we show that
a € L is pure in L& a is multiplication and idempotent
in L. The main theorem of our study (Theorem 3) states
that if L is PG and M is faithful multiplication PG such
that 1, is compact, then H € M is pure < (H : 1) is a
pure element of L. Finally, in Corollary 1, we obtain the
relationship among pure, multiplication and idempotent
elements in lattice and lattice modules. Consequently, this
study contributes to the literature introducing the notion
of the second element, coprime element and pure element
in a lattice module as well as giving relationships among
some special elements in lattice and lattice modules.

2. Dual Notions of Prime Elements

Firstly for the sake of completeness the following defini-
tion, lemma and theorem are given.

Definition 1. (See [5] and [7])

(i) M is called a multiplication lattice module if for every
element N € M there exists an element a € L such that
N =al M-

(if) M is said to be a comultiplication lattice module if for
every element N of M there exists an element a € L such
that N = (0py :p @) -

Lemma 1. (See [5] and [7]) The following statements
hold for a lattice module M over a multiplicative lattice L:

1. M is multiplication < N = (N :1 1y) Ly for every
element N in M.

2. M is comultiplication < N = (Opr :p1 (Opr i1 N)) for
every element N in M.
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Theorem 1. (See [7]) The following statements are equiv-
alent for a lattice module M over a multiplicative lattice
L:

1. M is comultiplication.

2. Forany N € M and any ¢ € L with N < (O :y1 ¢),

there is b € L such that ¢ <b and N = (Op 1y D).

For any N € M and any ¢ € L with N < (Op :pr €),
there is b € L such that ¢ < b and N < (Op :py D).

Now, let us define the dual notion of prime element, i.e.,
second element of a lattice module.

Definition 2. 0y # N € M is called second element in M,
if for each a € L, aN = N or aN = 0y. In particular, if 1,
is a second element, M is called second.

Proposition 1. If N is second, (O : N) = p is prime.
Conversely, if (Oy ;. N) = p is prime for N € M and M is
comultiplication, then N is second.

Proof. Suppose that N € M is second and p = (0p ;1 N).
Letab < p and b £ p. Then bN # Op. Since N is a second
element, we have bN = N. Then Oy = (ab)N = a(bN) =
aN . Therefore,a < p= (0p:L N).

Assume M is comultiplication and p = (Op :z N) is prime
for N € M. Suppose that aN # 0y for a € L. Then O #
K=aN <N. IfOM%K:aN<N: (OM M (OM ZLN)) =
(Opr :m p), then by Theorem 1(2), there exists an element
beL suchthat p<band K =aN = (Oy 1 b). It follows
that baN = 0y, and so ba < p = (0p ;L N). Since p is
prime and b ﬁ p, we have a < p and so aN = Op. This
is a contradiction. So K = aN = N. Consequently N is a
second element in L—module M. O

Now, let us introduce the notion of coprime elements in a
lattice module.

Definition 3. 0y # N € M is called a coprime element if
(Opr:LN)=(K:L N)forall K € M, K < N.In particular,
if 1) is a coprime element, then we say that M is a coprime
module.

One can easily see that 137 is a coprime element in M
necessary and sufficient condition (N :7, 1p7) = (Opr :p 1)
for any N € M such that N < 1.

Owing to the following proposition, one can see that the
concepts of second element and coprime element in a lat-
tice module are equivalent.

Proposition 2. K € M is a coprime element < K is a
second element.

Proof. Suppose that K is a coprime element in M. Let aK <
K for some a € L. Since K is a coprime element we have
a < (aK :p K) = (0 :1 K) and so aK = 0y. Conversly,
if K is a second element, then we show that (N ;1 K) =
(Opr: i1 K), forall N < K. Tt is clear that (0. 1, K) < (N :,
K).Ifa <(N:L K), then we have aK <N < K. Since K is
a second element, then aK =0y and a < (0p ;L K). O
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Proposition 3. Suppose M is coprime. Then N < 1y is
primary < N is prime.

Proof. =: Assume that M is a coprime L— lattice module.
Thus (Op : 1a7) = (N : 1y) = p is prime by Proposition 1.
Since (N : 1) = p is prime, if N is a primary element, we
obtain N is prime (See Proposition 1 in [5]).

<: Obvious. O

3. Pure Elements in Lattice Modules

Before the definition of the pure element, let us recall some
information:

Note that an element H € M is said to be multiplication
if given an element N of M such that N < H, there exists
x € L such that N = xH. In particular, if we consider
L as a module over itself, an element x € L is said to
be multiplication if given an element y of L such that
y < x, there exists z € L such that y = zx. It is clear that
if 157 is multiplication, then L—module M is multiplication.

Now, let us define the pure elements in lattice module as
the following:

Definition 4. An element 0y; # N < 17 in M is called a
pure element, if aN = aly AN, for all a € L. In particular,
if we consider L as a module over itself, ¢ < 1, in L is
called a pure element if ac = a A c, for Va € L.

Theorem 2. M is coprime with (Opr :p, 1y) = p < [0y, N]
and [N, 1y are coprime L—lattice modules with (Op 3
N) = (N1 1y) = p, for all pure elements N € M.

Proof. =: Let N be pure. As M is second,
alpy; = 0y or alpyy = 1y for all a € L. If aly = Oy,
then aN = alyy AN = 0y and if aly = 1, then
aN = aly AN = N. Hence N is second (coprime) and
[Opr,N] is a coprime L—module.

We shall show that (Op :x N) = (Op :z 1) = p.
Clearly, (Op :r 1p) < (Op :p N). It is sufficient to
show that (0p ;. N) < (Opr :z 1ar). Let aN = 0y for
a € L. If aly # Oy, then aly = 1y, because M is
coprime. Hence aN = Oy = alyy AN = N, as N is
pure. But this is a contradiction because N is pure,
so N # 0p. Therefore alpy = 0p. It follows that
(Opr :. N) < (Ops 1 Lag). Also, as M is coprime, one has
<0M L IM) = (N L lM) =p forall N € M,N < 1). So
we obtain that (0p :z N) = (Op iz 1yr) = p.

We prove that [N, 1] is a coprime L—module. For all
N <K, a.K is defined by a.K = aK V N in the module
[N,1y]. Since M is a coprime L—module, aly = 1y
or aly = 0p. Hence a.l[N’lM] =aly =aly VN =1y
oralpy,)=aly=aly VN =N = O[N‘IM]. Therefore
[N, 1y] is coprime.

«: Suppose
L—modules

[OM,N] and [N, IM]
for all pure element

are coprime
N € M with

(OM L N) = (N L lM) = p. We show that (OM L 1M) =p.

Clearly, (0p :z 1y) < (Op :p N) = p. Conversely, if
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a < (0p :x N)=(N: ly) = p, we have aN = Oy
and aly < N. Hence Oyy = aN = aly AN = aly, i.e.,
ag(OM:lM).

We show M is coprime. If N < K < 1y, as [N,1y] is
coprime, one has (N : 1) = p= (K : 1y). If N £ K for
K AN < N, since [0y, N] is coprime, one has (07 :p N) =
p:(K/\NZLN):(KZLN) Z(KZL 1M) Z(OM:L lM):
p.-Thus p=(0p :p 1yy) = (K :p 1y) forall K < 1. O

Proposition 4. a € L is pure in L= b = ab for any element
b € L such that b < a.

Proof. =: Let b € L such that b < a. Since a is a pure
element of L, we have ab =aAb =b.

<: Let b = ab for any element b € L such that b < a. Since
aNc<aforallceL,aNc=alaNc)<ac<aAlc.So,
we have aAc=acforallc € L. O

Proposition 5. a € L is pure in L& a is multiplication
and idempotent in L.

Proof. =: Let a be pure in L. Since a is pure for any
element b of L such that b < a, we have b = ab. In

particular for a,b € L such that a = b, we have a®> = a.

«: Let a be a multiplication and idempotent element of
L. Let b be an element of L such that b < a. Since a is
multiplication element of L then there exists ¢ € L such
that b = ac. Because a is an idempotent element, we have
b= ac = a*c = a(ac) = ab. O

Theorem 3. Assume that L is PG and M is faithful mul-
tiplication PG such that 1y is compact. Then H € M is
pure < (H 1, 1) is a pure element of L.

Proof. =: Suppose that H is a pure element of M. There-
fore xH = x1y; A H for every element x € L. And so,

(xH :p 1y) = (x1pg AH 2 1)
= ()ClM L lM)/\(H ‘L 1M) =xA (H L IM).
Since M is a multiplication lattice module, there is y € L
such that H = y1y,. Then,
(xH :p 1y) = (xylps :p L) = xy =x(H :p 1y).
Hence, one has x A (H :p, 1y) =x(H :p 1p), ie. (H:p 1y)

is pure in L.

<: Assume (H :, 1)) is pure. We show that xH =x1y AH
for every x € L. Because 1) is compact (see [6], Proposi-
tion 2ii), then

(le/\H L IM) = (le L IM)/\(H L IM)
:x/\(H L IM) :x(H L lM).

Since M is a multiplication lattice module, there isy € L
such that H = yly,. Similarly, as 1, is compact (see [6],
Proposition 2ii),

x(H :p Ly) =x(ylpsr:p L) = xy
= (xylpr g Iy) = (xH :p Lyy).
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As M is PG, faithful, multiplication such that 1, is
compact, one obtains x1y A H = xH (see [5], Theorem
5ii). O]

Finally, with the next Corollary, the relation among pure,
idempotent and multiplication elements is obtained under
some conditions.

Corollary 1. Assume that L is PG and M is faithful mul-
tiplication PG such that 1y; is compact. For x € L, the
following statements are equivalent:

1. N =xl1yy is a pure element in M.

2. x=(N:p ly) is a pure element in L.

3. x=(N:1 ly) is a multiplication and idempotent ele-
ment in L.

4. N = xly, is idempotent and multiplication.

Proof. (1) < (2) is clear by the previous Theorem.
(2) & (3) is clear by Proposition 5.

(3) = (4) Suppose x = (N :1 1)) is multiplication. Then
x1p is multiplication in M (see [5], Proposition 2iv). Sup-
pose that x = (N 31 1)) is an idempotent element in L. We
will show that N = x1y, is idempotent, i.e. (N: 1y )N =N.
Since M is a multiplication lattice and x is idempotent, one
has

(N: 1M)N: (le ‘L 1M)X1M

:x(le ‘L 1M)1M :leM :le =N.

(4)= (3) Suppose that N = x1j; is multiplication in M.
Then x = (N :1 1j) is multiplication in L (see [5], Propo-
sition 2iv).

Suppose that N = x1,, is an idempotent element. Hence,
(N :1py)N =N for N € M. Then,

N:le = (le . lM)le

:X(XIM . lM)lM :leM.

Since 1,7 is compact, we obtain x > = x (see [5], Theorem
5ii). O
4. Conclusion

The study gives us the definitions of second, coprime and

pure elements in lattices (similarly, in lattice modules).
Then it is obtained that in a lattice module the concept of
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second element is equivalent to the concept of coprime ele-
ment. Moreover, it is shown that if M is coprime, then N is
primary < N is prime. Under some particular conditions
in Theorem 3, it is proved that N is a pure element of M
< (N :p 1y) is a pure element of L. Consequently, the
relationship among pure, multiplication and idempotent
elements in lattice and lattice modules is obtained.
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Abstract: This paper presents the Lucas polynomial solution of second-order nonlinear
ordinary differential equations with mixed conditions. Lucas matrix method is based on
collocation points together with truncated Lucas series. The main advantage of the method
is that it has a simple structure to deal with the nonlinear algebraic system obtained from
matrix relations. The method is applied to four problems. In the first two problems, exact
solutions are obtained. The last two problems, Bratu and Duffing equations are solved
numerically; the results are compared with the exact solutions and some other numerical
solutions. It is observed that the application of the method results in either the exact or
accurate numerical solutions.

Ikinci Mertebeden Dogrusal Olmayan Diferansiyel Denklemler icin Lucas Polinom Yaklasim

Anahtar Kelimeler
Lucas polinomu,
Islevsel matrisler,
Siralama noktalar1

Ozet: Bu makale, karisik kosullar altinda ikinci mertebeden dogrusal olmayan adi difer-
ansiyel denklemlerin Lucas polinom ¢dziimiinii olusturur. Lucas matris yontemi siralama
noktalart ile birlikte sinirlandirilmig Lucas serisine dayanmaktadir. Yontemin en biiyiik
avantaji matris bagintilarinda elde edilen dogrusal olmayan cebirsel sistemi ele almak
i¢in basit bir yapiya sahip olmasidir. Yontem dort probleme uygulanur. ilk iki problemde,
tam c¢oziimler elde edilir. Son iki problemde Bratu ve Duffing denklemleri sayisal olarak
¢oziiliir; sonuglar, tam ¢oziimler ve diger bazi sayisal coztimler ile kargilagtirilir. Yontemin

uygulanmasi, tam ve dogru sayisal ¢oztimler vermesine yol actigi gozlemlenmektedir.

1. Introduction

Nonlinear ordinary differential equations play an impor-
tant role in many physical phenomena such as chemical
reactions [1], spring-mass systems [2, 3], quantum physics
[4], analytical chemistry [5], astronomy [6] and biology
[7]. From last decade, researchers pay attention towards
analytical and numerical solutions of nonlinear ordinary
differential equations. However there is a stiff problem
while solving nonlinear equations analytically. Thus, the
importance of numerical solutions increase day by day.

The Bratu equation arises in the fuel ignition of the ther-
mal combustion theory, radiative heat transfer, and the
Chandrasekhar model of the expansion of the universe
[10, 11, 13]. Wazwaz [13] studied Adomian decompo-
sition method for a reliable treatment of the Bratu-type
equations; in this study, exact solutions of Bratu-type equa-
tions are presented. In another study, restarted Adomian’s
decomposition method is used the approximate the ana-
Iytical solution by Vahidi and Hasanzade [14]. Several

* Corresponding author: sevin.gumgum@ieu.edu.tr
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numerical techniques, such as the finite difference method
[15], weighted residual method [12], the shooting method
[10], decomposition technique [16], Legendre wavelets
[17], wavelet analysis method [18], B-spline method [19],
Jacobi-Gauss collocation method [20], Laplace transform
decomposition method [21], He’s variational iteration
[22, 23], have been implemented to solve the Bratu model
numerically.

On the other hand, Duffing model [24] arises in several sci-
entific fields such as classical oscillator in chaotic systems,
non-uniformity caused by an infinite domain, nonlinear
mechanical oscillators, magnetic-pliancy mechanical sys-
tems, nonlinear vibration of beams and plates, prediction
of diseases. Duffing equation occurs as a result of the mo-
tion of a body subjected to a nonlinear spring power, linear
sticky damping, and periodic powering [25]. A variety
of numerical methods such as the improved Taylor ma-
trix method [26], generalized differential quadrature rule
[27], shifted Chebyshev polynomials [28], Daftardar-Jafari
(DJIM) method [25], Runge-Kutta-Fehlenberg algorithm
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[29], Laplace decomposition algorithm [30] are used to
obtain numerical solutions of this equation.

In this study, Lucas matrix method is applied for solv-
ing the second-order ordinary differential equations with
nonlinear terms, namely the Ricatti, Bratu and Duffing
equations. To the best knowledge of author’s this is the
first application of the Lucas polynomial solution for both
Bratu and Duffing equations.

2. Fundamentals of the Numerical Method

A general class of second-order nonlinear ordinary differ-
ential equation can be expressed as

2 2 p
Y )y @)+ Y Y 0po(x)y P (x)y @ (x) = g(),
k=0 p=04¢=0

(D
with the initial conditions
1
Y ay®(a)=12;,j=0,1. 2)
k=0

where the functions Py (x), Qp(x), y(x) and g(x) are de-
fined on [a, b].

The function y(x) is approximated by an N order polyno-
mial such as

N
y(x) Zyn(x) = Z an Ly (x) 3)
n=0

where a,,’s are the unknown coefficients to be determined
and L, (x)’s are the Lucas polynomials defined as follows

[31, 32].
&) n—k -2k
k

Li(x) =},

n=0

n
n—k

Our aim is to seek the approximate Lucas solution of Eq.

1, which can be expressed in matrix form (see [8, 9])

y(x) Zyn(x) =L(x)A 4)
where
L(x) = Lo(x) Li(x) Ly(x) |
and
A= [ apg ap ay ]T.
The matrix form L(x) is
L(x) = T(x)M”. 5)

where T(x) = [ 1 x
matrix given as in [8, 9].
Substituting Eq. 5 into Eq. 4 yields

W ] and M is a nonsingular

yv(x) = T(x)M”A.
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In order to find the k" derivative of the above equation, we
use the relation

(6)

where S = (M)~ 'BM”,

1 0 0 0
o1 0 --- 0
SO: . . . . . 9
0 0 1 0 |
010 0
0 0 2 0
B = Do :
0 0 0 N
0 0 0 0 |

The relation in Eq. 6 enables to approximate the derivatives
of the solution as

YO ) =y W () = L(x)S*'Ak=0,1,2,---,m.  (7)

In addition, by Eq. 7, we can easily present the matrix
forms of the expressions

®)

where

L(x) = diag [L(x)](N+l)x(N+l)2 5

g: dlag [S](N+l)2><(N+l)27

2 _ q; 2
§* =diag S }(N+1)2><(N+1)2

A an ]T7

[ a0

KZ [ aoA alA aNA ]T,.
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Substituting the collocation points

b—a
i = 7.3.:0717”'7]\/
X a—+ N 1,1

into Eq. 1 gives

Py (xi) = glx),

2
Y A (xr) y*
=0

which can be written in matrix form as

+Z ZQPM

p=0¢=0

2
Y P +ZZ®w”q ©)
k=0 p=0g=0
where
P = diag[ Pi(xo) Pelx1) Pi(xn) ]
and
yEk; (x0) y§P§ (Xo))’E"; (x0)
k p q
Y(k> _ y ‘(X]) 7Y(P’q) o y (X] )y (XI) 7
y(0) (xy) yP) (e )y D (xy)
g(xo)
g\x
G= (. K
g(xn)

When we insert the collocation points into each
equation in Eq. 9, we can write the matrices
Y(O’O),Y(l"o),YU’l)7Y<2’0),Y(2’1> and Y2 as follows

YOO = L5 A, YO =Lj A, YU =L} A

(10)
Y20 =L} A, Y3

=L3,A, Y?Y =Lj,A

where

* p—
1,0 — . )

* —
L, =
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3. Application of the Numerical Method

The fundamental matrix equation derived from Eq. 1 can
be stated by substituting the matrix relations in Eq. 7 and
Eq. 10 into Eq. 9 as

Z P, LS*A + Z Z Q,L;, A=G

p=0g=0

which can also be expressed as

WA+ VA =G (11)
where
W= [w;] = ZPkLS" i,j=0,1,---,N
k=0
2 p
vl/ ZZQP({ pq;i:Oal7"'7N7
p=0g=0
J=0,1, (N+1)
The augmented matrix of the equation 11 is
[(W:V:G] (12)

Following the same procedure the matrix equation for the
initial conditions given in Eq. 2 can be written as

UA+O*A =21

where

U=[ujo uj ujy |

1
Z arjL(a) +bijL(b) + ciL(c)) 85, j=0,1,

A

T ) o
Ao A ] and 0* is the zero matrix in the form

-|

0" = [ 0 0 0 ]2><(N+1)2'

The augmented form of the above equation is

[U ; O° ; 4| (13)
Consequently, to find Lucas coefficients a,, (n =
0,1,---,N), by replacing the two row matrices 12 by the

last 2 rows (or any two rows) of the augmented matrix 13,
we obtain the resulting matrix

W V]
4. Numerical examples and Discussion

In this section, four stiff problems are considered. In the

first two problems the exact solutions are obtained. The
third problem is the Bratu equation and the last one is the
Duffing equation which are both solved numerically and
compared with other numerical results where available.
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Problem 1: As a first example, we consider the following

nonlinear ordinary differential equation [W -V : G |=

V() 42 (x) +3(x) + 37 () =" ()Y (x) = & +x+2 22454040004 242
202 ; 00O00O0O0OO0 OO 0

with the initial conditions y(0) = 0 and y'(0) = 1. 010;00O0O0OO0OO0OO0OO0 O 1

In this problem, Py(x) =1, Pi(x) =2, Py(x) =

1, Qu(xy)=1, On(xy)=-1, gx)=x>4+x+2 where

whena =0, b=1andN =2, the collocation points are

computed as {xo =0, x; =1/2, x, = 1}. Application of ¥(0)=0=y(0) =L0)A =0

the method gives the fundamental matrix equation of the

considered problem as

W:
k=0
where
2 0 27
L=|2 1 2| ,P=
2 1 3|
o 0 _
Pr=|10 2 0 |,P,=
| 0 0 2 |
1 0 0]
S0 = 1 0/|,8'=
| 0 0 1 |
0 0
=10 0
0 0
and hence
2 2
W=|2 3
2 3

Let us now prepare

V=QuLoo+Qy L3,

Recall that
4 0 4 0 O
Lio=[4 1 5 1 %
4 2 6 2 1
and
00 0 0O
Lil =10 0 0 0 O
0 0 0 0 O
Thus, the matrix V is obtained as
4 0 4 0 0 O
9 19
4 2 6 2 1 3

The augmented matrix of the equation WA + VA = G is

o o

NTSTH-EN

Wooo O

=)

O =

S O -

_ oS O O

(o L SIN-J¥N

o o

(@)L SIN-JN

O -

S = O

S O

Woolo O

NS \S]

= ool N

(e} o O

@)

[\ e

2
P.L S‘A = P)L S’A + P,L S'A +P,L S’A

N

oz

)

[\
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¥ (0)=1=y(0)=L(0)SA =1

and

[2 0 2]A=0=
(202 ;000000000 ; 0]

0

0

0
0

0 0

[2 0 2] A=1=

S O

0
2
0
[0 1 0 ; 000000 ; 1]

Solving this system, A is obtained as A = [ 01 0 ]T
From Eq. 4, y(¢) is obtained as

0
LOA=[2 x 2+2 ]| 1
0

y(x) =

Thus, the solution of the problem appears as
y(x) =x,

which is the exact solution which shows that the present
method is accurate, efficient and applicable.

Problem 2: The second example is the well known Riccati
equation

Y (x) =3y(x) + €7y (x) = —e*
¥(0)=0.

In this problem,

Py(x)=-3, P(x)=1,
QOO(xay) :e—x,
glx) = —¢'

and the collocation points whena =0, b=1and N =2
are computed as {xo =0, x; =1/2, x, =1}.
The fundamental matrix equation of the given equation is

P.L S‘A =P,LS’A +P,LS'A

o

W=

1
k=
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where
2 0 2 -3 0 0
L=|2 % 5 |.Ph=| 0 -3 0 |,
2 1 3 0 0 -3
1 0 O 1 00
P=(0 1 0/[,8=]0 1 0],
0 0 1 0 0 1
0 4 0 0 0 1
1 2
0 0 O 0 0 O
and hence, W is computed as
-6 1 -6
wel e g
6 -2 -7
V is easily obtained via
V= QL
1 0 0
Q=10 e’% 0 ,
0 0 ¢!
4 0 4 0 0 0 4 0 4
Lig=|4 1 31 3 ¢ 35 5 %
4 2 6 21 3 6 3 9

After solving the augmented matrix of the equation, A

yields A=[ 0 1 1/2 ]T. From Eq. 4, y(t) is obtained
as

LO)A=[2 x £+2]

y(x)

= —_ O

2
X
:1 — 2 r
+x+ 5 4
Thus, the solution of the problem becomes y(x) = ¢*,
which is the exact solution.

Problem 3: We considered the classical Bratu’s problem
[16]

Y(X)+1eW =0 0<x<l1

¥(0) =y(1)=0

which has the exact solution for A > 0, y(x) =
ol [cosh((x— 1/2)6/2)
cosh (6/4)

6 = V24 cosh(6/4).

The problem is solved by taking N =4 and A = 1. The
nonlinear term e” is approximated by 1 +y+ % Table 1
presents the comparison of our method with the exact so-
Iution and Decomposition Method (DM) with N = 6, [16]
at some particular points. One can see that the numerical
solutions obtained by the present method using a fourth or-
der polynomial has an accuracy up to four decimal places.
On the other hand, the solutions obtained from Adomian

, where 0 is the solution of
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Decomposition method using a sixth order polynomial has
an accuracy only up to third order decimal place except
for two points. Thus, we can say that the present method
is more effective since it enables us to solve the problem
with a better accuracy by using a less order polynomial.

Table 1. Comparison of the present method (PM) with
the exact solution (ES) and Decomposition method (DM)
[16]

Xi ES PM.N = | DM, |e4(x,-)| |€6(x,')|
4 N = 6 [16]
[16]

0.1 | 0.049847 | 0.049517 | 0.047162 | 3.30e-04 | 2.69¢-03
0.2 | 0.089190 | 0.088587 | 0.87168 6.03¢-04 | 2.02¢-03
0.3 | 0.117609 | 0.117694 | 0.117761 | 8.15¢-04 | 1.52¢-04
0.4 | 0.134790 | 0.133838 | 0.136992 | 9.53¢-04 | 2.20e-03
0.5 | 0.140539 | 0.139540 | 0.143555 | 9.99¢-04 | 3.02¢-03
0.6 | 0.134790 | 0.133840 | 0.136992 | 9.50e-04 | 2.20e-03
0.7 | 0.117609 | 0.116798 | 0.117761 | 8.11e-04 | 1.52¢-04
0.8 | 0.089190 | 0.088592 | 0.087168 | 5.98e-04 | 2.02¢-03
0.9 | 0.049847 | 0.049520 | 0.047161 | 3.26e-04 | 2.69¢-03

Fig. 1 shows the numerical and exact solutions of the
problem. It can be seen that the numerical solution matches
well with the exact solution. This shows that the present
method is effective even using a fourth order polynomial.

N=4

-o- Exact solution

0.00r 6 [0}
0.8 1.0

Figure 1. Exact solution and computed solution for N =4

Problem 4: The final example is the Duffing type equation

V') +Y (x) = y()y (x) = 2¢ — ¥, x€[0,0.5]
y(0)=y(0)=1

The exact solution of the problem is y(x) = ¢*. The prob-
lem is solved by taking N =5 and N = 6 to find out the
order of the polynomial which is adequate to approximate
the exact solution. The numerical results and the exact
solution are presented in Fig. 2. From this figure, one can
see that the numerical solution for N = 5 does not match
with the exact solution for increasing values of £, but N = 6
matches well with the exact solution. In order to empha-
size this difference, the absolute errors for both values of
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N are given in Fig. 3. It can be seen that when N = 6 the
absolute errors are quite smaller. This shows that taking
N = 6 is adequate to solve this problem.

- exp(t) Ye(t) = ys(t)

0.4 0.5

Figure 2. Comparison of the exact solution and the ap-
proximated solutions for N =5 and N = 6.

les(x)| = |es(x)|

0.015

0.010

Absolute error

0.005

0.000
0.

x

Figure 3. Error analysis of the results for N = 5 and
N =6.

5. Conclusion

In this paper, the Lucas matrix method is applied to solve
nonlinear ordinary differential equations. The method has
a simple and efficient structure, which makes it eligible
to solve systems of nonlinear algebraic equations, thus
greatly simplifying the problems. The proposed method
provides several prominent advantages compared to other
numerical methods. Main advantage is that the method
converts the nonlinear algebraic functions to a matrix sys-
tem then solves directly the system by eliminating rows
of the resulting matrix. Thus, the numerical solution is
immediately reached by inserting the obtained coefficients
into the solution form. This issue makes the method practi-
cal without using any iteration techniques for differential
equations of nonlinear type.

Four test problems are considered. In the first two prob-
lems, the application of the method results in the exact
solutions. The third and fourth problems are the Bratu
and Duffing equations, which are solved numerically and
compared with the analytical solutions and other numerical
solutions when available. One can see that the numerical
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results have high accuracy even for quite small values of
N.

It is well known that many nonlinear ordinary differential
equations either do not have an analytical solutions or have
complex solutions which require numerical methods. In
order to solve such kind of problems, one has to verify
the numerical technique on equations where the analytical
solutions are known. Hence, the applications of the Lucas
matrix method can be extended to solve indicated type of
problems as it is eligible to solve stiff problems.
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Ozet: Bu calismada karbonhidratlar spesifik ve geri déniisiimlii olarak taniyan ve
baglanan, glikoproteinlerin calisilmasinda ¢ok 6nemli bir potansiyel ve degere
sahip, bir¢ok fizyolojik ve patolojik siireclerin anlasilmasinda aract olan
lektinlerden AIA ve PSA’ nin koyun primer, sekonder, tersiyer bronkus, bronkulus
verus ve bronkulus respiratoryuslarda immunohistokimyasal olarak
lokalizasyonunun belirlenmesi amaclandi. Sonu¢ olarak, solunum mukozasi her
zaman enfeksiy6z ajanlara maruz kaldigindan, koyun akcigerinde bazi korunma
sistemlerinin oldugu ve bu sistemlerden primer bronkuslarda liimene ulasan
kinosilyumlu hiicrelerin apikal sitoplazmalarinda, liimene ulasmayan (bazal)
hiicrelerin lamina epitelyalis yiizeyinde, primer bronkuslarda ser6z bez epiteline
ait hiicrelerin apikal sitoplazmalarinda, tersiyer bronkuslarin liimene ulasmayan
(bazal) hiicrelerinde ve liimene ulasan hiicrelerin apikal sitoplazmasinda,
bronkulus verusun ve bronkulus respiratoryusun lamina epitelyalis hiicrelerinin
yuzeyinde, alveolar makrofajlarda galaktoz/galaktozamin seker rezidieleri ve
primer bronkusun lamina epitelyalis ylizeyinin mannoz/glukoz seker rezidiieleri
icin spesifiklestigi, bunun da hayvan yetistiriciligine katkida bulunacagi
diistintilmektedir.

Distributaion of AIA(Artocarpus integrifolia) and PSA (Pisum sativum) Lectins in
Bronchus, Bronchulus and Alveolar Cells in Sheep (Ovis aries) Respiratory System

Keywords

Sheep,

Ovis aries,

Bronchus,

Bronchulus,
Immunohistochemistry,
Lectin

Abstract: In this study it was aimed to determination of immunohistochemical
localization of primary, secondary, tertiary bronchus, bronchulus verus,
bronchulus respiratorius of sheep (Ovis aries) with lectins which are very
important potential and value in the study of glycoproteins, recognizing and
binding carbohydrates specifically and reversibly, mediators of many physiological
and pathological processes AIA and PSA. In conclusion, since the respiratory
mucosa was always exposed to infectious agents it was found that there were
some protection systems in the sheep lung and these systems are localized
specifically for in the apical cytoplasm of the cells of the kinociliary cells that reach
the lumen in the primary bronchus, on the surface of the lamina epithelial cells of
the lumen (basal) cells, in the apical cytoplasm of the cells of the serous gland
epithelium in the primary bronchus, in the (basal) cells of the tertiary bronchus
and in the apical cytoplasm of the cells reaching the lumen, on the lamina epithelial
surface of the bronchulus verus, on the surface of bronchus respiratory tract
lamina epithelial cells, galactose/galactosamine sugar residues in alveolar
macrophages and lamina epithelial surface of primary bronchulus are speculated
for mannose/glucose sugar residues, which will contribute to animal agriculture.
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Dagilimi

1. Giris

Solunum sistemi, bir cift akcigerden ve akcigerlere
havay1r ulastiran bir seri hava yollarindan
olusmaktadir. Akciger icinde hava yollari, en kiigiik
hava boslugu olan alveollere ulasincaya kadar
giderek kiciilen tiiplere dallanmaktadir [1]. Memeli
akcigerinde, solunum yollarinin selektif inflamatuar

reaksiyonlari, viral enfeksiyonlarla, transplant
reddetme ve otoimmun hastaliklarla
iliskilendirilmektedir. Bu selektif reaktivitenin
molekiiler temeli bilinmese de, imminolojik

stireclerdeki karbonhidratlarin etkisi, dokuya 6zgii
inflamatuvar reaksiyonlarda, zar glikokonjugatlarinin
potansiyel bir rolii olabilecegini gostermektedir [2].
ilk lektinin 1888 de kesfedilmesinden bu yana 100
yildan fazla bir zaman gecti [3]. Eritrositlerdeki
spesifikligi nedeniyle, Landsteiner, bitki
hemagliitininlerinin eylemlerinin antikor
reaksiyonlarina benzer oldugunu varsaydi; ancak,
bunlar ne katalitik ne de orijinli bagisiklik degillerdi
ve pek antikor olarak kabul edilemezlerdi [4]. Bu
nedenle latince kelimeye dayali se¢mek anlamina
gelen genel bir terim olan “Legere” immiin kokenli
olmayan tiim sekere 6zgii agliitininleri temsil etmesi
icin o6nerildi [5]. 1960’ larda afinite kromatografisi
uygulamasindan bu yana ¢ok sayida lektin izole
edilmistir [6-7]. Lektinlerle ilgili en 6nemli ve degerli
bulgu, karbonhidratlart spesifik ve geri doniistimli
olarak tanmmalar1 ve baglamalaridir. Bu 6zellik
sayesinde lektinler, glikoproteinlerin ¢alismasinda
muazzam bir potansiyel ve degere sahip ve bir¢ok
fizyolojik, patolojik stlireclerin mekanizmalarinin
anlagilmas1 kolaylagsmistir. Ornegin, bakteri veya
virislerin konak hiicrelere yapismasi, enfeksiyonlarin
baslamasi icin bir 6nkosuldur. E coli’ nin bukkal epitel
hiicrelerine tutunma siirecinde, spesifik seker
reaksiyonlar1 icerdigi bulundu. Tutunma mannozla
inhibe edildiginden Con A lektini ile 6n islemden
gecirildikten sonra E. coli’ nin epitel hiicrelerine
tutunmasini engelleyebilecegi bildirilmistir [8]. Bu
gerekcelerle, mannozun reseptorii ile E. coli’ nin ortak
reseptor oldugu tespit edildi. Ayrica, bircok baska
bakteride spesifik sekerler farkli olsa da lektin-
karbonhidrat reaksiyonlar ile dokuya tutunmaktadir
[9]. Son yillarda lektinlere olan ilgi, klinik ve
biyokimyasal olmak {izere c¢ok cesitli biyolojik
ozellikleri ve uygulamalar1 nedeniyle artmaktadir
[10]. Glikokonjugatlarin seker kalintilar1 solunum
patojenleri icin reseptor bolgesi olarak islev gorebilir
[11].  Solunum  sisteminde  glikokonjugatlar,
mukosillerin temizlenmesinde ve kanal
savunmasinda merkezi bir rol oynar [2].

2. Materyal ve Metot

Bu c¢alismada 10 adet saglikl eriskin koyuna (Ovis
aries) ait primer bronkus ve akciger ornekleri
materyal olarak kullanildi. Alinan primer bronkuslar
ve akciger dokulari, Bouin soliisyonunda 16 saat
stireyle tespit edildi. Daha sonra alkol serisinden
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(%50, %70, %80, %90, %100(I), %100(ID),
%100(II1)) gecirilerek dehidre edilen Ornekler,
ksilolde seffaflastirilarak parafine gémiiliip bloklandi.
Parafin bloklardan 5-6 um kalinliginda kesitler alindi.
Alinan kesitlere genel yapinin belirlenmesi icin
Masson’ un Triple boyast yapildi. Endojen
peroksidazin tutulmasi i¢in 10 dakika %0,3'liik
hidrojen peroksit (H202) ile muamele edilen kesitler
daha sonra distile su ile ¢alkalandi1 ve 0,1 M ve pH
7,2'lik PBS (phosphate buffer saline) (Sigma P4417)
iceren %1'lik Bovine Serum Albumine (BSA) (Sigma
A3311) ile yikandi. Kesitler karbonhidrat 6zgiinligi
ve tiir adlarinin yani sira diliisyon oranlar1 da PBS
icinde ¢oziillen Horseradish Peroksidaz bagli (HRP)
lektinlerle 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edilerek
PBS ile yikandi.. HRP lektinlerle baglanti iceren
bolgelerin tespit edilmesi icin kesitler DAB (3,3’
diamino benzidine tetra hydricloride)’ da (Sigma
D0426) 10 dakika oda sicakhiginda inkiibe edildi.
Distile su ile yikandiktan sonra alkol ve ksilollerden
gecirilen kesitler entellan ile kapatildi.

3. Bulgular
3.1. Primer bronkus

Primer bronkusun liimene ulasan hiicrelerin apikal
sitoplazmalarinda zayif, lamina epitelyalis ylizeyi
giiclii PSA reaksiyonu verirken, liimene ulagsmayan
hiicrelerde (bazal), goblet hiicrelerinde, serdz ve
miikoz bez epiteline ait hiicrelerin apikal
sitoplazmalarinda reaksiyona rastlanmadi (Sekil 1).

L0 11

rimer bronkus. Lémina.epitelyali's_ ylzeyi (kalin
ok) giiclii reaksiyon, liimene ulasan kinosilyumlu hiicrelerin
apikal sitoplazmalari (ince ok) zayif reaksiyon. PSA. Bar: 50

Sekil 1. P

pm.

Limene ulasan kinosilyumlu hiicrelerin apikal
sitoplazmalarinda, liimene ulasmayan (bazal)
hiicrelerde, lamina epitelyalisin yiizeyinde cok giiclii
(Sekil 2), seroz bez epiteline ait hiicrelerin apikal
sitoplazmalarinda ¢ok giiclii, goblet hiicrelerinde orta
yogunlukta ve miik6z bez epiteline ait hiicrelerin
apikal sitoplazmalarinda zayif AIA reaksiyonu
saptandi (Sekil 3).
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Sekil 2. Primer bronkus. Lamina epitelyalis yiizeyi (siyah
kalin ok), bazal hiicreler (beyaz oklar), liimene ulasan
kinosilyumlu hiicrelerin apikal sitoplazmalarinda (ince
siyah oklar) ¢ok gii¢lii reaksiyon. AIA. Bar: 50 pm.
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Sekil 3. Primer bronkus. Ser6z bez epiteline ait hiicrelerin
apikali (¢ift yonli siyah ok) ¢ok giiclii reaksiyon, miikéz bez
epiteline ait hiicrelerin apikalinde (kirmiz1 ok) zayif
reaksiyon, goblet hiicresinde (mavi ok) orta yogunlukta
reaksiyon AIA. Bar: 50 um.

3.2. Sekonder bronkus

AIA uygulamasinda lamina epitelyalisin ylizeyinde ve

goblet  hiicrelerinde  giiclii, limene ulasan
kinosilyumlu hiicrelerin apikal sitoplazmasinda ve
limene ulasmayan (bazal) hiicrelerde orta
yogunlukta (Sekil 4) reaksiyon saptandi. Serdz ve
miikdz bezlere ait hiicrelerin apikalinde ise
reaksiyona rastlanmadi. PSA uygulamasindaysa
limene wulasan kinosilyumlu hiicrelerin apikal

sitoplazmasinda ve lamina epitelyalisin yiizeyinde
zayif reaksiyon saptanirken, goblet hiicrelerinde,
limene ulasmayan (bazal) hiicrelerde, serdz ve
miikdz bezlere ait hiicrelerin apikalinde reaksiyona
rastlanmadi.

3.3. Tersiyer bronkus

Liimene ulagsmayan (bazal) hiicrelerde ve liimene
ulasan hiicrelerin apikal sitoplazmasinda giiclii (Sekil
5), baz1 kondroblastlarda orta yogunlukta AIA
reaksiyonu saptanirken, tersiyer bronkusta bu
bolgeler icin PSA reaksiyonuna rastlanmadi.
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ok), lamina epitelyalisin yiizeyi (mavi ok) gii¢lii, bazal
hiicrelerde (ince, kisa oklar) ve liimene ulasan kinosilyumIu
hiicrelerin apikal sitoplazmasinda orta yogunlukta (ince
uzun oklar) reaksiyon. AIA. Bar: 50 pm.
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Sekil 5. Tersiyer bronkus. Bazal hiicreler (ince oklar) ve
limene  ulasan  kinosilyumlu  hiicrelerin  apikal

sitoplazmalar1 (kalin oklar) gii¢lii reaksiyon. AIA. Bar: 50
pm.

3.3.1. Bronkulus verus (terminal bronkulus)

Lamina epitelyalis yiizeyinde ve apikal sitoplazmada
zaylf PSA reaksiyonu gozlendi (Sekil 6). Bronkulus
verus’ un lamina epitelyalis yiizeyinde giiclii, bazi
epitel hiicrelerinde daha yogun AIA reaksiyonu
izlenirken, apikal sitoplazmada zayif AIA reaksiyonu
saptandi (Sekil 7).

3.3.2. Bronkulus respiratoryus (bronkulus
alveolaris)

Epitel hiicrelerinin  ylizeyinde gii¢lii, hiicre
sitoplazmalarinda ise orta yogunlukta PSA

reaksiyonu gozlendi (Sekil 8). Lamina epitelyalis
hiicrelerinin  ylizeyinde  ¢ok  giiclii, hiicre
sitoplazmalarinda orta yogunlukta AIA reaksiyonu
saptandi (Sekil 9).

3.4. Alveol
Alveollerde Pnomosit II hiicresinde PSA orta
derecede reaksiyon verirken (Sekil 10), AIA

reaksiyonu zayif olarak gozlendi (Sekil 11). Alveolar
makrofajlarda  AIA lektiniyle gilcli reaksiyon
saptanirken (Sekil 12), orta derece PSA lektini
reaksiyonu tespit edildi (Sekil 13).
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Sekil 6. Bronkulus verus. Lamina epitelyalis yiizeyinde Sekil 9. Bronkulus respirétoryﬁs. Epitel hii relerinin
(oklar) zayif reaksiyon. PSA. Bar: 50 pm. yiizeyinde (kalin ok) ¢ok giiglii, apikal sitoplazmalarda (ince
ok) orta yogunlukta reaksiyon. AIA. Bar: 50 pm.
s
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Sekil 7. Bronkulus verus. Apikal sitoplazmada (kalin ok) Sekil 10. Alveoller. Pnémosit II' de (ok) orta yogunlukta
zaylf, lamina epitelyalis yiizeyinde (ince ok) giiclii reaksiyon. PSA. Bar: 50 um.
reaksiyon AIA. Bar: 50 um.

ar) ay1f reaksiyon.

Sekil 11. Alve:oller. Pnomosit I de (okl

Sekil 8. Bronkulus respiratoryus. Lamina epitelyalis AIA. Bar: 50 pm.

ylzeyinde (kalin ok) giiclii ve sitoplazmalarinda (ince ok)
orta yogunlukta reaksiyon. PSA. Bar: 50 pm.
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Sekil 12. Alveolar makrofajda ((;k) gliclii reaksiyon. AIA.
Bar: 50 um.
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Sekil 13. Alveolar makrofajda (ok) orta derecede
reaksiyon. PSA. Bar: 50 pm.

4. Tartisma ve Sonug¢

100 yi1ldan daha uzun bir siire dnce kesfedilen ve
belirli karbonhidrat yapilarin1 segici olarak tanima
yetenekleri ile tanimlanmis olan lektinler, canh
organizmalarda her yerde bulunur. Kesin islevleri
heniiz yeterince kesfedilmemis ve tam olarak
anlasilmamistir ancak baglayici ortaklarin taninmasi,
hiicre kimligi, adezyon, sinyallesme, biiylime
diizenlemesi, saglik ve hastalik konularinda yer alan
sayisiz biyolojik mekanizma icinde ac¢ikca yer
almaktadir. “Seker kodunu” anlamak, mevcut
biyolojik arastirmalarin en 6nemlisidir.

Lektinler hiicre ve dokulardaki glikosilasyonu
haritalamak icin histokimyasal ¢alismalarda yaygin
olarak kullanilmaktadir [10]. Saglhklh ve pnémoni
hastaligt olan hindilerde (Meleagris gallopavo)
yapilan c¢alismada, saglikli hindilerin primer ve
sekonder bronkuslarinin lamina propriya ve tunika
adventisyasinda giigli pozitif PSA reaksiyonu
saptanirken akut pnoémonili hindilerin akcigerindeki
dejenere epitel ve adventisyal liflerde lektin boyama
yogunlugunun azaldigt ya da diizensiz ve zayif
reaksiyon gozlendigi bildirilmisitir [11].
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Bu calismada primer bronkusun lamina epitelyalis
hiicrelerinin yiizeyinde gii¢clii Pisum sativum lektini
reaksiyonu, sekonder bronkusun lamina
epitelyalisinde ise zayif Pisum sativum lektini
reaksiyonu saptand.

Bu c¢alismada primer bronkusun seréz bez epiteline
ait hiicrelerin apikal sitoplazmalarinda ¢ok giicli,
goblet hiicrelerinde orta yogunlukta ve miik6z bez
epiteline ait hiicrelerin apikal sitoplazmalarinda zay1f
AIA reaksiyonu saptandi. Sekonder bronkusun goblet
hiicrelerinin AlA ile gii¢lii pozitif reaksiyon verirken,
serdz ve miikéz bezlere ait hiicrelerin apikalinde
reaksiyona rastlanmadi. insan hava yollarina ait
kinosilyumlu epitel, bazal epitel hiicrelerine yonelik
yapilan ¢alismalarda [12-13] AIA lektininin apikal
yluzeye Dbaglandigini, baz1 epitel hiicrelerinde
(kinosilyumlu hiicreler) ve agirhkh olarak salg:
hiicrelerinde gii¢lii reaksiyon verdigi bildirilmistir.

Endoskopik  konfokal floresan mikroskobisine
dayanan yeni akciger goriintiileme teknigiyle in vivo
olarak normal ve zarar verilmis rat akcigerinde
yapilan  ¢alismada  mannoz  pargalar1  icin
karbonhidrat afinitesine sahip PSA lektininin baz1 Tip
[ epitel hiicreleri ve alveolar makrofajlarin hiicre zar1
reaksiyonlarinin karakteristik olarak gerceklestigi

bildirilmistir ~ [14]. Bu c¢alismada, alveolar
makrofajlarda orta derecede PSA reaksiyonu
saptandu

Bu calismada primer bronkusun lamina epitelyalis
yuzeyinde giiclii PSA ve sekonder bronkusun lamina
epitelyalis ylzeyinde zayif PSA reaksiyonu gozlendi.
Primer ve sekonder bronkuslarin goblet hiicrelerinde
ve limene ulasmayan (bazal) hiicrelerde PSA
reaksiyonu saptanmadi. Primer bronkusun liimene
ulasan kinosilyumlu hiicrelerin apikal
sitoplazmalarinda gii¢lii, sekonder bronkusun liimene
ulasan kinosilyumlu hiicrelerin apikal
sitoplazmasinda zayif PSA reaksiyonu saptandi.
Primer bronkusun liimene ulasan kinosilyumlu
hiicrelerin apikal sitoplazmalarinda ve liimene
ulasmayan hiicrelerde cok giiclii reaksiyon gozlendi.
Goblet hiicrelerinde ise orta yogunlukta AIA
reaksiyonu saptandi. Koyunlarin koku ve solunum
mukozasi lizerine lektin histokimyasal olarak yapilan
calismada AIA ve PSA lektinlerine karsi epitelyumda,
goblet hiicrelerinde, limene a¢ilmayan hiicrelerde ve
kinosilyumlu hiicrelerde reaksiyon gozlenmedigi
bildirilmistir [15]. Koyun hava yolu epiteli tizerine
ifade edilmis membran glikokonjugatlarina ydnelik
yapilan lektin histokimyasal calismada PSA lektini
icin bronkus ve bronkulus epitelinde ve alveolar
duvarda minimal diizeyde reaksiyon verdigi
bildirilmistir [2]. Bu ¢alismada primer bronkuslarin
ve bronkulus respiratoryusun lamina epitelyalis
ylzeyinde gliclii, sekonder bronkuslarin ve bronkulus
verusun lamina epitelyalis ylizeyinde zayif PSA
reaksiyonu gozlendi.
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Saghkli gonillilerden ve intersitisyel akciger
hastalarindan elde edilen hiicrelerle, bu hiicrelerin
lektin baglama ozelliklerini karsilagtirarak
bronkoalveolar  lavaj  tiirevli bazal veriler
olusturulmustur. Alveolar makrofajlarda (AM) hiicre
ylzeyi glikokonjugat ekspresyonunu belirlemek i¢in
florokrom bagh bitki lektinlerinden olusan bir panel
ve bunlarin AM’ ye baglanmasini belirlemek icin de
akis sitometrisi kullanilmistir. Normal goniilltilerde,
alveolar makrofajlarda PSA ve AIA pozitif reaksiyon
gozlendigi bildirilmistir [16]. Bu c¢alismada da
alveolar makrofajlarda orta derecede PSA, giicli AIA
lektini reaksiyonu tespit edildi.

Histolojik anormallikleri ve akciger hastalig: ile ilgili
Kklinik belirtileri olmayan saglikh insanlarda akciger
ile yapilan ¢alismada, kapillar endotelyal, Tip I ve Tip
I  hiicrelerinde PSA lektini ile reaksiyon
saptanmazken, seroz hiicrelerde, alveolar
makrofajlarda, vaskiiler endotelyal hiicrelerinde PSA
lektini ile orta dereceli reaksiyon tespit edildigi
bildirilmistir [17]. Bu c¢alismada ise primer ve
sekonder bronkuslarin lamina epitelyalis yiizeyinde
giicli, alveolar makrofajlarda ve pnomosit II (Tip II)
hiicresinde orta derecede PSA reaksiyonu saptandi.

Bu calismada, primer, sekonder, tersiyer bronkus,
bronkulus verus, bronkulus respiratoryus ve alveol
duvarinda mannoz/glukoz ve galaktoz/galaktozamin
reseptorleri icin bolgesel olarak farkl reaksiyonlar
tespit edildi.

Sonu¢ olarak, solunum mukozast her zaman
enfeksiy6z ajanlara maruz kaldigindan, koyun
akcigerinde bazi korunma sistemlerinin oldugu ve bu
sistemlerden primer bronkuslarda limene ulasan
kinosilyumlu hiicrelerin apikal sitoplazmalarinda,
limene ulasmayan (bazal) hiicrelerin lamina
epitelyalis yiizeyinde, primer bronkuslarda ser6z bez
epiteline ait hiicrelerin apikal sitoplazmalarinda,
tersiyer bronkuslarin liimene ulasmayan (bazal)
hiicrelerinde ve liimene ulasan hiicrelerin apikal
sitoplazmasinda, bronkulus verusun lamina
epitelyalis yiizeyinde, bronkulus respiratoryusun
lamina epitelyalis hiicrelerinin ytizeyinde, alveolar
makrofajlarda galaktoz/galaktozamin seker
rezidiieleri ve primer bronkusun lamina epitelyalis
ylzeyinin mannoz/glukoz seker rezidiieleri icin
spesifiklestigi, bunun da hayvan yetistiriciligine
katkida bulunacagi disiiniilmektedir.
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