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1. Boliim

Merkezi Kompozit Tasarim Yontemi ile
S1vi Kromatografik Ayirma Kosullarinin
Optimizasyon Stratejisi

A. Hakan AKTAS?
Ugur YAVAS?

1 Siileyman Demirel Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii, Isparta-Tiirkiye
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1. Giris

Analitik yontem gelistirme, formiilasyon gelistirme siire¢lerinin vazgecilmez
bir pargasidir. Farmasotik arastirmalarindaki ilerlemeler, ilag endiistrilerinin
gelisimi ile birlikte, cogu durumda mevcut ilaglarin kismi modifikasyonlar1 veya
yeni dozaj bicimleri olabilen ilag pazarindaki tiirlerin sayisini siirekli olarak
artirmaktadir. Bu tiir formiilasyonlarin tahlil prosediirleri, Farmakopeye resmi
olarak dahil edilmeyebilir. Bu nedenle, rutin ilag analizi i¢in hizli, basit, kesin,
spesifik, uygun maliyetli, dogrulanmis ve kararli analitik ydntemlerin
gelistirilmesi giiniimiizde ciddi bir gereklilik haline gelmektedir. ila¢ tasima
sisteminin tasarimi bununla ilgili oldugu i¢in analitik yontem gelistirme zorunlu
bir gereklilik haline gelir. Ayrica dissoliisyon ¢alismalarinin ¢esitli asamalarinda
ve formiilasyon tasariminda da ilag analizinin gerekli oldugu agiktir'=. LC — MS,
LC — ESI — MS / MS gibi yaygin kullanim bulan karmasik teknikler analitik
aragtirmalara girse de en bilyiik dezavantajlari pahali olmalaridir. Bu yontemlerin
numune hazirlama adimlar da oldukga karmagiktir. Ayrica analizlerin zaman
acisindan uzun siirmesi de kii¢lik 6lcekli sanayilerin hizli analiz teknikleri olarak
tercih edilmemesinin nedenidir®. UV goriiniir spektrofotometrik yontemi, ilag
endiistrilerinde ila¢ tahmini i¢cin uygulama bulan en eski, ancak ayn1 zamanda ¢ok
kolay, kesin ve daha uygun maliyetli yontemlerden biridir. HPLC ise analiz
islemlerinde kesin, hizli ve basit olmasi nedeniyle rutin islemlerde siklikla tercih
edilen bir yontemdir’.

Deneysel tasarim metodolojisi (DOE) giinlimiizde farkli bilim alanlarinda
cesitli amaglar i¢in kullanilmaktadir. DOE, minimum deney® ile en giivenilir ve
degerli bilimsel bilgiyi elde etmenin yollarim1 gosteren tanimlanmis bir
yontemdir. Analitik Kimyada DOE, 6rnekleme, onarim faktorleri, faktorler
stitunu, dedektor faktorleri, arag faktorleri veya gevresel faktorler’® gibi gesitli
faktorleri optimize etmek i¢in kromatografik analitik yontem gelistirme igin
kullanilir. Deneysel tasarim metodolojisinin temel amaci, en iyi analitik sonuglari
veren kosullar1 optimize etmektir. Literatiir incelendiginde, 6zellikle kimyada bir
yontemin optimizasyonunda ¢esitli deneysel tasarim yaklagimlarinin uygulandigi
goriilmektedir® !,

Hipertansiyon tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye'de de 6nemli bir sorundur.
Anket calismalarina bakildiginda, bireylerde hipertansiyonun ortaya ¢iktigi yasin
onemli ol¢iide azaldig1 goriilmektedir. ACE inhibitorleri kan basincini kontrol
etmek i¢in etkili bir sekilde kullanilir. Bunlar tek basina veya ditiretik hidrokloriir
ve/veya kinapril vb. olarak antihipertansif etkileri arttirmak icin kullamilabilir,
antihipertansif ajanlar ile ikili kombinasyon halinde kullanilir. Son yillarda, ACE
inhibitérii tahmini i¢in HCT veya kinapril vb. birkag HPLC yontemi
bildirilmistir. ikili karisimlarinda kinapril ve hidroklorotiyazidin es zamanli

7



kantitatif analizi UV spektrofotometri'?, UV ve HPLC", HPLC'*!> ve UV-FT-
IR ve RP-HPLC'" ile gergeklestirilmistir.

Optimizasyon stratejilerinin amaci, sinirli sayida deney gergeklestirirken en
yiiksek kalitede bilgiyi elde etmektir. Bu nedenle, deneysel tasarim kullanilarak
kombine tablet dozaj formundan kinapril ve hidroklorotiyazidin eszamanl
tahmini icin optimal kromatografik kosullarin elde edilmesi icin bir deney
tasariminin uygulanmasi islemine karar verilmistir.

2. Deneysel

2.1. Kimyasal ve reaktifler

Dogru ilag analizi, biiyiik 6l¢iide numunelerin dogru kullanimina baghdir.
Kinapril (KIN), hidroklorotiyazid (HCT) ve donepezil (DON), Sigma Chemical
Company'den (St. Louis, MO, ABD) satin alindi. Deneylerde kullanilan su Milli-
Q aritma sistemi kullanilarak {iretilmis ve deneylerin her asamasinda
kullanilmigtir. HPLC saflikta asetonitril, Merck'ten satin alindi. Kullanilan diger
kimyasallar en saf haliyle piyasadan temin edilmistir.

Piyasadan temin edilen (ACCUZIDE® FORT tablet, Pfizer Pharm. Ind.,
Istanbul, Tiirkiye) ticari bir farmasétik iiriin olarak analiz edildi. Satin alman
firma tarafindan beyan edilen ilag icerigi agagidaki gibidir. Her kapsiilde KIN 20
mg ve HCT 25 mg.

Sekil 1 Caligilan bilesiklerin kimyasal yapilari a) KIN b) HCT ¢) DON

2.2. Enstriimantal Cihaz

HPLC analizleri, Shimadzu LC Solution veri sistemi yazilimi1 (Shimadzu
Technologies, Kyoto, Japonya), sistem kontrol {initesi (CBM-20 A), bir pompa
(LC-20AD), bir UV Goriinlir dedektorii ile Shimadzu smifi HPLC sistemi
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kullanilarak gergeklestirilmigtir. SPD-20A) diyot dizi dedektorii (SPD-M 20 A)
(PDAD), kolon firmmi (CTO-10AS) ve gaz giderme iinitesi (DGU-20 A3).
Kullanilan kolon Purospher® STAR RP-18 ug¢ basliklt 5 um kolondu (4,6 x
250mm) Merck tarafindan saglanan tespitlerde 25°C'de kullanildi. Enjeksiyon
hacmi 20 pL'ye ayarlandi ve akis hiz1 1,0 mL/dk olarak ayarlandi. Giinliik
hazirlanan mobil faz icerigi, bir membran filtreden siiziildii.

2.3. Istatistiksel yazilim

Yontemin optimizasyonu i¢in Design Expert ® (Siiriim 12), Stat-Ease Inc.,
Minneapolis, MN, ABD ve Minitab 17 (Minitab Inc, ABD) istatistik yazilimlar1
kullanildi. Diger hesaplamalar Microsoft Excel 2010 Yazilimi1 (Microsoft, ABD)
ile yapilmistir.

2.4. Mobil faz

100 mL mobil faz hazirlamak i¢in asetonitril ve su (37,8553: %62,1447 v/v)
kullanildi. Karisima 30 mM orto-fosforik asit (H3;POs) eklenmis ve suda
hazirlanan sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi ile hareketli fazin pH degeri
istenilen calisma degerine yiikseltilmistir. Mobil faz, ultrasonik karistiricida
gazdan arindirildiktan sonra kullanilmigtir.

2.5. Ornek hazirlama

Piyasadan satin alinan ticari ila¢ numunesinden toplam 10 tablet tartilarak toz
haline getirildi. Bir tablete esdeger miktar, 100 mL'lik siselerde mobil fazda
¢Oziindiirtildii. 30 dakikalik bir ¢alkalama isleminden sonra ¢ozelti siiziilerek
yikandi ve mobil faz ile son hacim 100 ml'ye tamamlandi. Nihai ¢ozelti, aym
¢oziicii ile 1: 100 oraninda seyreltildi.

Siizdiikten sonra uygun hacimsel sise acik filtreden gegirildi. 1 mL i¢ standart
(I.S.) bu siseye ¢ozelti olarak eklenmis ve hacmi mobil faz ile 10 mL'ye
tamamlanmigtir. Optimize edilmis durum kullanilarak nihai ¢6ziimii dogrudan
Purospher ® Star RP-18 kolonuna enjekte ederek, ilgili regresyon
denklemlerinden KIN ve HCT miktarlar1 hesaplandi.

2.6. Analitik Prosediirlerin Validasyonu

Uygulanan yoéntemi dogrulamak igin Avrupa Ilag Ajansi tarafindan
yaymlanan ICH Q2 (R1)'e gore ¢esitli parametreler gézden gecirildi. Bu
parametreler, ornegin, sistem uygunlugu, dogrusallik, LOD, LOQ, saglamlik ve
ozgiilliiktiir.



2.6.1. Sistem uygunluk

Sistem uygunluk testleri, sivi kromatografi ve diger ayirma tekniklerinde
yontem gelistirmenin bir pargasini olusturan testlerdir. Bu ¢alismada uygulanan
sistem uygunluk parametreleri alikonma siiresi, kuyruk faktorii ve teorik katman
sayis1 degerleri olarak secilmistir.

2.6.2. Dogrusallik

Yontemin dogrusalligi, i¢ standart olarak kullanilan maddenin pik alan orani,
calisilan bilesiklerin daha oOnce aciklanan konsantrasyon araliklar iginde
gerceklestirilerek olusturulmustur. Uygulanan yontem, elde edilen korelasyon
katsayis1 ve kesisim degerleri hesaplanarak degerlendirilmistir.

2.6.3. Dogruluk ve kesinlik

Dogruluk ve kesinlik caligmalar1 genellikle uygulanan yontemin kalitesini
degerlendirmek i¢in yapilir. Baglatilan analizin kesinligi giin i¢i ve giinler arasi
kesinlik ile degerlendirildi. KIN i¢in 8, 12 ve 16 pg mL-1 ve HCT igin 10, 15 ve
20 pg mL-1 olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyon, aym tekrarlanabilirlik ve ara
kararlihk icin 3 giin boyunca siirekli olarak analiz edildi. Olgiilen bir degerin
bilinen bir degere yakinligi dogruluk olarak bilinir. Bu tanima gére uygulanan
yontemin ticari ilag 6rnegine uygulanacak kadar dogru ve kesin oldugu sonucuna
varilmistir.

2.6.4. Tespit sinir1 (LOD) ve miktar tayini sinir1 (LOQ)
Bu c¢alismanin LOD ve LOQ' su, tepe alaninin standart sapmasindan ve KIN
ve HCT'nin dogrusallik egrilerinin egiminden hesaplanmstir.

2.6.5. Ozgiilliik

Yontemin 6zgiilliigiiniin degerlendirilmesi, ticari ilag numunelerinden elde
edilen kromatogramlar ile standart ilag numunelerinin karsilastirilmasiyla
yapilmustir.

2.6.6. Saglamhk

Saglamlik, c¢esitli laboratuvarlarda elde edilen sonuglarin yeniden
iiretilebilmesi ya da beklenmeyenin farkli kosullar altinda farkliliklar olarak
yorumlanabilmesi yontemler ve bir yontemin saglamligini saglamlik testi olarak
degerlendirmek icin deneysel bir kurulumdur. Onerilen yontemin kapasitesini
kontrol etmek i¢in, kolon firin sicakligindaki (25-35°C), akis hizindaki (1-1,5
mL/dk) ve enjeksiyon hacmindeki (15-25 pL) bir degisiklik gibi farkl faktorler
bilerek degistirildi.
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3. Sonuclar ve tartisma

3.1. Yazilim destekli yontem optimizasyonu

Bu calismada, yontemin gelistirilmesi ve optimizasyonunda merkezi
kompozit tasarimi kullamlmistir. Yontem gelistirmede uygun mobil fazin
secilmesi 6nemlidir. Yontem gelistirme i¢in ve mobil fazdaki organik ¢oziiciilerin
hacim orani, tampon ve merkezi kompozit tasarimi (CCD) olas1 agir1 olmayan
kosullar (bagimsiz degiskenin minimum veya maksimum seviyeleri) ve 3
degisken dahil olmak {izere ¢esitli faktorler dikkate alindi. Onlara tam olarak
cevap veren tasarim buna gore gerekli oldugu i¢in bu tasarimi segmis ve 20 deney
kurulmugtur. Kullanilan 3 faktorlii tasarim, yanit yiizeyini kesfetmek i¢indir ve
Design Expert® (siirim 12 Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN ABD) farkl
modeller olusturmak i¢in uygun kabul edilmistir.

Calismada, tam faktdriyel tasarimda diizenlenmis 20 deneyden elde edilen
veriler, KIN, HCT ve DON'un (I.S.) alikoyma davranigsini modellemek igin
kullanilmistir. Organik degistirici yilizdesinin (x;), mobil fazin pH'nin (x2) ve
kolon sicakliginin (x3) secilen yanit faktorleri iizerindeki etkisi detayli olarak
incelenmistir. 3 faktorlii 2 seviyeli tam faktorlii deney tasarimina faktorlerin
“yiiksek” (+) ve “diisiik” (-) degerlerle uygulanmasiyla tasarim olusturulmustur.
Asetonitril konsantrasyonunun optimizasyonu igin tam faktdriyel tasarim
verileri, mobil fazin pH degeri ve kolon sicaklig1 Tablo 1'de gosterilmektedir.

Tablo 1 Merkezi bilesik tasariminda kullanilan deneysel faktorler ve bunlara
karsilik gelen seviyeler

Bagimsiz faktorler Diisiik (-) Orta (0) Yiiksek (+)
(x1) acetonitrile (%) 35 40 45
(x2) mobil fazin pH’s1 6.5 7.0 7.5
(x3) sicaklik (°C) 25 30 35

Calisilan yontem, bu faktorler kullanilarak elde edilen faktér degerlerinin
logaritmasina dayanmaktadir. Yirmi deney yapildi ve her bir tepe noktasi i¢in
tutma faktorii degerlerinin logaritmalar1 hesaplandi. Tablo 2'de her bir deney
kosulu i¢in kalicilik faktorii degerleri verilmistir.

Tam faktoriyelli merkezi bilesik tasarim istatistik programi kullanilarak bagimsiz
deney kosullar1 altinda toplanan orijinal veriler {i¢ degiskenle iliskilendirilir ve
bir matematiksel model olusturulur. Matematiksel modeller Design Expert®
(versiyon 12 Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN ABD) istatistik programi
kullanilarak gerceklestirilmis ve yamit degerleri asagidaki denklem ile
modellenmistir.
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y, faktor diizeylerinin her bir kombinasyonuna bagl o6lgiilen yanit (bagimh
degisken) oldugunda, b,, denklemlerin kesisimini sembolize eder ve 20
calismanin tiim nicel sonuglarinin ortalama aritmetik ortalamasini temsil eder,
X1,X2,X3 ana etkileri temsil eder, xix> , X2x3 ana etkiler arasindaki iki yonlii
etkilesimlerdir ve x;2,x2%,X3%,X1%X2,X1°X3,X1X3%,X1°X3% ana etkiler arasindaki iki ve

li¢ yonlii etkilesimdir!®.

()

Tablo 2 Tam faktoriyel merkezi kompozit tasarim deney calismalari.

Deney | Faktorler Cevaplar
sayist
ACN % pH T(°C) KIN HCT DON (IS)

1 35,000 6,500 25,000 0,038 0,704 0,986
2 45,000 6,500 25,000 -0,092 0,452 0,480
3 35,000 7,500 25,000 0,058 0,726 0,994
4 45,000 7,500 25,000 -0,080 0,468 0,492
5 35,000 6,500 35,000 0,026 0,744 0,996
6 45,000 6,500 35,000 -0,067 0,456 0,470
7 35,000 7,500 35,000 0,044 0,758 1,012
8 45,000 7,500 35,000 -0,056 0,460 0,584
9 31,591 7,000 30,000 0,032 0,732 0,866
10 48,409 7,000 30,000 -0,050 0,470 0,454
11 40,000 6,159 30,000 0,028 0,774 0,962
12 40,000 7,841 30,000 -0,046 0,465 0,464
13 40,000 7,000 21,591 0,042 0,732 0,950
14 40,000 7,000 38,401 -0,076 0,454 0,508
15 40,000 7,000 30,000 0,018 0,420 0,666
16 40,000 7,000 30,000 0,021 0,422 0,668
17 40,000 7,000 30,000 0,022 0,422 0,669
18 40,000 7,000 30,000 0,025 0,424 0,669
19 40,000 7,000 30,000 0,021 0,423 0,666
20 40,000 7,000 30,000 0,019 0,426 0,667

Calisilan bilesikler igin ¢oziicli olarak segilen asetonitril, log k iizerinde
o6nemli bir etkiye sahiptir. Secilen diger faktérler olan mobil faz pH ve kolon
sicaklik degerlerinin log k tlizerinde 6nemli bir etkisinin olmadig1 belirlendi. log

k'nin x; ve x; ile degisiminin kontur diyagramlar1 Sekil 2'de gosterilmistir.
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Sekil 2 Asetonitril yiizdesinin ve hareketli fazin pH'iin, ¢alisilan bilesiklerde
bulunan alikonma degerlerinin logaritmalar1 izerindeki etkileri.

Kullanilan yazilim c¢iktis1 olarak elde edilen modelin varyans analizi
(ANOVA) sonuglar1 Tablo 3'te verilmistir. Elde edilen yiiksek R? degerleri ve
nispeten diigiikk standart sapma (%CV), deneysel veriler ve kurulan model
verilerinde en 6nemli etkilerden biri olan p degerinin 0,05'ten kiigiik oldugu
gozlemlenmistir. Tahmini R? degerleri, tim yanitlar i¢in diizeltilmis R* degerleri
ile kabul edilebilir bir uyum i¢indedir.

Tablo 3 Program tarafindan elde edilen ANOVA sonugclart.

Yanitla | £SD | Ortalam | % 2 Diizeltilmi | Tahmin | Dogrulu | p

r a C.V. sR? iR? k degeri

KIN 0.002 | -0.0039 | 54.88 | 0.999 | 0.9981 1.0000 | 85.8545 | <0.000
1 3 1

HCT 0.002 | 0.5466 0.356 | 0.999 | 0.9998 1.0000 | 215.156 | <0.000
0 9 9 9 1

DON 0.013 | 0.7115 1.92 0.998 | 0.9957 1.0000 | 49.9768 | <0.000
6 6 1

13



Optimizasyonu destekleyen bir etki, pozitif bir degerle temsil edilirken, tersi olan
negatif bir deger, faktorler ve yanit arasinda ters bir iligki oldugunu gosterir. 3-D
tepki ylizey ¢izimleri, mobil fazda asetonitril bilesimi, pH gibi faktorlerin etkisini
ortaya koydu. Yanitlar i¢in temsili grafikler Sekil 3'te gosterilmektedir.

Sekil 3 3D yiizey grafikleri

Sekil 3'teki grafiklerin ANOVA sonuglari incelendiginde asagidaki sonuglara
ulagilabilir. KIN CCD RSM ve modeli i¢in yapilan ANOVA anlamli bulundu (p
<0,0001). Dogrusal agidan ACN, pH ve T anlamlidir (pACN< 0,0001, ppH<
0,0001, pT <0,0001). Etkilesim agisindan, sadece ACN ve pH etkilesimi anlamlt
degildi (p=0,182). ACN ve T'nin etkilesimi énemlidir (p < 0,0001). ikinci derece
acidan ACN?, pH?, T? 6nemlidir (pACN? <0,0001, ppH? <0,0001, pT* < 0,0001).
ANOVA modeli uyum eksikligi anlamli olmadigi i¢in RSM modeli iyi uyum
gostermektedir (p =0,903). HCT CCD RSM ve modeli i¢in yapilan ANOVA
anlamlidir (p <0,0001). Dogrusal agidan ACN, pH ve T anlamli bulunmustur
(pACN< 0,0001, ppH< 0,0001, pT < 0,0001). Etkilesim agisindan bakildiginda,
tiim etkilesimler anlamhidir (pACN-pH = 0,0273, pACN-T = 0,0001, ppH-T =
0,011). Ikinci dereceden agidan ACN?2, pH2, T2 anlamlidir (pACN2 <0,0001, ppH2
< 0,0001, pT? < 0,0001). ANOVA modeli uyum eksikligi anlamli olmadig i¢in
RSM modeli iyi uyum gostermektedir (p =0,5193). DON CCD RSM ve modeli
icin yapilan ANOVA anlamlidir (p <0,0001). Dogrusal agidan ACN, pH ve T
anlamlidir (pACN< 0,0001, ppH< 0,0001, pT < 0,0001). Etkilesim agisindan,
sadece ACN ve Thnin etkilesimi anlamh degildir (p = 0,2107). ACN ve pH
etkilesimi 6nemliydi (p < 0,0382) ve pH ve T etkilesimi énemliydi (p < 0,029).
Ikinci dereceden agidan, yalnizca ACN? anlaml degildir (p =0,4259). pH?, T?
anlamhidir (ppH? = 0,0039, pT? = 0,0015). ANOVA modeli uyum eksikligi
anlamli1 oldugu i¢in RSM modeli uymamaktadir (p < 0,0001).

Sekil 4'te gosterilen nicel optimizasyon sirasinda, Merkezi Kompozit tasarimi
optimize edilmis kromatografik kosullar i¢cin 20 ¢6ziim sunmakla beraber
hedefler belirlenerek ¢oziimler azaltilmistir. Faktorler ve tepkiler igin gesitli
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kisitlamalar belirlenmis ve kromatografik kosullarm optimizasyonu igin bir
¢oziim secilmistir. Kromatografik kosulun deneysel degerinin beklenen degere
cok yakin oldugu agikca gosterilmis, boylece, optimize edilmis kromatografik
kosullar, asetonitril bilesimi (%37,8553), sicaklik (25°C) ve mobil fazin pH"
(6.5), swrastyla KIN ve HCT' nin kromatogrami Sekil 5'te gosterilmistir.
Alikonma faktorii (k) 1 ile 5 arasinda en iyi olarak kabul edilir. Kinaprilin
alikonma siiresinin de ¢oziicii tepesinden tam ayrilmaya izin verecek kadar
yiiksek oldugu bulunmustur. Son ayrilan bilesigin alikonma siiresi 9 dakikadan
azdir. Sonugclar, tim piklerin simetrik oldugunu gdstermistir (kuyruklanma
faktorleri =~ 1,0).

[T T
25 15 8.5 f.5
Asetonitril bilesimi Mobil fazin pH'si
T Kabul edilebilirlik =0,978
25 35
Sicaklik

Sekil 4 Kromatografik kosullar i¢in sayisal optimizasyon

mv
M 2100m " DAL,
o4
200-
1004 ﬂ
g :
L Al AN
T3 3 Y
=100-
1
=200+
T T T T T T T T

mih

Sekil 5 Standart karisimin kromatograma.
1. Céziicii, 2. HCT (10 pg mL™), 3. IS (DON)(10 pg mL™"), 4. KiN (8 pg mL™").
Kromatografik prosediirdeki deney kosullaridir.
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3.2. Validasyon

Sistem uygunlugu, dogrusallik, kesinlik ve dogruluk, tespit sinir1 (LOD) ve
miktar tayin sinir1 (LOQ), 6zgiilliikk ve saglamlik iddiasim1 dogrulamak igin
optimize edilmis kromatografik kosullar uygulandi.

3.2.1. Sistem uygunluk

Numune analizi baglamadan 6nce kromatografik sistemi degerlendirmek i¢in
sistem uygunluk testleri uygulanir. Bu ¢calismada alikonma siiresi, kuyruk faktorii
ve teorik katman sayis1 degerleri hesaplanmistir. Alikonma stiresi (dk) optimize
edilmis kosullar altinda KIN, HCT ve DON ig¢in sirasiyla 8,760; 2,710 ve 5,379
dir. Kuyruklanma faktorleri KIN, HCT ve DON i¢in sirastyla 1,031; 1,289 ve
1,410 dir. Teorik plaka sayis1 (N) KIN, HCT ve DON igin sirasiyla 4070, 3743
ve 6086 dir.

3.2.2. Dogrusallik

KIN ve HCT igin kalibrasyon egrileri ve denklemleri, KIN igin 4-20 pg mL!
ve HCT igin 5-25 ug mL! araligindaki bilesiklerin konsantrasyonuna karsi bu
bilesiklerin I.S' ye tepe alan oranlari cizilerek hesaplandi (Tablo 4). Lineer
regresyon analizi sonucunda bu bilesikler i¢in RP-LC sisteminin tepkisinin lineer
oldugu bulunmustur. Egim ve kesisim SE'nin diisiik degerleri ve tiim bilesikler
icin 0,999'dan yiiksek korelasyon katsayisi degerleri Onerilen yontemlerin
kesinligini ortaya koymustur.

Tablo 4 KIN ve HCT kalibrasyon verilerinin RP-LC ile istatistiksel

degerlendirilmesi.
Analit | Dogrusallik | Egim Kesim S.E. nin S.E. nin Korelasyon
aralig1 egimi kesimi katsayi1s1
(pgmL™)
KIN 4-20 0,2876 0,0524 0,004 0,054 0,999
HCT | 5-25 0,9254 0,2842 0,010 0,198 0,999

3.2.3. Hassasiyet ve dogruluk

Farkli numunelerin analizinin ardindan gerceklestirilen giin i¢i, giinler arasi
ve tam kesinlik ve sonug verileri Tablo 5'te verilmistir. Kesinlik degerlerinin
%]1'den az olmasi uygulanan yoOntemin tekrarlanabilir ve kesin oldugunu
gostermektedir. Dogruluk calismalarinda en biiylik sapma %0,840 olup mevcut
yontemin dogru oldugunu gostermektedir.
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Tablo 5 Calismanin dogruluk ve kesinligi

Analit | Standart Giinler Geri RSD% |Giinlerigi |Geri RSD%
konsantrasyon | arasi kazanim Ol¢timlerin | kazanim
(ng mL1) olgtimlerin | (%) ortalamasi | (%)
ortalamasi
KIN 4 4,067 101,67 0,342 4,022 100,55 0,768
12 11,886 99,05 0,584 12,058 100,48 0,840
HCT 5 4,988 99,76 0,658 4,848 96,96 0,750
20 19,854 99,27 0,242 | 19,946 99,73 0,610

3.2.4. Tespit sinir1 (LOD) ve miktar tayini sinir1 (LOQ)
Caligilan analitler i¢in saptama sinir1 ve kantitasyon sinir1, KIN i¢in 0,724 ila
2,224 ve HCT igin 0,682 ila 2,082 ug mL! araliginda bulunmustur.

3.2.5. Ozgiilliik
Caligilan HPLC yonteminin, farkli bilesenlerin tutulmasinda higbir inhibitor
pik gozlemlenmedigi i¢in spesifik ve secici oldugu gozlendi.

3.2.6. Saglamhk

Bu analizin saglamligi, kromatografik kosullarda amaglanan kiigiik
degisiklikler yapilarak saglandi. Baglatilan yontemin saglamlik ¢alismasi,
asetonitril konsantrasyonu (35-45 pg mL™"), kolon firin sicakligi (25-35°C) ve
mobil fazin pH'1 (6,5-7,5) gibi farkli faktorler kullanilarak degerlendirildi.
Faktorlerin her birinin etkisi belirlendi ve faktorlerin higbiri zirvenin Otesine
gecmedi, bu da bu sekilde calisilan bagimsiz degiskenlerin sonuglari
etkilemedigini gosterdi. Ayrica, KIN ve HCT etken maddeleri alikonma
siiresinde bir miktar etkilesim gostermedigi i¢in ilk yontemin spesifik oldugu
bulundu.

3.3. Ticari tablet formiilasyonunun analizi

Onerilen yontemin cesitli etkilerini kontrol etmek igin, calisilan bilesiklerin
bilinen formiillerine 6nceden belirlenmis miktarlarda saf ila¢ bilesikleri eklenmis
ve geri kazanim testleri ile degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar, dnerilen
yontemin yeterli hassasiyet ve dogruluga sahip oldugunu ve sonug olarak secilen
formiilasyonda kullanilan aktif olmayan bilesenlerden herhangi bir miidahale
olmaksizin KIN ve HCT' nin belirlenmesine uygulanabilecegini gostermistir
(Tablo 6). Uygulanan yontemin tablet dozaj formuna uygulanacak kadar dogru
ve kesin oldugu sonucuna varilmgtir.
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Tablo 6 Ticari ilag numunesinin analiz sonuglari

KIN HCT

Ilactaki miktar (mg) 25,0 20,0

Bulunan miktar (mg)* 25,21 19,52

RSD % 0,267 0,672

Hata % -0,857 0,672
Xortalama=SD 25214+0,167 19,5260,325

*Bes deney tekrarinin ortalama degerleri

4. Sonuc¢

Yiiksek basingli sivi kromatografisinde kombinasyon halinde KIN ve HCT
aktif bilesenlerinin optimum sekilde ayrilmasi i¢in merkezi kompozit tasarim
yontemi kullanilarak hizli, basit ve hassas bir yontem gelistirilmis ve optimize
edilmistir. Uygulanan yontem, calisilan analitlerin farklt dozaj formlarinin
analizinde de rahatlikla kullanilabilir. Ciinkii yazilim programi, yontem
uygulanirken gelistirilmis ve dogrulanmigtir. Gelistirilen yontemin ilag
analizlerinde kalite kontrol 6rneklerine uygulanabilecegi diigiiniilmektedir. Bu,
kalite kontrol laboratuvarlarinda basit izokratik kromatografik kosullar, numune
hazirlama ve hizli analiz, numunelerin rutin analizi i¢in daha uygun hale getirir.

Yazar Katkilar1

A. Hakan Aktag'in katkisi, calismalarin ve deneysel kosullarin planlanmasi ve
makalenin yazilmasi, Ugur Yavas'in katkisi ise deneyler yaparak yaziya katki
saglamaktir.
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GIRIS

Haploid bitki, hiicrelerdeki gametik kromozom sayisinin (n) varligina gore
isimlendirilmistir. Bu bitkiler genellikle erkek veya disi gametik hiicrelerden
tiiremistir. Dikotiledonlarda, haploid bitkiler hem erkek hem de disi gamet
hiicrelerinden iiretilirken monokotiledonlarda ise, sadece tek gamet hiicresiyle
iiretilmistir. Haploid bitki tiretiminde 100 angiosperm i¢inde en ¢ok tercih edilen
gesitler Triticum aestivum (Inagaki, 2003), Zea mays (Gaillard,1991), Hordeum
vulgare (Hagberg ve Hagberg, 1980), Oryza Sativa (Bishnoi, 2000), Panicum
miliaceum (Powell,1975), Sorghum Poaceae (Brown, 1943), Avena sativa
(Nishiyama, 1961), Brassica napus (Thompson, 2004a), Solanum lycopersicum
(Kirillova ve Bogdanova, 1978), Erythroxylon coca (Lanaud, 1988) ve
Gossypium hirsitum (Tulecke 1964)’dur.

Haploid bitki iiretiminde, in vitro sartlarda izole edilmis cok sayida
embriyogenik mikrosporun bulunmasi énemlidir, bu da bitki genetigiyle ugrasan
bilim insanlarinin, daha biiyiik 6lcekte double haploid (DH) bitki {iretiminin
saglanmasi icin yeni haploid bitki {iretim yoOntemlerinin kesfedilmesini
saglamistir (Kimber ve Riley, 1963). Yeni haploid bitki iiretim yontemleri;

e Somatik hibridizasyon,

e Partenogenez,

e Yabanci dollenme,

e Tozlagma (polinasyon)’dir (Kasha ve Maluszynski, 2003). Yeni double
haploid {iretim yontemlerinden biri olan partenogenesis ile Zmays
bitkisinde denenmistir ve basarili bir sekilde embriyolar iiretilmistir (Guha
ve Maheswwar, 1964). Bourgin ve Nitsch (1967) ayn1 prosediir izlemis ve
N. tabacum ve N. sylvestris'te haploidler iiretmistir.

In vitro sartlarda haploid iiretiminde mikrospor, anter ve ovul kiiltiir teknikleri
cesitli mahsulleri tiretmek i¢in kullanilmistir. Haploid bitki gelisimi tiirden tiire
ve genotipe gore farklilik gdstermistir. Haploid bitki iiretiminde genellikle
kullanilan model bitkiler B. napus, H. vulgare ve N. tabacum dur. Baklagiller
haploid tiretime direngliyken, tahilgillerde haploid iiretimi daha ¢ok genotipe
baghdir. Tahilgiller, albino bitkileriyle kiyaslandiginda haploid iiretim frekansi
daha yiiksektir (Holme, 1999).

1. In Vitro Sartlarda Haploid Bitki Uretim Yontemleri

Haploid bitki tiretmek icin erkek ve disi gametlerde embriyogenezi
indiiklenmesi i¢in gesitli yontemler kullanilmistir. Maluszynski (2003), pek ¢ok
mahsulde haploidler veya DHs iiretmek i¢in ¢esitli yontemleri ve protokolleri
kapsamli bir sekilde gozden gecirmislerdir. Embriyogenezi indiiklemek igin
gelistirilen yontemler,
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e Androgenesis (anter kiiltiirii ve mikrospor kiiltiirti),

e Ginogenesis,

e Partenogenesis (eseysiz lireme)’dir.

Androgenesis: Kromozomlari yalnizca erkek ebeveyn embriyosundan olusan
zigota denir. Androgenez, embriyogenez anter veya mikrosporlarda kallus
olusumu yoluyla dogrudan veya dolayl olarak indiiklenmistir. En ¢ok tercih
edilen yontemlerden biridir.

Ginogenesis: Bu yontemde, infertil yumurtalik ya embriyo kesesini ya da
yumurta hiicresini dogrudan dolleyerek bir tane embriyo gelisimine neden
olmustur.

Partenogenesis: Bir g¢esit aseksiiel ¢cogalma tiiriidiir; dollenmemis bir disi
gametin, apogamiye doniismesidir.

1.1. Androgenesis: Double Haploid (DH) Bitki Uretim Siireci

Androgenesis, DH {iretmek i¢in bitki 1slah programlarinda yaygin olarak
kullanilan en 6nemli yontemlerden biridir. Olgun polen tanesi yerine mikrospor
embriyogenez  kullanilarak  bir haploid embriyo olusturma esasina
dayanmaktadir.

Mikrospor embriyogenez olusumu, anterlerin ya da mikrosporlarin gevresel
sartlar1 degistirerek sporofitik biiyiime ve gelisme yolundaki gametofitik yolu
yeniden programlandirilmasiyla gerceklestirilmistir. Dogal sartlar altinda
mikrospor generatif (iiretken) ve vejetatif ¢ekirdegi kapsayan olgun bir polen
tanesine doniismesidir. Generatif (liretken) cekirdek iki sperm c¢ekirdegine
doniismesidir. Dolayisiyla, mikrosporlardaki gamet hiicreleri hala totipotent
oldugunda, sporofitik gelisim hiicre bdliinmesinin baslangicindan dnce
baslatilmalidir. Bununla birlikte, mikrosporlarin embriyogenik asamasi tiirleri
arasinda biiyiik farklilik gostermektedir (Ferrie ve Mollers, 2011; Germana,
2011). Mikrosporlar androgenesise uygundur ve haploid bitkiler olusturulmustur.
Androgenesis li¢ asamada ger¢eklesmektedir:

1. Embriyogenez indiiksiyonu,

2. Haploidlerin rejenerasyonu,

3. Yapay kromozom katlanmasi.

Androgenesis yoluyla haploidlerin veya DH {iretimi mikrospor kiiltiirii veya
anter kiiltiirii izolesi vasitasiyla elde edilmistir.

1.1.1. Mikrospor Kkiiltiirii

Mikrospor kiiltiirii (polen kiiltiirli), bitki ireticileri icin, hibridizasyon
yapildiktan sonra tek nesil homozigotlugu sabitleyerek iireme islemlerini
hizlandirmalarin1 saglayan DH bitkilerini daha biiyiik bir dlcekte gelistirmeleri
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icin firsat sunmaktadir. Izole edilmis mikrospor kiiltiirii (IMC) yardimu ile cesit
gelistirme siiresini 6nemli 6l¢lide azaltilmistir. IMC, olgunlasmamis polenlerin
veya mikrosporlarin anterlerden elde edilmesini ve bunu takiben onlar1 biiyiime
ortaminda, biliylime ve gelismeleri i¢in gerekli olan optimum g¢evre kosullari
altinda kiiltiirlemesini ve gametofitik yolaklarini ¢esitli stres muameleleri
kullanarak sporofitik yeniden programlamayr icermektedir (Chandler ve
Roberson, 2009; Domozych, 2012). Mikrospor kiiltiiriin, anter kiiltiiriinden
ayiran Ozellikler:

e Anter kiiltiirinde hem haploid hem de diploid bitkiler elde edilirken,
mikrospor kiiltiiriinde daima haploid bitkiler elde edilmistir.

e Anter kiiltiirii uzun zaman alan ve zahmetli bir yontemken, mikrospor
bunun tam tersidir.

o Anter kiiltiirli, mikrosporlar digindaki anter dokularini, gelismekte olan bir
mikrosporlarin biiyiimesi ve gelisimi lizerinde yikic1 bir etkiye sahip
olabilir ve bir dereceye kadar gelisim siireglerini etkileyebilmistir.

¢ Gelismekte olan mikrosporlar IMC sirasinda iiniform besleyici erisime
sahiptir.

e [MC, her bir embriyogenez evresini ayr1 ayri izlenmesine olanak saglar ve
mikrospor embriyogenezisine katkida bulunan en 6nemli faktorlerin daha
iyl anlasilmasini saglayarak, mikrospor embriyogenez yolunu daha iyi
izlemek i¢in bir firsat saglamigtir.

e IMC, hedeflenen mutagenez icin bir platform sunar ve molekiiler
biyologlarin  hedeflerinin piramit genlerine daha kisa siirede
yonlendirebilen etkili bir gen transfer teknigi sunmustur. Boylece,
transgenik bitkilerin yasam dongiisiiniin ¢ok erken bir evresinde
tanimlanabilmistir.

e Gametofitikten sporofitik yola gegme ve mikrospor embriyogenezinin
baglatilmas1 sirasinda hiicre degisiklikleri calismalar1 IMC sirasinda
kolayca gergeklestirilebilmistir.

e Embriyogenik yapilar, anter kiiltiiri ile karsilagtirildiginda IMC'de on kat
daha fazladir.

Mikrospor embriyogenezisi, 1960'dan sonra onem kazanmaya baglamistir.
Guha ve Maheswwari (1964), belirli ¢evre kosullari saglayarak, Datura
innoxia'min  olgunlasmamis polen tanelerinin anterlerinden kolaylikla
iiretilebildigini kesfettiginde, bu teknik cok hizli gelismistir. Bu teknolojinin
etkinligini arttirmak i¢in IMC'nin her adimi ayrintili olarak aragtirilmistir. Cesitli
bitkilerde ¢ok cesitli protokoller olusturulmustur. Her bir genotipde, mikrospor
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embriyogenesisin olusumunda androgenesisin asamalar1 spesifik olmasina
ragmen bu teknige dahil olan ana agamalar sunlardir:
1. Donor (Verici) bitki bityiime ve gelisim kosullari,
Cigekli organlarin toplanmast,
On muameleler
Mikrosporlarin izolasyonu ve saflagtirilmast,
Besiyeri ortaminin bilesenleridir.

AN

1.1.1.1. Donér bitkinin biiyiimesi ve gelisim kosullar:

Verimlilikle dogrudan baglantili oldugu igin verici bitkinin biiylime ve
gelisim kosullar1 IMC'nin tiim siirecini kapsayan en 6nemli noktalarindan biridir.
Optimum biiylime ve gelisim kosullari, bocekler ve zararlilardan kaynaklanan
hastalik olusumunu ve enfestasyonunu en aza indirgeyen kontrollii kosullar
altinda optimum 151k, nem, sicaklik ve fotoperiyodun saglanmasi yoluyla saglikli
ve dayanikli dondr bitkiler elde edilebilmistir (Dahleen, 1999). Mikrosporlar
izole etmek igin tarla yetistirilen bitkiler kullanilmistir ancak daha az
embriyogenik yanit gdzlemlenmistir. Donor bitkilerin yetistirme kosullar1 sadece
embriyogenez iizerinde degil ayni zamanda yesil bitki sayisi iizerinde de
dogrudan bir etkiye sahiptir. Biiyiime kosullar1 arasinda sicaklik, birkag
calismada arastirilan biiylik endise kaynagidir. Yiiksek yogunluk ve sicaklikla
etkilesimi donor bitkilerin fizyolojik durumunu da etkilemistir. Ayrica dondr
bitkilerin genotipi mikrosporlarin embriyogenezise tepkisinde ¢ok énemli bir rol
oynar ve sadece tiirden tiire farkli degildir. Ayn1 zamanda tiirler arasinda 6nemli
farkliliklar gostermistir ve bu ozellikle tritikale, arpa, bugday ve yulaf gibi
hububat icin gecerlidir. IMC sirasinda embriyogenik tepkisi, belirli bir tiirde
cesitli varyasyonlara sebep olurken bazi tiirlerde ise herhangi bir varyasyona
neden olmamistir (Phippen ve Ockendon, 1990). Farkli tiirlerde androgenik
tepkilerini arastirmak icin bir dizi deney gerceklestirilmistir, boylece DH
iiretiminin genel tepkisini anlamak i¢in model tiirler tanimlanmustir.

1.1.1.2. Cicekli organlarin toplanmasi

Mikrospor kiiltiiriniin etkinligi, aym1 zamanda mikrospor izolasyonu igin
dondr bitkilerden toplanan organlarin toplandigi polen evresi ve bitki yagina da
baghdir. Mikrospor izolasyonunun, dondr bitkilerin daha sonraki hayat
dongiisiinde goriindiiklerinden daha 6nce ortaya ¢ikan oral organlarla yapilmasi
durumunda, daha biiyiik bir androgenik yanit fark edilmistir. Benzer bir egilim,
birincil filizlerin ikinci dereceden ve iigiinciil filizlerden ¢ok, anter ve mikrospor
kiiltiiriine daha iyi yanit verdigi tahil tiirlerinde goriilmiistiir.

26



1.1.1.3. On muameleler

Cesitli tiirlerde 6n muameleler, mikrosporun sporofitik gelisiminde yardimci
olabilecek stresleri indiiklemektedir. Yaygin olarak kullanilan 6n muameleler;

a. Soguk soku,

b. Is1 soku,

c. Besin yetersizligidir.

Tek basma veya kombinasyon halinde 6n muameleler, gametofitik biiylimeden
sporofitik yolaga kadar mikrosporlarin optimum bir doniisiimii saglamak igin
tetikleyici faktorler veya uyarici olarak gorev yapmistir. Ayrica, hayvan hiicrelerinin
bitki hiicrelerine ek olarak, embriyogenezi indiiklemek i¢in stres seklinde bir gesit 6n
muameleye tabi tutulmasmi da gerektirdigi gozlemlenmistir; ¢linkii hayvan
klonlamas1 durumunda "Dolly" kokeni, koyunlarda embriyogenik bir hiicrenin
gelisimi icin ana bilesenlerden biri olarak stres 6n-muamelesini gerektirmistir.

a) Soguk soku

Mikrospor embriyogenezisi baslatmak icin bircok iiriinde soguk 6n muamele
yapilmistir. Anterlerin  soguk ©6n muamelesi, yalnizca normal gametofitik
gelisimlerini durdurmakla kalmayip, aynm1 zamanda mikrosporlarin gelisimsel
stirecini senkronize etmeye yardimei olmustur (Kasha ve Hu, 2001). Misir (Gaillard,
1991), tritikale (Dubas, 2010), bugday (Indrianto, 1999), arpa (Sunderland ve Xu,
1982), cavdar (Immonen ve Anttila, 1999) gibi tahil {iriinlerinin yan1 sira turunggiller
(Germana, 2003) ve tiitlin (Sunderland ve Roberts 1979) gibi diger bitkilerde de
soguk on islem uygulanmasi yapilmistir. Soguk soku, mikrosporlarin bozunumlarini
azaltilmasinda yardimci olmustur, boylece cliriiyen materyal ve diger zehirli
maddelere maruz kalmalarini engellenmistir.

b) Sicak sok

Sicak sok 6n muamelesi, etkili bir embriyogenez baslaticist olarak bulunmustur.
Mikrospor embriyogenezinden maksimum sonug elde etmek i¢in ya tek bagina ya da
az miktarda sekerle birlikte kullanilmustir. Is1 soku, sadece embriyogenez indiiklemek
icin degil ayn1 zamanda embriyo veya embriyo benzeri yapilar (ELS) olusturmak
icinde kullamlmistir. Ayrica, yesil bitki sikligim arttirmak igin brassica tiirlerinde
IMC yaygin sekilde uygulanmustir. B. napus ve B. carinata'nin tomurcuklari, 32°C
'de 1-4 giin 1s1 sokuyla muamale edildiginde, tiim tomurcuklarda embriyogenez
stirecini aktive etmistir (Pechan ve Smykal, 2001). Tiitiinde, hafif 1s1 sokuyla,
gametofitik gelisimin ve sporofitik yolaga dogru yeniden mikrospor programlamanin
gelistirilmesine yardimer olmustur. Is1 soklarinin ¢ok sayida hiicre modifikasyonuna
neden olmustur. Is1 sok protein (HSP) sentezi, androgenezde 6nemli bir rolii sahip
oldugu gozlemlenmistir. HSP {iretimi, sadece 1s1l islemlerle baglantili degildir, ayni
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zamanda soguk muamele, ozmotik ve oksidatif stresle baglantilidir. HSP sentezi,
embriyogenezis, meyve olgunlagmasi, polen tane biiyiimesi ve gelisimi ve ¢cimlenme
gibi bitki biiytimesinin farkli sathalarinda yer almistir (Parcellier, 2003). HSP'lerin
baslica bilesenlerinden ikisi olan HSP70 ve HSP90, mikrospor embriyogenezinin
baslangicindan hemen sonra, embriyogenik indiiksiyonun ekspresyon seviyelerini
arttrmistir. Bu HSP'ler, polen tanecikleri biiylimesi ve gelisimi i¢in gerekli olan
proteinlerin sentezini de engellemistir. Dolayisiyla, HSP'ler, mikrosporlarin
gametofitik gelisiminden sporofitik yolaga programlanmast i¢in ¢ok énemli bir rol
oynamaktadir. Bu HSP'lerin, 1s1 soklarma maruz kaldiklarinda, indiiksiyon veya
kiiltiir periyodu boyunca mikrosporlarin programli hiicre oliimii (PCD) veya
mikrospor apoptozu ile bag etmede dnemli bir rol oynadigi bilinmektedir (Zoriniants,
2000).

¢) Besin Yetersizligi
Bitkide strese neden olan besin yetersizliginin ana bilesenleri glukoz ve

azot’dur. Besin yetersizligine maruz kalma, her zaman olgunlasmamis polenlerin
veya mikrosporlarin iiniform populasyonuna, ¢cogunlukla indiiksiyon asamasi
sirasinda, mikrosporlar, sporofit gelisimini indiiklemek i¢in orta ila ge¢ uni-
niikleat faz arasinda oldugunda uygulanmistir. Gametofitik olmaktan ziyade
sporofitik gelisim baglatmaya yonlendirmistir. Mikrospor kiiltiirii sirasinda
karbonhidratlarin kullanim1 esas olarak ortamin pH ve ozmotik basincina
baghdir. Diisiik pH diizeyleri, 6rnegin pH 5.0-6.0 arasinda olan bir ortamda
mikrosporlarin indiiklenmesi sukrozun etkin bir sekilde kullanilmasina ve
sukrozun nisasta haline doniistiiriilmesine neden olmustur, boylece mikrosporlar
gametofitik yol izledikten sonra polen tanecik gelisimine dogru yonlendirilmistir.
Tam tersi durumda ise mikrosporlar, pH seviyeleri 8.0 ya da daha yiiksek olan bir
ortama alinirsa, sakkaroz kullanimini 6nemli derecede azaltarak mikrosporlar
sporofitik yola yonlendirilmesi saglanmistir (Zoriniants, 2005). Azot yetersizligi,
mikrospor olgunlagsmasini inhibe ederek sporofitik gelisiminin basarili sekilde
gerceklesilmesi  saglanmistir. Karbonhidrat yetersizligi, cesitli yapisal ve
fizyolojik hiicre modifikasyonlarina neden oldugu bilinmektedir;

1. Hiicre gogalmasinin inhibisyonu,

2. Anlik veya hizli karbonhidrat alimu,

3. Hiicre solunum hizindaki azalma,

4. Hiicre proteinlerinin ve lipidlerin bozunmasi,

5. Serbest amino asitlerin hizli birikimi,

6. Pj, fosforilholin ve glikolitik enzimlerin aktivitelerinde meydana

gelen azalmalardir.
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1.1.1.4. Mikrospor izolasyonu ve saflagtirilmasi

Tomurcuklar, yumrular ve ¢igege ait organlar, herhangi bir bocek, zararli, mantar
veya bakteri bulasmasimi ortadan kaldirmak ya da uzaklastirmak i¢in mikrospor
izolasyonundan  once kimyasallarla ~muamele edilmistir.  Kirleticilerin
uzaklagtirilmasinda kullanilan baglica kimyasallar hipoklorit asit, etanol, sodyum
hipoklorit ve civa kloriirdiir. Bununla birlikte, bu kimyasallarin mikrosporlar
iizerinde Oliimciil etkilerinden kaginmak igin yiizey sterilizasyon siiresine 6zen
gosterilmelidir. Yiizey sterilizasyon icin ¢gicege ait organlar %75 etanol veya %10
hipoklorit asitle 3-5 dakika siireyle muamele edilmistir. Ci¢ek organlari %15 sodyum
hipoklorit ile 15-20 dakika ylizey sterilize edilmistir. Birka¢ ¢alismada civa klortir
(%0.1) ile ylizey sterilizasyonu yapilmistir ancak toksik etkisinden dolay: fazla tercih
edilmemistir. Mikrospor izolasyon prosediirleri 4 gruba ayrilir;

a. Mikrospor dokiilmesi: Mikrospor dokiilmesi yontemi ilk olarak V. tabacum'da
Sunderland ve Roberts (1977) tarafindan rapor edilmistir. Anter (somatik)
dokularin toksik etkilerini ortadan kaldirmak i¢in anterlerden ayr1 bir besiyeri
ortaminda, indiiksiyonunu takip eden sivi besiyeri ortamindaki anterlerden
salman mikrosporlar icermektedir.

b. Maserasyon

c. Manyetik qubukla karigtirma: Manyetik cubuk karigtirma izolasyonu yontemi,
anterler tarafindan Ortiilmiis olan mikrosporlarin ¢ikarilmasi i¢in karigtirma
kuvvetini icermektedir. Bu izolasyon prosediirii, dogal mikrospor
dokiilmesine kiyasla daha etkilidir. Ciink{i mikrospor dokiilmesi yonteminden
cok daha fazla sayida mikrospor elde edilmistir (Cho ve Zapata, 1990).

d. Mikro-harmanlama: Mikro harmanlama, yiizey sterilize edilmis diseksiyon
tomurcuklarimin veya mekanik karigtiricilardaki karigimlarin karigtirilmasi ile
olusan en yaygin yontemlerden biridir. Daha once aciklanan prosediirlere
kiyasla mikrosporlari daha etkin bir sekilde giderilmesi saglanmustir.
Anterlerin somatik dokular1 cesitli boyutlarda (100-200 um) steril ag
vasttasiyla elenerek mikrosporlardan etkili bir sekilde ¢ikarilmistir. Mekanik
mikro harmanlama, diger metodlarla karsilastirildiginda olduk¢a Gnemli
prosediirdiir, ¢linkii her zaman canli mikrospor sayisim artmasmm (%75)
saglamustir.

1.1.1.5. Besiyeri ortaminin bilesenleri

MN6, MS, BS, A2, MMS3, P4, P2, CHB3, NLN, N6 ve NPB99 gibi bazal
besiyeri bircok ekin tiiriinde anter ve mikrosporlarda etkili bir sekilde kullamlmustir.
A2 (Touraev, 1996b) ve MMS3 (Hu ve Kasha, 1999) ile NLN (Lichter 1982) ve MS
(Murashige ve Skoog, 1962), brassica i¢in kiigiik degisikliklerle birlikte bugday, arpa
ve tritikale gibi hububat tiirlerinde anter veya mikrospor kiiltiirii sirasinda rutin olarak
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kullanilmigtir. Stvi besiyeri ise, mikrosporlarda enerji iiretiminde azalmaya ve yavas
metabolizmaya yol acan bir anaerobik ortam yaratmaya yol agmistir. Bununla
birlikte, bu problem besiyeri ortamima Ficoll eklenerek kolaylikla c¢oziilebilir
(Castillo, 2009; Kasha 1970). IMC'nin etkinligi esas olarak asagidakilerden olusan
indiiksiyon ortamimin 6zelliklerine ve karakteristiklerine baglidir:

1. Mineral maddeler, karbonhidrat, pH ve osmolalite gibi besin unsurlari,

2. Isik yogunlugu, sicaklik, fotoperiyot ve kiiltiir siiresi gibi kiiltiirel ¢cevre ve

besiyeri ortaminin yogunlugudur.

Mikrospor kiiltiiriinde, besiyeri ortaminin en onemli iki rolil: ilki, in vitro
ortamda biiyiimesi ve gelismesi i¢in gerekli olan tiim gerekli besin maddelerini
mikrosporlara verir ve ikincisi, gametofitikten sporofite doniistiirmesine
yardimc1 olmasidir. Mikrosporlara, gerekirse, makro ve mikro elementler,
karbonhidratlar, vitaminler, azot kaynagi ve biiyiime regiilatorleri iceren gerekli
besin 0gelerini igeren zengin besin maddeleri verilmesi Onerilmistir. Besiyeri
ortaminda, kullanilan besin maddelerinin konsantrasyonu degiskenlik
gostermektedir. Besiyeri ortaminda kullanilan biiylime diizenleyicilerinin
embriyogenezisde meydana gelen degisiklikleri tespit etmek igin deneyler
yapilmistir. Arpa, tritikale ve bugday gibi tahillarda, fenil asetik asit (PAA),
naftalin asetik asit (NAA), indol asetik asit (IAA), absisik asit (ABA),
benzilaminopurin (BAP), 2,4- D (2-4 diklorofenoksi asetik asit) ve kinetin'in
embriyogenezisin tamamini iyilestirmek icin tek basma veya birbirleriyle
kombinasyonu seklinde kullanildigi ¢ok sayidaki arastirma caligsmasinda
bildirilmistir (Davies, 2003). Sukroz besiyerinde dnemli bir karbon kaynagidir.
Sakkaroz konsantrasyonu mahsuliin tiiriine goére degisiklik gostermektedir.
Karbohidratlar sadece enerji kaynagidir, ancak besiyeri ortaminda belirli bir
ozmotik basincin korunmasinda 6énemli role sahiptir.

1.1.2. Anter Kiiltiirii

Haploid bitkiler, gametik kromozom sayisini tagiyan sporofitlerdir. Bir haploid
spontan veya indiiklenen kromozom c¢ogalmasi meydana geldiginde, ortaya ¢ikan
bitki DH olarak adlandirilir. Buna karsilik dihaploid bitkiler (2n = 2x),
ototetraploidden (2n=4x) elde edilen haploid bitkilerdir (Kasha ve Maluszynsky,
2003). Haploid bitkiler:

1. Diisiik frekansta kendiliginden,

2. In vivo modifikasyon polinasyon yontemleri (genis hibridizasyon, kromozom

eliminasyonu, 1ginlanmis polen ile tozlanma, vb.),

3. Olgunlagsmamis gametofitlerin in vitro kiiltiirii yontemleriyle olusmaktadir.

Gametik embriyogenez, bitki hiicrelerinde mevcut olan embriyogenezin farkl
yollaklar1 arasinda yer almistir ve gelisimin gametofitik yolaktan sporfitik bir
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yola geri doniisiimsiiz sekilde gergeklestirmek icin erkek (mikrospor veya
olgunlasmamis polen tohumu) veya disi (ginogenezis) gametofitlerin
kapasitesinden olusmustur.

Bitki aleminde, belirli kosullar altinda ve ¢evresel stresin bir sonucu olarak
ortaya cikan 6nemli bir hayatta kalma uyum mekanizmasidir (Bonet, 1998).
Geleneksel lireme yontemleriyle kiyaslandiginda:

e Gametik embriyogenez homozigot hatlarin tiretimini miimkiin kilmistir,

o Homozigot ebeveynlerin liretilmesi i¢in gerekli siireyi kisaltmigtir,

e Heterozigot ebeveynlerden tamamen homozigot ebeveynlerin tek asamali

gelisimini saglamustir.

Haploidler ve DH'leri elde etme kabiliyeti polen biyoteknolojisinin bitki 1slahinda
ve genetigindeki en 6nemli uygulamalardan biridir. Polen gelisimi ve fonksiyonunun
manipiilasyonunu yeniden programlanmasini igermistir (Testillano, 2001). Polen
embriyogenezi normalde anter veya izole edilmis mikroskop kiiltiirii yardimiyla
indiiklenmistir. Anter kiiltiirii genellikle DH {iretimi i¢in tercih edilen yontemdir,
ciinkii genis genotip arali1 uygulanmasina izin vermistir. Mikrospor kiiltiirii polen
embriyogenezinde yer alan hiicresel, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler siire¢leri
arastrmak icin daha iyi bir ydntem olmasina ragmen, anter kiiltiirii ile
karsilagtinldiginda daha iyi ekipman ve daha fazla beceri gerektirmistir (Bajaj ve
Reinert, 1977).

1.1.2.1. Haploid ve DH iiretimi i¢in anter Kiiltiiriine genel yaklasim

Giiclii bir 1slah araci olan haploid ve DH'lerin kullanmlmasi, diisiik frekansh
embriyo indiiksiyonu, albinizm, bitkinin hayatta kalmasi, genotipe ve mevsime bagh
bitki cesitlerinin gelistirilmesinde ve genis genotip araliklarindaki bitkilerin
rejenerasyon etkinligini iyilestirmesinde giivenilir doku kiiltiirii protokolleri
kullanilmistir. Kiiltiirde anterlerin embriyogenik tepkisini sayisiz endojen ve ekzojen
faktorler etkilemektedir (Atanassov, 1995; Datta 2005; Pechan ve Smykal, 2001).
Dondr bitkilerin genotipi, fizyolojik durumu ve kosullari, polen geligsim evresi, ¢icek
tomurcuklart veya anterlerin 6n muamelesi, in vitro kiiltiir ortam1 ve kosullart,
bunlarin etkilesimleri ile birlikte, anterlerin ir vitro kiiltiirdeki cevabini biiyiik dlciide
etkileyen faktorlerdir.

1.1.2.1.1. Genotip

Endojen faktorler arasinda polen embriyogenezinde calisan aragtirmacilarmn
cogunun da belirttigi gibi genotip 6nemli bir rol oynamaktadir. Bir tiirlin i¢indeki
farkli gesitlerin, anter kiiltiiriinde ¢esitli tepkiler sergiledigi defalarca bildirilmistir.
Ornegin, Triticum aestivum'un 21 gesidinden, haploid doku yalmzca on gesit
anterden elde edilebilirken piringte japonica alt tiirleri indiya alt tiirlerinden daha
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tiretken bulunmustur (Bajaj 1997). Embriyogenezise ("E-taneler", Sunderland ve
Dunwell 1977 veya "P-tanecikleri", Heberle-Bors 1985) girmeye miisait
mikrosporlarin olusumu, sitoplazmik ve niikleer genler arasindaki etkilesim
tarafindan kontrol edilmistir ve ¢evre tarafindan modifiye edilmistir.

1.1.2.1.2.Polen gelisme asamasi

Polen geligme asamasi, anter kiiltiiriiniin basarisimt giiglii bir sekilde etkileyen
karmagik bir faktordiir. Embriyogenik yetenegin gelisme siireci, test edilen tiiriine
baglt olarak farklihik gostermistir, ancak genel olarak endiiktif muamelelere
duyarlilik periyodu, ilk olusumu polen mitozu civarindadir. Polen taneleri depolama
rezervlerini biriktirmeye basladiktan sonra embriyogenik kapasitelerini kaybederler
ve gametofitik gelisim yolunu takip edilmesini saglamislardir (Heberle-Bors 1985).
Telmer (1995), Brassica napus'ta indiiksiyon i¢in en iyi agamalarin, gec polen mitozu
civarmda oldugunu bildirmistir. Nicotiana tabacum'da, biselliiler evredeki polen
taneleri, besin yetersizligi 6n muamelesinde, geng uni-nucleate mikrosporunda ise 1s1
soku kullamldiginda en iyi yaniti vermistir (Touraev, 1996a, b). Mikroskop evresinin,
anter kiiltiirlinde iiretilen bitkinin ploidi diizeyini etkileyecegini bildirmislerdir,
¢linkii bu calismalarda, uni-nucleate evredeki polenlerden elde edilen bitkilerin
cogunlukla haploid oldugu tespit edilmistir. Anterlerin ve polenlerin farkli geligsim
asamalarim belirlemek igin asetokarmin yontemi ve DAPI (40, 6-diamidino-2-
fenilindol dihidrokloriir) floresan boyama kullanilarak optik ve floresan mikroskop
altinda tespit edilmistir. Ancak, ayn1 gelisimin farkli anterleri arasinda oldugu gibi,
farkli gelisim evreleri ve dolayisiyla da homojen olmayan bir baslangic poleni
popiilasyonu gézlemlenmistir (Chen 1985; Vasil 2008).

Sekil 1.1.2.1.2. a. Prunus armeniaca L. anter kiiltiirii b. Clementina hort
embriyogenik polen kaynakli callus ve embriyolarin farkli evrelerde. c. Citrus
anterlerde 3 aylik kiiltiirden sonra dogrudan mikrospor embriyogenezi d. 3
haftalik anter kiiltiirlinden sonra ¢ekirdegin simetrik boliinmesi (Olea europaea
L.) e. Citrus clementina kalp seklindeki polen kaynakli embriyo f. Citrus
clementina Embriyo ¢imlenmesinden elde edilen mikrosporu.

32



1.1.2.1.3. Donor bitkilerde fizyolojik durum ve biiyiime kosullar

P-tanelerinin sayisin etkileyen faktorler,

e Dondr bitkilerin fizyolojik kosullar,

¢ Endojen hormon seviyeleri,

e Anterin dokularinin beslenme durumudur.

Bircok genotipte, anter yanitinda Onemli mevsimsel degisiklikler
gozlemlenmistir. Vasil (2008), yetistirilen bitkilerden elde edilen anterlerin, sera
yetistirmis bitkilerden alinanlardan daha iyi bir yanit verdigini gézlemlemistir.
Buna ek olarak, mevsimdeki ilk flush'tan anterlerin daha duyarli olduklar
bulunmustur. Titiinte, 6n kiiltiir ortaminin etkisi Dunwell (1981) tarafindan
arastirilmigtir ve hem fotoperiyodun hem de 1sik yogunlugunun mikrospor
embriyo ve fidelerin verimini etkiledigini ortaya koymustur. Aslinda, dondr
bitkilerin biiylime kosullar1 ve fizyolojik durumu, a¢ik havada yetistirilen ve
iklimsel (sicaklik, fotopolimer ve 151k yogunlugu), kiiltlirel (budama, sulama,
giibreleme vb.) ve pedolojik kosullar (6zellikle de indiiksiyon ve farklilasma
sirasinda) etkilenen c¢ok yillik bitkilerin anter kiiltiiriinde standardize
edilememesine sebep olmustur (Germana, 2009).

1.1.2.1.4. On muameleler

Birgok genotipte, kiiltiirden 6nce kesip ¢ikarilan tomurcuklara veya anterlere
uygulanan fiziksel veya kimyasal 6n-kiiltiir islemlerinin, sporofitik yolagin tesvik
edilmesi icin bir tetikleyici olarak gorev yapmasi ve boylece verimli polen
gelisimi gozlemlenmistir. Sogutma, yiiksek sicaklik, yliksek nem, su stresi,
anaerobik aritma, santrifiij, sukroz ve azot yetersizligi, etanol, UV-C, mikrotiibiil
yikici ajanlar, elektrostimiilasyon, yiiksek veye orta pH, agir metal aritma gibi
on-islemler 6zellikle anter kiiltiiriinii etkileyen faktorler arasinda yer almaktadir.
Sicaklik soku, polen embriyogenezi gelisimini etkileyen en etkili muamele olarak
kabul edilmistir. Muamele Oncesi optimum sicaklik ve siire, genotipe gore
degisiklik gostermistir (Powell 1975).

1.1.2.1.5. Yiizey sterilizasyonu, anter eksizyonu (kesip ¢ikarma)

Anter eksizyondan Once, yiizeyde bulunan mikroorganizmalarin sterilizasyon
yontemiyle (Etil alkol, sodyum hipoklorit, civa klorlir vb.) arindiriimasi
gerekmektedir.

1.1.2.1.6. Ortam bilesenleri

Mikrospor embriyogenezinin indiiksiyonunda kiiltiir ortamimin bilesenleri
onemli bir rol oynamaktadir. Cesitli genotipler, polen tiirevi bitki olusumunu
baglatmak icin ¢ok farkli bazal ortam gereklilikleri gosterilmistir. Kesilen
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anterlerin beslenme gereksinimleri, izole edilmis mikrosporlardan daha basittir
(Bajaj, 1977; Bajaj, 1990). Anter kiiltiirii i¢in en yaygin kullanilan bazal ortam
N6 (Chu, 1978), MS ortami (Murashige ve Skoog, 1962), ve B5’dir (Gamborg,
1968). Genellikle, Solanaceae igin yar1 kuvvetli MS tuzu karigimlart ve tahillar
icin N6 ortami onerilmistir (Chu 1978). Karbonhidrat kaynagi, ozmotik ve
nutrisyonel etkileri nedeniyle anter kiiltiirlinde embriyo {iretimi i¢in gereklidir
(Powell 1975). Sukroz,anter kiiltiirinde kullanilan, genellikle % 2-4
seviyelerinde en yaygin karbon kaynagidir. Olgun polenlerin tricellular durumda
birakildigt bu tiirlerde (O0rnegin, Gramineae, Cruciferae) yiiksek sukroz
seviyeleri (%6-17) gereklidir (Dunwell ve Thurling 1985); buna karsin olgun
polenlerin iki hiicreli olanlar1 (6rn. Solanaceae) diisiik diizeyleri, drnegin %2-5
gibi, genellikle yararlidir (Dunwell 2010). Sukroz 1siya karsi kararsizdir ve
otoklavlanmis ortam sakkaroz, D-glukoz ve D-fruktoz karisimini igerir (Powell,
1975). Maltoz, ¢ogunlukla indiiksiyon ortaminda 62 g/L'lik bir konsantrasyonda
ve rejenerasyon ortaminda bu miktarin yarisinda arpa anter kiiltiiri igindeki
sukrozun yerine basariyla kullanilmistir. Maltoz, bugday, tritikale, ¢avdar ve
piringten olusan anter kiiltiir ortamina 60 ila 90 g/L. arasinda degisen
konsantrasyonlarda eklenmistir (Dubas, 2010). Fruktoz ve glikozun, Petunia
anter kiiltiirinde polen embriyogenezisini inhibe ettigi gosterilmistir. 18 g/L 'de
laktoz ve 9 g/L 'de galaktoz diizenli olarak clementine anter kiiltiiriinde
(Germana, 2003) kullanilmistir. Sakarozla kombinasyon halinde gliseroliin
clementine'de kallus iiretimi tesvik ettigi bulunmustur (Germana, 2000a). Bitki
biiylime diizenleyicilerin etkileri anter kiiltiiriinde genis capta arastirilmustir.
Birka¢ model tiirii (6rn., Solanaceae'nin ¢ogu iiyesi), indiiksiyon ortamina bir
oksin hormonunun eklenmesini gerektirmez ve basit ortam iizerinde indiiksiyon
meydana gelirsede, biiylime diizenleyicilerin (oksinler, sitokininler veya bir
kombinasyonu) varlig1 énemlidir. Oksin hormonlarinin tiirii ve konsantrasyonu,
2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) uyaran kallus olusumu ve indol-3-
karboksilik asidin mikrospor gelisiminin yolunu belirlemektedir. Direkt
embriyogenezi tesvik eden biiyiime diizenleyicileri indol asetik asit (IAA) ve a-
naftalinasetik asit (NAA)’dir (Armstrong, 1987). Bazen de ortama giberellin ve
absisik asit eklenmistir. Aktive edilmis odun komiiriiniin (0,5-2 g/L) ortama
eklenmesi, mikrospor embriyogenezisinin gesitli tiirlerde etkinligini arttirmigtir
(Bajaj, 1990). Bajaj (1977), bazal besiyeri %2 komiir ile takviye ederek tepki
veren tiitiin anterlerinde %41'den %91'e bir artig elde etmistir. Antioksidanlar ve
aktif komiir ilavesi, bazi genotiplerde fenollerin neden oldugu doku
kahverengilesmesini azalttigi i¢in genellikle yararlidir. Bazi aktif komiir gérevi
goren tiirevler glutamin, kazein, prolin, biyotin, inositol, hindistan cevizi suyu,
giimiis nitrat (etilen antagonisti) ve polivinilpirolidon gibi kimyasallardir (Bajaj,
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1977; Powell, 1975; Achar, 2002). Dahasi, ekzojen alifatik poliaminlerin (KA'lar)
kiiltiir ortamina ilavesi, baz1 Hint bugday cesitlerinde (Guha ve Maheswwar, 1964),
salatalikta (Ashok Kumar, 2004) ve clementine'de (Chiancone, 2006) polen tiirevi
embriyolarin sayisini arttirmigtir.

1.1.2.1.7. Kiiltiir Kosullar

Anter kiiltiirleri genellikle 24-27°C'de, giinde 14 saat ve 2.000 lux/m? inkiibe
edilmigtir. Ancak, her bir deney sartlari icin en uygun kosullarin belirlenmesi
gerekmektedir (Bhojwani ve Razdan, 1983). Isik, in vitro sartlarda polen
morfogenezisinin diizenlenmesinde nemli bir faktordiir. Diisiik yogunluktaki 1s1k
mikrosporlarin embriyogenik gelisimini olumlu etkilemektedir (Foroughi-Wehr,
1982; Bjernstad et Al. 1989). Kiiltiir yogunlugu (kiiltiir kabinin hacmine veya birim
hacim basina medyum basina kaplanan anter sayisi) ve ortam iizerinde eksplant
yerlesiminin anter kiiltiiriinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

1.1.2.2. Morfogenik gelisim, gen ifadesinin yeniden programlanmasi ve
totipotensi

Kiiltiir periyodu siiresince veya muamele 6ncesinde mikrosporlarin gelisimleri
durdurulmustur, olgun bir polen tanesi haline gelmistir, ¢ok hiicreli kallus benzeri bir
yap1 olusturacak sekilde boliinmiistiir veya mikrospor haline gelmistir (MDE).
Morfolojiden gen ekspresyonuna kadar birgok degisiklikler, indiiksiyon sonrasi ve
embriyojenik gelisim sirasinda mikrosporlarin  ayirt edilmesine  olanak
saglamaktadir. Stres ile embriyogenik potansiyel edinimi, strese bagli hiicrenin
yaniti, gametofitik geligsimin baskilamasini, totipotent bir durumun kazanilmasini
veya hiicrelerin sitoplazmik ve niikleer yapilarinin yeniden diizenlenmesi ve
farklilagsmasini beraberinde getirmistir. Morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler,
sitoplazmanin  geniglemesiyle biiyllk bir merkezi oda gerilimi olusturarak
alkalinizasyona dogru bir pH kaymasi icermistir (Huang 1992; Ferrie ve Mollers,
2011; Germana, 2011).). Biiyilkk merkezi vakuole daha sonra radyal olarak
yonlendirilmis sitoplazmik ipliklerle serpistirilmis fragmanlara boliinmiis ve bu
sekilde sitoskeleton yeniden diizenlemelerinin dahil oldugu "yildiz benzeri" olarak
adlandirilan bir yapr elde edilmistir (Gervais, 2000; Obert ve Barnabas, 1991).
Indiiksiyondan sonra, mikrosporlar da meydana gelen degisimler RNA ve
proteinlerin birikimi ile karakterize edilmis ve gen ifadesinde meydana gelen
degisikliklerin stresle iliskili oldugu anlasilmistir. Bir sonraki satha ise, hiicre
duvarlart ile eksin duvar igerisinde ¢ok hiicreli yapilarin (MCS'ler) olustugu tespit
edilmistir.

Raghavan'a (1986) gdre, polen tiirevi embriyo olusumunun 3 farkli yolu:
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1. Vejetatif hiicrenin tekrarlanan boliinmesi (A yolu). Sitokinesiz olmayan
niikleer boliinme ¢ok ¢ekirdekli bir pro-embriyo iiretilmesidir. Embriyo yerine
kallus elde edilmistir.

2. Generatif hiicrenin ya da hem generatif hem de vejetatif hiicrelerin
boliinmesidir (E yolu). Hiicre flizyonu, haploid olmayan kromozom sayilarina
neden olmustur (Sunderland 1974).

3. Mikrosporlarm simetrik boliimmesi (B yolu), ilk polen mitozundan &nce
toplandiginda embriyo olusumunun ana bir yoludur (Pechan ve Smykal,
2001).

Bir yolun digerlerine oranla baskin olmasi, gelisim evresi ve 6n muamele
olarak uygulanan stres tipi gibi farkli faktorlere baghdir (Kasha, 2001).
Sonraki agamada, embriyo benzeri yapilar (ELS), polen mikrosporunun
karsisinda bulunan segmentin kopma noktasi iireme alanina gelecek sekilde
eksine duvardan digan birakilmistir. ELS'yi ¢evreleyen hiicrelerin periklinal
boliinmeleri daha sonra ortaya ¢ikmig ve epidermis farklilagmasina yol
acmustir. Kallus ve embriyolar elde edildiginde bile, bitkilere doniismeleri
kacmilmaz bir sonu¢ degildir. Indiiksiyon oranmn yiiksek olmasi
durumunda bile diisiik rejenerasyon oranlarina iliskin ¢ok sayida galisma
bulunmaktadir (Dubas, 2010). Genel olarak, kallus kullanimi bitki
rejenerasyon oranini artirmistir ve bu da gametoklonal varyasyon sansini
artrmugtir.  Genotipe bagli olarak, embriyogenik mikrosporun ilk
boliimlerinde ve daha Onemlisi bir niikleer flizyon mekanizmasiyla
(Gonzalez-Melendi, 2015) haploid genomun g¢ogalmast gozlemlenmistir
(Kasha 2003). Gametofitikten embriyogenik yola geciste genis bir gen
ifadesinin diizenlenmesi, birincil metabolizma ile ilgili genlerin yukari
regiilasyonu ve lipidlerin, karbonhidratlarin ve proteinlerin biyosenteziyle
saglanmustir. Global olarak, farkl sekilde ifade edilen genlerin ¢ogu ii¢ ana
kategoriye ifade edilir:

1. Strese hiicresel tepkinin 1s1-sok proteinleri (HSP'ler) senteziyle,

2. Gametofitik programin bastirilmast (Sitoplazmik temizleme, natiirmort
biyosentezinde ve birikiminde rol oynayan genlerin asag1 regiilasyonu),

3. Embriyogenik programin ekspresyonudur (simetrik bdoliinme, dis tabaka
icinde rastgele yonlendirilmig boliimler, kutuplagma olusumu ve protoderm
olusumu).

1.1.2.3. Rejenere olmus bitkilerin karakterizasyonu: Ploidi analizi

Rejenere olmus bitkilerin kdk uglart kullanilarak sitolojik yontemle kromozom
sayilar tespit edilmistir. Ploidi seviyesi, akim sitometri (flow sitometri) analiziyle
daha kolay degerlendirilmistir. Ploidi seviyesi, stomatal koruyucu hiicrelerdeki
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kloroplast sayilarina ve plastid boyutlarina dayanan dolayli yontemlerden biridir
(Lee, 2011; Yuan, 2011). In vitro anter kiiltiirii ile sadece haploidler veya DH'ler
elde edilmez ayrica, non-haploid (diploid, triploid, tetraploid, pentaploid,
hexaploid) embriyolar ve bitkiler elde edilmistir (D'Amato, 1977; Dunwell,
2010). Anter kiiltiiriinden rejenere edilen triploidler, Datura innoxia, Petunia
hybrida ve g¢esitli meyve tiirlerinde tespit edilmistir (Germana, 2006, 2009).

Bazi durumlarda, haploid olmayanlarin kokeni vejetatif ve gametatif
¢ekirdekler arasindaki eksik hiicre duvari olusumundan kaynaklandigi
goriilmiistiir. Polen tilirevi bireylerin haploid genomunun c¢ogaltilmasi,
endoreduplikasyon niikleer fiizyon ve c-mitoz (kolsisin muamelesinden sonra
gerceklesen mitoz) olmak {izere ii¢ mekanizma ile ortaya ¢iktig
diistiniilmektedir; triploidler ise endoreduplikasyon sirasinda ortaya g¢ikan bir
siiregten kaynaklanmaktadir. Haploid kallus ve embriyolarda ortaya c¢ikan
spontan kromozom ikiye katlanmasi nedeniyle, ploidi seviyesi analizi her zaman
polen kaynakli bitkileri tanimlanamaz. Aslinda, anter kiiltlirii birgok genotipte
somatik embriyo ve bitki klonal yayilimi elde etmek icin de kullanilmistir
(Germana "2003, 2005).

1.1.2.4. Rejeneratiflerin karakterizasyonu: Homozigotluk tespiti

Homozigotlugu tespit etmek igin, izozim analizleri, rastgele cogaltilmig
polimorfik DNA (RAPD) markérleri ve mikrosporlar kullamlmistir. izozim
teknikleri, donor bitkinin diploid durumunda enzim heterozigotik oldugunda
androgenetik ve somatik dokunun ayirt edilmesi saglanmistir ve rejenere olmus
bitkilerde alleldeki eksikligin gosterilmesi saglanmistir. [zozim analizleri, armut,
elma ve turuncggil kalluslarinda ve fidelerinde gametik orijinini dogrulamak i¢in
kullanilmistir (Germana “2006).

1.1.2.5. Haploidi durumunda kromozom katlanmasi

Kromozom katlanmasi, in vitro anter kiiltiirii sirasinda kendiliginden de
olusabilir ya da mikrosporlarin genotipi, gelisim evresi ve 6n muamele tipiyle de
olusabilmektedir. Diisiik katlanma yiizdesine sahip olan tiirler igin, in vitro
sartlarda kiiltiire alinmig anterlerden, homozigot ¢ift katli haploid bitkilere
doniistirmek i¢in en yaygin kullanilan anti-mikrotiibiil ajan kolsisindir.
Kolsisinin disinda oryzalin ve trifluralin gibi diger ajanlarda kullanilmistir
(Castillo, 2009).

1.1.2.6. Haploidlerin ve DH'lerin iiretimi icin anter Kkiiltiiriiniin ilerlemesi
Bitkilerde yapilan DH arastirmalarinda birgok tiir incelenmistir, ancak hepsi
icin haploid bitkiler elde edilmemistir (Guha ve Maheshwari, 1964; Kasha ve
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Maluszynski, 2003). Bu yaklasimin basarili olmasi igin bitki 1slah programlari
kullanilmigtir. Bitki 1slah programlart i¢in, en sik ¢alisilan bitkiler (arpa, bugday,
tritikale, musir, piring ve kolza tohumlar1) kullanilarak anter kiiltiirii protokolleri
gelistirilmistir. Sebze, meyve, siis, odunsu ve tibbi tiirlerde 6nemli gelismeler
saglanmis olsada, ¢ogu cevabin diisiik seviyede kalmasina ragmen baklagil
tiirlerinde haploid ve DH iiretimi yiiksek seviyededir (Dubas, 2010).

1.1.2.7. Bitki 1slahinda genetik ve fonksiyonel genomiklerde haploidlerin
ve DH'lerin uygulamalari

Bitki 1slahgilar1, bitki biyolojisi ve genetiginin cesitli teorik ve pratik
yonlerinin haploidi teknolojisinden yararlanabilecegi bilgisine dayanan DH
teknolojilerinin avantajlarini uzun zaman 6nce fark etmistir (Forster ve Thomas
2005). Mahsul veriminin ve kalitesinin iyilestirilmesi i¢in, DH hatlan
kullanilarak diploid veya allopoliploid tiirlerde homozigotluk elde edilmesi
amaglanmistir. Boylece bir lireme programinda birkag kusag: tasarruf etmis ve
F1 hibridleri i¢in yeni homozigot ¢esitler veya ebeveyn hatlart iiretilmistir. Sebze
mahsullerinde DH'lerin baglica kullanim alanlarindan biri, ebeveynlerin
kullanilarak F1 hibrid tohum iiretilmesidir. Se¢ilmis homozigot erkekler ve
disiler arasindaki ¢aprazlamalar sonucu hibrid iirlinler ebeveynlere benzemezler.
F1 bitkileri, cogunlukla, ebeveynler ile karsilastirildiginda verimde dramatik bir
artiy olmustur ve buna melez azmanhigi (heterosis) denmistir (Kasha, 2001).
DH'ler, homozigot hatlardaki hibrid performansin "sabitlenmesini" denemek ve
melez tohum iiretiminin basamagini onlemek icin benzersiz bir sistem
saglanmaistir. Homozigot DH'ler, odunsu bitkilerde genetik ¢alismalar ve bitki
1slahi i¢in yeni firsatlar da sunmustur. Haploidleri bitki gelisimi i¢in kullanmanin
bir diger yontem ise kiiltiire alinmis gametik hiicrelerden yenilenmis bitkiler
arasinda gozlemlenen yapilarda morfolojik ve biyokimyasal karakteristiklerden
olusan "gametoklonal varyasyon" 'dur (Evans, 1984). Farkli varyasyon
kaynaklari, hiicre kiiltiirii prosediirleri, yeni genetik varyasyonlar, kromozom
ikiye katlama prosediiriiniin neden oldugu yeni varyasyon ve diploid seviyede
indiiklenen yeni varyasyon gibi gametoklonal varyasyonlarla agiklanmistir ve
heterozigotluk gostermistir (Li, 2012). Anter kiiltiiriiyle elde edilen triploid
bitkiler, tiiketicilerin arzuladig1 c¢ekirdeksiz meyvelerin iiretimine olanak
saglayarak biiyiikk bir ticari potansiyel olusturmasina yardimeci olmustur.
Haploidler ve DH'ler, firiin 1slah programlarinin etkinliginin arttirllmasina ek
olarak, mutasyon calismalari, gen haritalama ve genomik gibi calismalarda
yararlt olmustur. Ekonomik agidan énemli 6zellikleri sahip biiyiik genlerin ve
niceliksel 6zellik lokuslarinin (QTL'ler) yeri hakkinda giivenilir bilgi edinmek
icin milkkemmel materyal saglamistir (Dwivedi, 2015). Mikrospor
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embriyogenezisi sirasinda in vitro segilim, istenilen mutant 6zellikleri igin etkili
ve erken tarama prosediirii kullanilarak zamandan ve is giiclinden tasarruf
edilmistir. Transformasyon protokollerinde, mikrospor embriyogenezinin ve
rejenerasyonun her asamasinda hiicrelerin veya haploid embriyolarin yani sira tek
hiicreli mikrosporlarinda, transgen i¢in homozigot olan dogrudan DH bitkileri
elde etmek amaciyla, gen aktarimi i¢in alic1 gen olarak kullanilmistir. Kullanilan
transformasyon yontemleri:

e Mikroenjeksiyon,

e Elektroporasyon,

e Partikiil bombardimani,

o Agrobacterium tumefaciens aracili transformasyondur (Ferrie ve Mollers,
2011; Germana, 2011). Ustelik DH'ler, arpa, piring kolza tohumu ve
bugday gibi ¢esitli tiirlerde kromozom haritalar1 olusturulmasinda énemli
bir yere sahiptir (Forster ve Thomas 2005).

Mikrosporlar, aym1 zamanda haploid hiicreler, dokular, organlar ve
eksplantlar hem kimyasal hem de fiziksel mutajenlerin uygulanmasini igeren
protokollerde mutajenik uygulamada hedefi olarak kullanilmigtir. DH sistemleri,
ozellikle mutasyona ugramis olan bitkilerin resesif oldugu tespit edilmis ve
mutajenik uygulama ikinci veya igiincii (M2 veya M3) nesillerde ortaya
cikmistir. Mutant g¢esitlerinin yaklagik %30'unda arzu edilen mutant alellerin elde
edilmesiyle capraz islah programlar1 gelistirilmistir. Genellikle biyotik ve
abiyotik strese direngli, daha yiiksek verim ve kaliteye sahip yeni ¢esitlerin
gelistirilmesi saglanmistir.

1.2. Ginogenesis: Bitki yetistiricileri icin 6nemli bir arac

Ginogenesis, haploid bitkiler iretmek i¢in en az kullanilan yontemdir (Forster,
2007). Ginogenesis, in vitro sartlarda yumurtaliklar veya oviiller gibi
dollenmemis gametlerin kiiltiiriinden olugsmustur, ancak zaman zaman g¢igek
tomurcuk kiiltiirii i¢inde kullanilmistir. Ginogenesis i¢in disi gametlerin veya
cicek tomurcuklarinin olgunlagmamig tohumdan 6nce toplanmasi onerilmistir.
Bununla birlikte, toplama, erkek steril veya kendi kendine uyumsuz tiirler i¢in
herhangi bir zamanda yapilmasina olanak saglanmistir. Toplanma amaciyla,
mikrosporlarin evresi, disi gametlere gore kesin zamani belirlemek igin
milkemmel bir gostergedir. Sterilize etmek igin genellikle ylizey sterilizasyonu
prosediirleri androgenez tekniklerine benzer sekilde kullanilmistir. Sterilizasyon
stiresi ve ajani tilirden tiire farklilik gostermistir. Ginogenez yoluyla haploid
iiretmek icin en yaygin kullanilan besiyeri katidir. Ginogenik basariy1 etkileyen
en onemli faktorler uygulama zamani ve uygulama dozudur. Ginogenezise
etkileyen baslica faktorler:
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Genotip,

Disi gametofit veya embriyo kesesinin gelisim evresi,
On muamele,

Ortam bilesenidir.

bl ol e

1.2.1. Genotip

Ginogenez yoluyla haploid {iretimi, kullanilan genotip tiiriine baghdir ve
tiirden tiire biiyiik Olciide degiskenlik gostermektedir. Indiiksiyon cevabi
(embriyolarin sayisi), dondr bitkisinin biiyiimesi ve gelisme kosullan ile disi
gametofitlerin kalitesine de baglidir. Piring (Rongbai, 1998), sogan (Bohanec,
1995) ve bugdayda (Mdarhri-Alaoui, 1998), haploid {iretiminin ginogenik
basarist ile ilgili genotipik degisiklikler iyi sonuglanmistir. Cesitli kokenli sogan
genotiplerinde degisken ginogenik endiiksiyon frekansi, 10 ¢esit Polonyal1 ¢esit
(Javornik, 1998) arasinda %0-10, 22 Avrupa katiliminda %0-17 arasinda
(Geoffriau, 1997) ve 39 Japon ve Amerika liyeligi arasinda %0-22 arasinda
degisiklik gostermistir (Bohanec ve Jakse, 1999).

1.2.2. Disi gametofitin gelisim evresi

Indiiksiyon igin toplama ile ilgili disi gametofitik (yumurta veya yumurtalik)
kesin asamasi tespit etmek zordur. Oviiller indiiksiyonu, mikrospor araligi veya
olgunlagmamis tohum asamasinda ya da birkaginda kizariklik tomurcugunun
gelisim evresi veya oviillerin dogrudan gdzlenmesi gerceklestirilmistir.
Neredeyse olgun embriyo kesesi ginogenezis silirecini baslatmak i¢in iyi bir igaret
olarak diisiiniilmiistiir (Gemes-Juhasz, 2002; Keller ve Korzun, 1996); bununla
birlikte, embriyo kesesinin tam asamasini belirlemek igin iyi egitim almig ve
yetenekli bir bitki embriyologa ihtiya¢ vardir. Embriyo kesesi, yumurta hiicresi,
iki kutup c¢ekirdegi, antipodal hiicreler ve sinerjitlerden olusmustur Cogu
durumda, piring ve arpada yumurta hiicresi haploid embriyoyu olusturmustur
(Zhou, 1986; Noeum, 1976).

1.2.3. On muamele

Cicege ait organlar 6n muameleye tabi tutulmustur ve bu da disi
gametofitlerdeki sporofitik gelisim siirecini uyarmak i¢in 6nemli bir faktdr olarak
diisiiniilmiistiir. Androgenik yontemlere benzer sekilde, aclik, 1s1 veya soguk
soklar, stres kosullarim aktive etmek icin tek bagina veya birbirleriyle
kombinasyon halinde verilmektedir. Bununla birlikte, siire dncesi, siiresinin tiirii
ve seviyesi tiirden tilire farklilik gostermistir. Piringte, 8°C'de 6-14 giin siireyle
soguk muamele, embriyogenik yanit1 daha fazla arttirmigtir (Rongbai, 1998).
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1.2.4. Medyumun b ileseni

Medyumun bileseni, ginogenezin bagart oranin1 dnemli derecede etkileyen
kritik bir faktordiir. Medyum bilesenleri sadece yenilenme ve indiiksiyon evreleri
icin degil aym zamanda bitkiler arasinda da farklilik arz etmektedir. Yenilenme
evresinin ortami, biliylimeyi tesvik etmek i¢in biiylime hormonu gerektirirken,
bazen diisiik konsantrasyonda bazen de herhangi bir biiylime hormonuna ihtiyag
duyulmaz. MS, Miller, N6 ve BS ile biiylime diizenleyicileri, karbonhidrat ve azot
kaynaklarinda kiigiik degisiklikler yenilenme evresinde 6nemli bir yere sahiptir.
En fazla kullanilan karbonhidrat olan sukroz ve ortamdaki konsantrasyonu 58 ila
348 mM veya %?2 ila 12 arasinda degismektedir (Juhasz, 1997; Mdarhri-Alaoui,
1998). Ortamda %6'lik konsantrasyonda sukroz, bugday ginogenezinde
embriyolarin  sayisin1  arttirmigtir  ve somatik biiyiimeyi engellemistir
(Mukhambetzhanov, 1997); ancak yiiksek konsantrasyonu karanfilde faydali
olduguna inanilmakta ve kabaktaki embriyolarin frekansi {izerinde olumsuz bir
etkisi bulunmustur (Sato, 2000). Ote yandan, az sayidaki tiirde, maltozun
aktivitesi sukrozdan daha fazla oldugu tespit edilmistir (Cordewener, 1995).
Genomik haploid {iretimi i¢in sitokinin ve oksin ¢ogunlukla cesitli mahsul
tiirlerinde kullanilmistir ancak poliaminlerin biiyiime hormonlarina kiyasla ¢ok
daha iyi sonug verdigini gézlemlenmistir (Martinez, 2000).

1.3. Partenogenez

Partenogenez yoluyla haploid bitki iiretimi, embriyo kesesinde yumurta
hiicresinin sperm ¢ekirdegi katilimi olmadan kiiltiirle alinma seklidir. Palmer ve
Keller (2005) partenogenezin ginogenezisden ayiran 6zellik, ‘endosperm normal
gelisimini ve embriyo olusumunu in vivo sartlarda gerceklestirmesidir”" ancak
ginogenez durumunda, endosperm zamanla dejenere olmustur ve embriyonun
laboratuvar kosullarinda canliliginin devam ettirilmesi gerekmektedir. Chase
(1949), partenogenez yoluyla misirda iki misli haploid DH iiretmistir ve tireme
programinda bu haploidler kullanilmistir. Misir haploid bitkilerinin scutellar
bogumunda bir kolsisin enjeksiyonu kullanarak kromozom g¢ogalmasini takip
eden diploidlerden haploidleri (renksiz) ayirmak i¢in polenatorde (tozlastiricida)
bir renk genetik markorii (baskin mor) kullamilmigtir. Partenogenez nadiren
dogada goriilmiistiir, bu nedenle, diploidleri ve haploidleri ayirt etmek zordur.
Bordes ve digerleri (1997) tarafindan elmada partenogenezi ayirt etmek igin
genetik markdrlerde polinatdrler (tozlastiricilar) kullanilmistir. Partenogenezin
indiiksiyonu genellikle 1sinlanmis polen, 1s1l islem ve gametosidal kimyasallar
kullanilarak yapilmistir. Mathur ve digerleri tarafindan (1980) misirda polene
1siyla muamele edilmesiyle haploid tiretiminde basariya ulagilmigtir.
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1.Molekiiler Biyomimetik ve GEPI Peptitleri

Molekiiler biyomimetik dogada molekiiler seviyede gerceklesen siirecleri
izleyerek, benzer sistemleri olusturmayir ve fonksiyonel sistemler kurmayi
amaglayan yaklagimdir. Bu yaklasim dogrultusunda, canlilarin milyonlarca yil
stiren evrimsel siireclerle elde ettikleri yararli fonksiyonlarin gozlenmesi ile
benzer fonksiyonel sistemler laboratuvar ortaminda elde edilebilir. Molekiiler
biyomimetikin temelinde kati1 ylizeylere 0zgiil olarak baglanabilen ve
inorganiklerin sentezlerini, olusumlarimi1 ve montajlarm kontrol edebilen
peptit/proteinlerin belirlenmesi ve uygulamalarda kullanilmasi yatar. Bu
peptit/proteinler sonug olarak elde edilecek hibrit kompozit sistemin pargasi
olacaktir (Sarikaya vd., 2003; Tamerler vd., 2007; Sarikaya vd., 2004).

Genetik olarak modifiye edilmis inorganige baglanabilen peptitler (GEPI-
Genetically Engineered Peptites for Inorganics) (Sarikaya vd., 2004) olarak
adlandirilan bu tiir inorganik baglayici peptitlerin elde edilmesi igin
kombinatoryal biyolojik teknikler yaygin olarak kullanilmaktadir (Sarikaya vd.,
2003; Naik vd., 2002). Sayisiz inorganik malzemeye oOzgiil peptit dizileri
tanimlanmigtir. Malzemeler arasinda soy metaller, 6rnegin altin (Brown vd.,
2000; Hnilova vd., 2008), giimiis (Naik vd., 2002; Hnilova vd., 2012) ve platin
(Seker vd., 2007); oksitler, 6rnegin Si0, (Oren vd., 2007), ZnO (Thai vd., 2004),
Cu20 (Thai vd., 2004) ve TiO, (Yazic1 vd., 2013); mineraller, 6rnegin HA
(Gungormus vd., 2008), kalsit (Gaskin vd., 2000) ve safir (Krauland vd., 2007);
yar1 iletkenler, 6rnegin GaAs (Whaley vd., 2000), ZnS ve CdS (Lee vd., 2002);
yani sira polimerler (Sanghvi vd., 2005) sayilabilir.

Kati yiizeylere 0zgiil olarak baglanabilen bir¢ok peptidin belirlenmesi ile
birlikte ¢ok cesitli alanlarda uygulamanin 6nii agilmistir. Bunlar arasinda, ylizey
islevsellestirme (Sarikaya vd., 2003; Khatayevich vd., 2010; Tamerler vd.,
2010), biyomineralizasyon (Gungormus vd., 2008), doku miihendisligi
(Tamerler vd., 2010) ve rejeneratif tip (Kretsinger vd., 2005) sayilabilir.
Genetigi degistirilmis peptit bazli ve protein bazli materyallerin 6zgilligii ve
tanmima fonksiyonlar1 bu nedenle nanoteknolojide iki/cok fonksiyonlu molekiiler
yapilar ve cihazlar tiretmek ve yeni pratik sistemlerin iiretilmesi i¢in yapi taslari
olarak kullanilmistir (Brown, 2001; Kacar vd., 2009; Sarikaya vd., 2003).

2.Afinite Etiketleri ve Kat1 Yiizeylere Baglanabilen Peptitlerin Protein
Saflastirma Etiketi olarak Uygulamalar

Kati yiizeylere baglanan peptitlerin olasi uygulama alanlarindan biri, hiicre
ekstraktindan istenen proteinin saflastirilmasi amaciyla peptidin etiket molekiilii
olarak kullanilmasidir.
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Afinite Etiketleri: Afinite etiketleri, rekombinant proteinlerin hiicre
ekstraktindan saflagtirilmasi amaciyla sik¢a kullanilan ve 6zellikle tek adimda
saflastirmaya olanak saglayarak protein saflastirma alaninda devrim yaratan
molekiillerdir. Afinite etiketleri genellikle ekspresyon hedeflerinin N- veya C-
terminaline eklenir ve kisa peptitlerden ¢ok daha biiyiik tiim proteinlere kadar
cok cesitli ornekleri vardir. Ozellikle son 30-40 yil iginde gesitli proteinler,
protein bolgeleri ya da peptitler afinite etiketleri olarak gelistirilmis ve protein
saflastirma amaciyla kullanilmistir. Ornegin, heksahistidin etiketi (His-tag)
(Hochuli vd., 1987), glutatyon S-transferaz, maltoz baglayic1 protein (Smith vd.,
1988), FLAG etiketi (Einhauer wvd., 2001), kalmodulin baglayic1 peptit
(Vailancourt vd., 2000) gibi peptit epitoplari, Strep-tag veya Streptag II
(Schmidt vd., 1993) ve biotin alic1 peptidin (Schatz, 1993) tiimii, hiicreden
proteinlerin saflastirilmasi i¢in etiket sistemi olarak yaygin olarak kullanilan
etiketler arasindadir.

Etiket peptit/proteinleri sayesinde hemen hemen her proteinin hiicre
ekstraktindan yiiz hatta bin kat saflastirilmasi gerceklestirilebilir. Uygulama
sirasinda niikleik asidi veya diger hiicresel materyali c¢ikarmak i¢in ©6n
saflastirma adimlarina gerek yoktur. Basit deneysel prosediir ve hafif eliisyon
kosullar1 ve bazi etiket sistemleri igin verim, ¢ozinirlik ve hatta fiizyon
ortaklarinin katlanmasi {izerindeki olumlu etki, etiket sistemleriyle ilgili onlar
yliksek oranda ozellestirilmis prosediirlerin oldugu geleneksel kromatografiye
gore tercih edilebilir kilan giiclii niteliklerdir.

Protein saflastirma amacli kullanilan afinite etiketlerinin bir kismi kati
ylizeylere baglanabilen (solid-binding) peptitlerden olusmaktadir. Bu peptitler,
yapt veya islevi etkilemeden inorganik veya sentetik arayiizlere baglanma
yetenegi kazandirmak icin proteinlere eklenebilen kisa amino asit dizileridir.
Peptitler secicilik gosterir (yani, daha az 0zgiil ortaklardan ziyade yliksek
oranda 6zgiil baglanma ortagina baglanir) ve metaller ve metal oksitler, yari
iletkenler, karbon bazli malzemeler ve hatta polimerler gibi cok sayida
malzemeye kovalent olmayan etkilesimler yoluyla yiiksek afinite ile baglanirlar
(Hochuli vd., 1987; Smith vd., 1988). Baglanma, cesitli ¢evresel kosullar
altinda ve ek bir kimyasal reaksiyona gerek kalmadan gergeklesebilir (Smith
vd.,, 1988). Ayrica, kati ylizeye baglanabilen peptit aracili baglanti,
islevselliklerini etkilemeden hareketsizlestirilmis proteinlere/peptitlere yonsellik
(directionality) ve yonlenme (orientation) saglar (Smith vd., 1988). Bu nedenle,
proteinlerin dogal veya sentetik materyaller iizerinde tek bir adimda
saflastirilmasina ve immobilizasyonuna izin verirken, geleneksel kimyasal
immobilizasyon yontemlerine “yesil” ve verimli alternatifler olarak goriiniirler.
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Silika yiizeye baglanan Car9 peptidi (Soto Rodriguez vd., 2017; Coyle ve
Baneyx, 2016), demir oksit nanopartikiillere baglanabilen Glu6 peptidi
(Schwaminger vd., 2019), +2 yiiklii Ni iyonlarina baglanabilen modifiye Histag
(Blank Shim vd., 2017), demir pargaciklara baglanabilen MagR biiyiik peptidi
(Jiang vd., 2017), zeolite baglanabilen pSN6 peptidi (McCarthy vd., 2018),
silikaya baglanabilen Sitag peptidi (Takeshi vd., 2011) son donemde gelistirilen
ve var olan kat1 yiizeylere baglanarak peptid etiket amacl kullanilabilen
peptidlere 6rnek olarak sayilabilir.

3. Molekiiler Biyomimetik Yaklasimlarla Peptit Etiketlerin
Gelistirilmesi

Molekiiler biyomimetik alaninda kullanilan teknikler yoluyla hedef olarak
belirlenen kati yiizeylere-inorganiklere secici olarak ve yiiksek afinite ile
baglanabilen peptitler belirlenebilir ve bu peptitler en temel uygulama alan
olarak protein saflagtirma amaciyla peptit-etiket olarak degerlendirilebilir.

GEPI’lerin belirlenmesi: Kat1 yiizeylere 0zgiil ve yiiksek afinite ile
baglanabilen peptitlerin belirlenmesi amaciyla izlenecek iki asamadan olusan
yaklagim daha Ozgiil ve afinitesi yiiksek peptidlerin belirlenmesine olanak
verecektir. Oncelikle, kombinatoryel biyolojik teknikler (faj gdsterim, hiicre
ylizey gosterim metodlar1 vb.) yoluyla istenilen inorganik malzemeye 06zgiil
peptitler bulunur ve baglanma dereceleri siniflandirilarak optimize edilir.
Devaminda ise, deneysel verilerden elde edilen bilgiler 15181inda, biyoinformatik
yontemler ve benzerlik analizleri yoluyla daha iyi baglanabilen peptitler elde
edilir ve bu peptitler de test edilerek baglanabilirligi kontrol edilir (Oren vd.,
2007).

Kombinatoryal biyoloji yontemleri, faj gosterim yontemi: 2018 Nobel
Kimya Odiilii, evrimle ilgili iki konu arasinda paylagilmistir. Odiiliin yarist
"enzimlerin yonlendirilmis evrimi" calismalar1 nedeniyle Frances H. Arnold'a
verilirken, diger yaris1 ise "peptit ve antikor temelli faj gdsterim yontemi”
calismalari nedeniyle George P. Smith ve Gregory P. Winter arasinda
paylasilmistir (URLT).

Faj gosterim yontemi ilk olarak 1985 yilinda George Smith tarafindan
peptitlerin bakteriyofaj kilif proteinleri lizerinde gosterimi amaciyla gelistirilmis
ve teknik daha sonra bakteriyofaj kilif proteinleri {izerinde antikor parcalarinin
gosterilmesi (ifade edilmesi) amaciyla Gregory P. Winter tarafindan modifiye
edilmistir. Hedefe 6zgii peptitleri veya antikor parcalarini segmek icin belirli bir
ornek hedef i¢in biiyiik peptit/antikor kiitiiphanelerinin tarandig1 yaygin ve etkili
sekilde kullanilan bir yontemdir (Marr vd., 2011).
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Faj gosterim yontemi glinimiize kadar bircok calismada farkli organik veya
inorganik hedef numunelere 6zgiil binlerce peptit/antikor fragmani belirlenmesi
amactyla kullanilmistir (Rojas vd., 2014). Faj gosterim yontemi kullanilan
ornek caligmalar arasinda; protein-protein etkilesimlerinin incelenmesi (Kiewitz
vd,. 1997; Caberoy vd., 2010), enzim-substrat etkilesimleri, enzimolojide
katalitik bolge ve aktivatdr-inhibitor tayini (Benhar vd., 2001; Diamond vd.,
2007), proteomik, ila¢ salinim1 ve hiicre i¢i siirecler i¢in hedeflenen antikorlarin
belirlenmesi (Smith vd., 1997; Benhar vd., 2001; Bratkovic vd., 2010), hiicre
ylizeyi reseptor yapisi i¢in agonistlerin ve antagonistlerin saptanmasi (Deshayes
vd., 2002; Koolpe vd., 2005), inorganik ylizeylere baglanabilen peptitlerin
secimi (Whaley vd., 2000; Tamerler vd., 2007), insan kok hiicresine o6zgi
peptitlerin se¢imi (Bignone vd., 2016] ve mide kanseri hiicresine 6zgii peptitler
(Sahin vd., 2018) 6rnek olarak verilebilir.

Faj gosterim yonteminin temelinde, kullanilan bakteriyofajin fenotip ve
genotipi arasinda kurulan baglanti yatar. Bakteriyofajin genomuna eklenen
rastgele peptit dizileri bakteriyofajin yiizeyinde bulunan proteinler {izerinde
ifade edilir. Kisaca, genotipte gerceklesecek bir degisikik dogrudan fenotipte
gozlenecektir.

Yontem i¢in kullanilan bakteriyofajlar filamentdz/ipliksi faj ailesine dahildir
ve konak hiicre olarak farkli gram negatif bakterileri kullanir. Yaygmn olarak
kullanilan M13 bakteriyofaji cubuk benzeri bir viriistiir ve 6 nm'lik capa ve ~
900 nm uzunlugu sahiptir. Genom tek iplikli DNA'dir ve 5 farkli protein tiirii ile
paketlenir. Yaklagik 2800 pVIII ana kilif proteini viriisii bir ugtan diger uca
cevrelerken, plll ve pVI proteinlerinin bes kopyast bir ucu sonlandirir ve pVII
ve pIX proteinleri diger ucu kapatir [Deutscher vd., 2010) (Sekil 1).

plll pVIII pVii

~6nm

~ 900 nm

Sekil 1: M13 bakteriyofajin sematik diyagrami; 6407 niikleotid uzunlukta
dairesel ssDNA'y1 ¢evreleyen 2800 kopya pVIII major kilif proteini ve bir ugta
pll, pVI proteinleri ve diger ucta pVII ve pIX proteinleri olmak iizere her
mindr kilif proteininin 5 kopyasindan olusan protein kilif.

Faj gosterim peptit kiitiiphaneleri, kisa peptitleri (7-12 amino asit
uzunlugunda kisa peptitler) veya nispeten daha biiyiik antikor parcalarini ifade
etmek i¢in hazirlanabilir. Peptitler, monoklonal antikorlara ve biiyiik protein
ligandlarina gore kiiciik boyut, sentez kolayligi, tiimor taramasi kolayligr ve
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yiiksek biyouyumluluk dahil olmak {izere bir¢cok avantaja sahiptir. Ek olarak
peptidin  afinitesi, yiikii, hidrofobikligi ve stabilitesi kimyasal olarak
degistirilebilir (Sun vd., 2012).

Belirli bir hedefe baglanma afinitelerine dayali olarak hedefe ozgiil
peptitlerin izolasyonu icin, faj kiitiiphanesi hedef molekiil ile biyopanning veya
afinite zenginlestirme olarak adlandirilan 3-5 dongii icin inkiibe edilir (Parmley
vd., 1988) (Sekil 2). Ilk olarak, 6zgiil faj klonlarmni yakalamak igin peptit faj
kiitiiphanesi istenen hedef numuneye (antijen, hiicre, doku, vb.) maruz birakilir.
Daha sonra, segici olmayan veya diisiik afiniteli baglanan faj klonlan
tekrarlanan yikama asamalari ile elimine edilir ve kalan gii¢lii baglanan klonlar
ayrigtirilir ve nihayet geri kazanilan fajlar uygun konak bakteriler kullanilarak
cogaltilir. Bu siire¢ bir biyopanning dongiisiidiir ve son amplifiye faj havuzu,
ikinci panning i¢in faj kiitliphanesi olarak kullanilir. Her biyopanning
dongiisiinden sonra, 6zgiil ve yliksek afinite ile baglanan faj klonlarmin hedefe
orani artarken (zenginlestirme) faj ¢esitliligi azalir (Deutscher vd., 2010).

- M 6 P

S 1 Sekans analizi
Peptid  Faj ge'“arf"‘ an S
Kiitiiphanesi 5 -5 defa ]

Hedef uuuuuuuuuuu 2 Ul 2 :;,
ik Baglanma
thama I E.coli’de ¢ogalt
@ 3 -
- Eliisyon
&
..... i OO OTS PToToTo

Her dongiide azalan cesitlilik, artan spesifiklik

Sekil 2: Faj gosterim teknigi biyopanning dongiileri; istenen hedefe
baglanan fajlarin secilmesi amaciyla faj peptid kiitiiphanesinin hedef ile
inkiibasyonu, yikama ve eliisyon adimlari sonucu iyi baglanan faj klonlarinin
belirlenerek peptid dizi bilgilerinin elde edilmesi.

Hesaplamali Secim Metodolojisi, Deneysel Bilgiyi Biyoinformatik ile
Birlestirmek: Faj gosterim yontemi kullanilarak elde edilen peptitlerin hedefe
ozgiillik ve afiniteleri karakterize edilir ve segilen en iyi peptidler
uygulamalarda kullanilabilir. Bu peptitler baslangic faj kiitiiphanesi i¢inde ifade
edilmis ve biyopanning dongiileri sonucunda secilerek ortaya c¢ikmis faj
klonlarinin iizerinde ifade edilmektedirler. Bu yaklasima ek olarak, biyopanning
dongiileri sonucu elde edilen deneysel bilgi hesaplamali yaklagimlar yoluyla
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islenerek ayni hedefe daha 6zgiil ve yiiksek afinite ile baglanabilen teorik peptit
dizilerinin dizayni i¢in kullanilabilir. Bu yaklagim dogrultusunda peptitler
deneysel olarak secilir ve malzeme baglama afinitelerine gore giiglii, orta ve
zay1f olmak tizere ii¢ dizi kiimesinde gruplandirilacak sekilde karakterize edilir.
Daha sonra, bu deneysel bilgi dizi hizalama yontemleri (Needlema vd., 1970;
Smith vd., 1981) ve standart puanlama matrisleri (Henikoff vd., 1992; Dayhoff
vd., 1978) ile birlestirilerek baglanmadan sorumlu 6zgiil kaliplarin1 hesaba
katan malzemeye 6zgii yeni dizi puanlama matrisi gelistirmekte kullanilir (Oren
vd., 2007). Boylece, de novo yap1 tahminleri yapilabilir ve son olarak, istenen
afinite ve Ozgllliik icin ayarlanmis GEPI'ler gelistirilebilir. Yiiksek afiniteli
GEPI'ler tasarlamak icin rastgele diziler olusturulabilir ve puanlama matrisleri
kullanilarak dizi benzerlikleri deneysel olarak bilinen giiclii baglanma
dizileriyle karsilastirilabilir. Coklu inorganik malzeme tanima ve baglama
islevlerine sahip GEPI'lerin se¢imi igin farkli malzemeye 0Ozgii matrisler
birlestirilebilir (Tamerler vd., 2009).

4. SilTag, kuartza baglanabilen peptitlerin tek adimh protein
saflastirma amaciyla kullanilmasi

Aragtirma grubumuzda, kuartza 0zgiil ve yiiksek afinite ile baglanabilen
peptitlerin segilimi amaciyla 5 biyopanning dongiisiinden olusan faj gosterim
yontemi uygulandi. Yukarida belirtildigi gibi, deneysel olarak belirlenen
peptitlerden elde edilen dizi bilgileri hesaplamali teknikler kullanilarak iglenmis
ve yiiksek afinite ile baglanmas1 beklenen teorik peptit dizileri belirlendi (Oren
vd. 2007). Bu yaklasim ile belirlenen en yiiksek afiniteli peptit olan kuartza
baglanan peptit (QBP-1, Quartz Binding Peptite) afinite etiket uygulamasi
amactyla secildi. Segilen 12 amino asitlik QBP-1 peptidinin silika/kuartz
malzemeye giiclii ve 0zgiil olarak baglanma yetenegi, onu protein saflagtirma
amaglart icin yeni bir etiket sistemi olusturmak icin giiclii bir aday yapmaktadir.

QBP1 peptidinin (-PPPWLPYMPPWS-) lakkaz enziminin (Icc1) N terminal
ucuna yerlestirilmesiyle elde edilen hibrit fiizyon proteini Pichia pastoris maya
hiicrelerinde iretilmistir. Buradaki amacimiz, segcilebilir avantajlara sahip tek
adimli bir saflastirma protokolii tasarlamaktir. ilk olarak, DNA seviyesinde
flizyon proteini olusturulmus ve maya hiicrelerine transforme edilmistir.
Ardindan hibrit fiizyon molekiilii protein seviyesinde ifade edildi. QBP-1 etiket
peptidinin lccl lakkaz enziminin hiicre digina salinimi ya da enzim aktivitesi
iizerinde 6dnemli bir etkisi olmadigi1 gosterildi. Sonug olarak, QBP1 peptidi hem
dogal hem de denatiire kosullarda silika/kuartz dolgulu kolonlar yoluyla fiizyon
molekiiliiniin saflagtirilmasi i¢in bir "TAG-Etiket" molekiilii olarak kullanildi
(Sekil 3).
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Sekil 3: (a) N terminal ugta yer alan QBP-1 peptidi ve lccl proteininin hibrit
yapisinin sematik gosterimi. QBP-1 peptidi ile lecl proteini arasinda yer alan
Factor Xa (IEGR) kesim bolgesi, etiket peptidin protein iizerinden kesilmesine
olanak saglamaktadir. (b) QBP-1 etiketli Iccl proteini hiicre disina salinir ve
aktivitesi devam etmektedir. (¢) Secilmis Pichia pastoris kolonilerinden ve bir
kontrol numunesinden alinan lakkaz aktivite seviyeleri, hiicre dist ortam igeren
lakkaz1 ABTS ile reaksiyona sokarak ve absorbans seviyesini spektrofotometrik
olarak Slgerek bes giin boyunca karsilagtirildi. QBP-1 etiket peptidin lccl enzim
aktivitesi lizerindeki etkisi uzun vadede ihmal edilebilir seviyededir. (d)
Saflagtirma islemi yontemleri. Mini santrifiij tiiplerinde yikama/santrifiij ile
(batch) saflastirma yapilabilir (solda), hiicre dist sivi Orne8i rezin ile
paketlenmis kolonlardan yer ¢ekimi yardimi (ortada), ya da peristaltik pompa
(sagda) yardimu ile gegirilebilir.

Uygulanan tek adimli purifikasyon protokolii ile SilTag etiketli lcc1 proteini
hiicre ekstraktindan saflagtirildi. Kullanilan rezin malzemesi silika (60 ila 200
um capinda) ve kuartz (200-800 um capinda) yapidadir. Her iki malzeme de
ucuzdur ve ticari olarak temin edilebilir. Saflagtirma adimlarindan once
herhangi bir baglangi¢ islemi gerektirmezler. Rezin malzemeleri sonik banyoda
izopropanol, etanol ve distile su ile temizlenmis ve ayr1 kolonlarda paketlendi
(Sekil 3). Baglanma tamponu olarak PC tampon (Potasyum fosfat/Sodyum
karbonat tamponu, 55 mM KH,POs, 45 mM Na,CO3, 200 mM NaCl pH.7,5) ve
yikama tamponu olarak PC tamponu (pH.6,5 + %0.5 Tween20) kullanilmistir.
Eliisyon tamponu olarak kullanilan ¢ozeltiler arasinda farkli pH ve Tween20
ylizdelerinde ¢ozeltiler denendi. Son asamada en yiiksek verim PC tamponu (2
M MgCl12, pH.8) ile elde edilmistir. Protein katlanmasinin baglanma {izerindeki
etkisinin aragtirtlmas1 amactyla, hiicre dis1 protein numunesi proteinin dogal
formda oldugu durumda PC tamponu (pH.7,5) i¢inde ya da proteinin denatiire
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formda olmas1 durumunda PC tamponu (pH.7,5 + 8M Ure) i¢inde uygulamaya
almmigtir. Saflagtirma adimlart i¢in hem kolon saflastirma hem de
mikrosantrifiij icinde yikamali prosediirler uygulandi. Silika/kuartz rezin
malzemesi temizlendikten sonra bos saflastirma kolonlarina dokiilerek ¢okmesi
beklenmistir. Kolon durumunda, numuneler ve tamponlar, sivi akig hizini
diizenlemek i¢in peristaltik mikro pompa kullanilarak kolondan gegirilmistir.
Mikro santrifiij tiipli uygulamasinda rezin materyali iizerine yikama ve eliisyon
tamponlar1 uygulanmis ve inkiibasyon siiresinden sonra rezin santrifiij edilerek
coktiiriilmiistiir (Sekil 4).

Sekil 4’te Pichia pastoris hiicrelerinde tiretilen QBP1-Iccl etiketli proteinin
hiicre dis1 sivi karisimindan saflagtirma adimlarimin Coomassie brilliant blue
boyali SDS-PAGE jel analiz sonuglari yer almaktadir. QBPl-lccl filizyon
proteini Pichia pastoris maya hiicrelerinde {iretildiginde etiketli protein
dogrudan hiicre dismna salmmaktadir. Uretim asamasi sonucunda santrifiij ile
hiicreler uzaklastiritlmis ve supernatant kismi (hiicre dist sivi) devam eden
saflastirma asamalara aktarilmistir. Rezin olarak silika ve kuartz mateyal
kullanilmis ve saflastirma teknigi olarak da kolon ve mikrosantrifiij iginde
yikama yeodntemleri denenmistir. Ayni zamanda protein dogal (native) ve
denatiire formda saflastirma islemine sokulmustur. Yikama asamalar ile ¢ozelti
icindeki derigsimi arttirilan etiketli protein SDS-PAGE jel iizerinde net olarak
ortaya cikmaktadir. Denatiire olmayan kosullarda saflagtirilan proteinin jel
tizerinde ABTS ile inkiibe edildiginde olusan yesil-mavi renk lccl proteinin
fonksiyonel halde saflastirildigin1 ve QBP1 etiketli saflastirma isleminin protein
aktivitesi lizerinde etkisi olmadigin1 gostermektedir. Saflastirma sonucunda
yapilan hesaplamalarda % 60 verim ve 8 kat saflik elde edildigi goriilmiistiir.
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Sekil 4: Pichia pastoris hiicrelerinde iiretilen QBP1-lccl etiketli proteinin
hiicre dis1 s1vi karisimindan saflastirma adimlarinin Coomassie brilliant blue
boyali SDS-PAGE jel analiz sonuglari. (a) Hiicre dis1 sivi (b) Silika rezin,
proteinin nativ formu ve kolon saflastirma, (c) ABTS ile boyanmis SDS-PAGE
sonucu lizerinde zimogram analizi, (d) Silika rezini, denatiire protein formu ve
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kolon saflagtirmasi, (e) Kuartz rezini, denatiire protein formu ve kolon
saflagtirmasi, (f) Silika rezini, denatiire protein formu ve yikamali tiip (batch)
saflagtirma. (M: Protein belirteci, EC: Ekstraseliiler-hiicre dis1 sivi, FT: Akis,
W: Yikama, E: Eliisyon. El: Birinci eliisyon adimi. E2: Ikinci eliisyon adimu.
Kirmiz1 oklar, QBP1-lccl bantlarini gosterir.

5.Sonuc¢

Peptit/protein etiketleri istenilen proteinin hiicre ortamindan yiiksek verim ile
saflagtirilmas1 amaciyla yaygin olarak kullanilan devrimsel molekiillerdir. Kati
ylizeylere yiiksek 6zgiilliik ve afinite ile baglanabilen peptidlerin belirlenmesi, yeni
ve daha verimli afinite saflagtirma siireclerinin gelistirilmesine olanak vermektedir.
Kati ylizeylere baglanabilen peptidlerin seciliminde molekiiler biyomimetik
yaklagimlar takip edilebilir. Bu dogrultuda, kombinatoryal biyoloji ve hesaplamali
yontemler birlestirilerek belirlenen kat1 yiizeylere daha yiiksek afinite ve 6zgiilliikte
baglanabilen peptidler belirlenebilir.

Ornek olarak verdigimiz ¢alismamizda, faj gosterim ve devaminda hesaplamali
teknikler yoluyla belirlenen QBP1 peptidi (PPPWLPYMPPWS) lccl proteinin
saflagtirilmas1  amaciyla peptit etiket olarak kullanilmistir. Oncelikle DNA
seviyesinde olusturulan flizyon protein Pichia pastoris hiicrelerinde iiretilmis,
olusturulan flizyon protein ilelccl enziminin aktiviteleri karsilagtirilarak, QBP-1
peptidinin baglanmis oldugu enzim aktivitesi {izerine etkisi ortaya konulmustur.
QBP1 peptidi, N-terminale bagl oldugu halde, enzim aktivitesinde degisiklige
neden olmamaktadir. Bu ise bir “tag” molekiilii olarak QBP1 i¢in olduk¢a avantajl
bir 6zelliktir. Yapilacak uygulamaya gore, saflagtirma sonrasinda tag molekdilii,
enzim ile bagli olarak birakilabilir.

Calismanin devaminda QBP-1 peptidi bir “tag” peptit olarak gorev yaptirilarak
hiicre ortamindan fiizyon proteinin saflastirilmasinda kullanilmistir. Hazirlanan
kuartz kolonlar ve batch sistem yollariyla, QBP-1"in kuartz yiizeyine baglanabilme
ozelligi kullanmilarak fiizyon proteini hiicre ortamindan saflastirmak miimkiin
olmustur. Saflagtirma yontemi kolay uygulanabilen asamalardan olusmaktadir.
Kullanilan rezin malzemeleri ucuz ve ticari olarak temin edilebilir materyallerdir.
Gerektiginde etiket peptidi proteaz kesim bolgesi kullanilarak enzimden kesilebilir.
%60 verim ve 8 kat saflagtirma elde edilmistir.

Sonug olarak burada, Molekiiler Biyobenzetim ve biyoinformatik tekniklerinin
birlikte kullanilmasiyla, daha ucuz ve basit saflagtirma yontemleri gelistirme amaglh
yeni TAG molekiillerinin elde edilebilecegi gosterilmistir. Kuartza segici olarak
baglanabilen QBP1 peptidi, sahip oldugu 6zellikler sayesinde, mevcut ticari “tag”
(afinite etiketi) sistemleri ile rekabet edebilecek bir tag molekiiliidiir.
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1. GIRIS

Bu ¢aligmada, singiiler pertiirbe gecikme terimli lineer birinci mertebeden
Volterra integro-diferansiyel denklemin baslangic deger probleminin diferansiyel
doniigim yontemi (DTM) kullanilarak sayisal ¢oziimii ile ilgilenilmektedir. Bu
yontem, problemlerin seri ¢6ziimiinii elde etmek i¢in yinelemeli bir prosediirdiir. Bir
ornek uygulama Tizerinde yoOntemin, pertiirbasyon parametresine gore diizglin
yakinsama gosterdigi ortaya ¢ikarilir. Sonug olarak elde edilen sayisal veriler teoriyi
destekler niteliktedir.

Gecikmeli diferansiyel denklemler ilk olarak 18. yiizyilda Laplace tarafindan
tanitildi. Gecikmeli integral diferansiyel denklemler ise miihendislik, mekanik, fizik,
kimya, astronomi, biyoloji, ekonomi, potansiyel teorisi ve elektrostatik alanlarinda
kullanilmustir [3,4]. Son zamanlarda, gecikmeli integral diferansiyel denklemlerin
sayisal ¢Oziimiine artan bir ilgi vardir. Bunlar Taylor collocation, Chebyshev
collocation, Chebyshev-Lobatto collocation, Lagrange collocation, Jacobi
collocation, operasyonel Tau, Boubaker collocation ve Muntez-Legendre matris
yontemleri vb. [3,4]. Volterra gecikme-integro-diferansiyel denklemler ekoloji, tip,
fizik, biyoloji ve benzeri bilimler alaninda biiyiik bir etkiye sahiptir [3,4].

Singtiler pertiirbe diferansiyel denklemler, diferansiyel denklemdeki en yiiksek
mertebeli tlirev teriminin bir ¢arpani seklinde kiiglik bir parametre olan ¢ ile
karakterize edilir. Genel olarak, bu tiir denklemlerin ¢oziimleri ani ve hizli degisimler
sergiler. Bu degisim bdlgeleri, uygun oldugu sekilde sinir katlar1 olarak adlandirilir.
Bu tiir denklemler, dmegin yiliksek Reynold sayisinda sivi akisi, elektrik aglar,
kimyasal reaksiyonlar, kontrol teorisi, gozenekli ortamdaki akis1 yoneten denklemler
gibi bilim ve miihendisligin matematik problemlerinde siklikla ortaya ¢ikar[5,6].
Standart yaklasik yontemlerin bu problemler icin iyi ¢aligmadigi bilinmektedir,
clinkii bunlar genellikle pertiirbe parametresi ¢ kiiciildiikge salinimli ¢oziimler iiretir.
Bu sorunu ortadan kaldirmak i¢in uygun ve saglam sayisal yontemlerin secilmesi
gerekmektedir. Bu nedenle bu c¢alismada diferansiyel doniisiim yontemi tercih
edilmistir. Oncelikle niimerik ¢dziimii arastirilan denklem, diferansiyel déniisiim
teoremleri yardimu ile cebirsel bir denkleme doniistiiriiliir. Niimerik sonuglarin ne
kadar dogru ve hizl elde edildigini gostermek i¢in rnek uygulamasi yapilir. Uygun
bir matematik programi kullanilarak elde edilen niimerik sonuglar tablolar ve
grafikler ile gosterilir.
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Simdi, singiiler pertiirbe gecikme terimli lineer birinci mertebeden Volterra
integro-diferansiyel denklemin baslangi¢ deger problemi ele alinirsa [5]

gu'(t)er(t)u(t)— j K(t,s)u(s)ds = g(t) te (O,H], (1)

—r

u(t)=¢(t), te[-r,0], r, sabitgecikme terimi Q)
burada b(t) >0, g(t), ¢(l‘) ve K(Z,S) stirekli fonfsiyonlardir.

2. YAKLASIK YONTEM (DTM)

Diferansiyel Doniisim Yontemi (DTM), ilk olarak Zhounun elektrik devresi
analizi [1] calismastyla tanitilan Taylor serisi agilimina dayali bir yontemdir. Son
yillarda, bu teknigi lineer olmayan diferansiyel denklemler, fark denklemleri, kesirli
diferansiyel denklemler, gecikmeli diferansiyel denklemler, Volterra integral
denklemi, Fredholm integral denklemi ve miihendislik problemleri gibi gesitli
denklem tiirlerine genisletmek i¢in ¢ok sayida ¢alisma yapilmustir [3,4,7,8,9,10].

Simdi diferansiyel doniisiim yontemini asagidaki gibi tanimlayalim: Diferansiyel
doniigiim fonksiyonu y(t) ile tanimlanir [2],

Y = e ], ®)
burada y(t) orijinal fonksiyon ve Y (k) ise onun diferansiyel doniigiim

fonksiyonudur.

1 [d"y(t)
|

Y (k) ters diferansiyel doniisiim fonksiyonu ise

ot [d (D)
y(©) =;E[ > o )
olarak tanimlidir.

(3) ve (4) esitliklerinden asagida verilen diferansiyel doniisiim yontemi serisi
elde edilir:

y(@©) = Z Y (k) t* = Y(0) + Y(1)t + Y(2)¢? + Y(3)t3 + -, (5)

k=0
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Simdi diferansiyel doniisiim yontemi tamimindan yaralanarak bulunan asagidaki
teoremler verilir. Bu teoremler herhangi bir diferansiyel denklemin her bir terimine
karsilik gelebilecek yeni terimlerdir. Bylece yeni denklem olarak cebirsel bir
denklem elde edilir.

Teorem 1. Eger y(t) = ﬁ seY(k) = (k+1) Yk+1)=((k+1DY(k+1).
k=a, 1

Teorem 2. Eger y(t) =t“ise Y(k) = 5(]( - a) = , burada a sabittir.
k#a, 0

Teorem 3. Eger y(t) = ay(t) ise Y(k) =aY(k), burada a sabittir.

/lk
Teorem 4. Eger y(t)ze” ise Y (k)Zg, burada A  sabittir.

Teorem 5. Eger y j gls )ds ise Y )

h=k-1

= ( h
Teorem 6. Eger y Jg S+a)ds ise Y( ) llc Z (k th_kHG(h),

fy

k>1.

1

Teorem 7. Eger y(t) = Ig(s + a)dS ise
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3. YAKLASIK YONTEMIN (DTM) UYGULAMASI

Bu béliimde niimerik ¢dziim siirecinin avantajlarmi ve etkinligini gostermek i¢in
bir 6rnek sunulur. Algoritma, sekiller ve tablolar uygun bir matematik programu ile
olusturulur.

Ornek 1. Once gecikme terimi ve baslangic kosulu ile birinci mertebeden lineer
Volterra integro-diferansiyel denklemini ele alinir [5]

gu'(l)+2u(l)—ju(s)ds:—g(ej—l], (e (02],

t-1 (6)
u(t)=1, -1<t<0,
[6] probleminin N = 2 i¢in ¢6ziim akis1 asagidaki gibidir:
Bu problemin kesin ¢oziimii
;2[
u(t)=e* (7

seklindedir.
[k adim olarak, (6) problemine diferansiyel doniisiim yontemi uygulanir

ey'(t) » (k+1DY(k+1),
2y(t) - 2Y(k),

Y
g 2 —2x e 2 (8]
——[es —1]6 ¢ —>—5(eg -1

2 k!

3

futs-nas > 31" e v,

h=k—-1

h

I;u(s—l)dseg(l—o %Zk:l(k J( 1™y (n),
j (s)ds > ——=

Y(k )

elde edilir.

72



Ikinci olarak da yukarida bulunan diferansiyel doniisiimler (6) problemine ait
denklemde yazilir ve tekrar bagintisi elde edilir.

_zy(k)_i_Y(kT_l)_l i [k]ilj(_l)h/m Y(h)
Y(k+1)=ﬁ

+5(")ﬁ:(1—0)kli( ! ](l)hk*ly(h)i(eflj@ |
ke k-1 2 r

Uciincii olarak ise verilen baslangic kosullar1 ve yukaridaki tekrar bagintisiyla,
Y(0) =1,

baslangi¢ kosuluna karsilik gelen diferansiyel doniisiim fonksiyonu bulunur. Elde
edilen tiim diferansiyel doniisiim fonksiyonlar1 (5) serisinde yazilir.

Son olarak, yukaridaki bagmntilar1 kullanarak tekrar bagntisinda 14 iterasyon
yaparak (6) probleminin € = 0.9 igin yaklasik seri ¢ozlimiine asagidaki gibi ulasilir:

£=09, ypry = 1 — 2222222222 * x + 2.469135802
X2 — 1.828989483 * x*3 + 1.016105268 * x4 — 4516023412 * x5 +
1672601263 * x"6 — 0.5309845279%¢ — 1 * x"7 + 0.1474957021e — 1 *
x"8 — 0.3641869188e — 2 * x"9 + 0.809304263% — 3 * x"10 —
0.1634958109¢ — 3 * x 11 + 0.3027700202¢ — 4 * x 12 —
0.5175555900e — 5 * xA13 — 3.661151944 » 10°(—15) * x23 +
8.215168093 * 10~ (—7) * x 14,
(®)
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Tablo 1. € = 0.9 secimi ile DTM ve Tam ¢oziimler ile Hata degerlerinin

karsilastirilmasi.
t DTM Coziimii Tam Coziim Hata
0.0 | 1.00000000000 | 1.00000000000 | 0.00000000000
0.4 | 041111229060 | 0.41111229050 | 1.107*°
0.8 |0.16901331850 | 0.16901331540 | 3.1x107°
1.2 | 0.06948505616 | 0.06948345127 | 0.00000160489
1.6 | 0.02868007280 | 0.02856550077 | 0.00011457203

0.01485563956

0.01174362846

0.00311201110

b) DTM Céziim

a) Tam Céziim ¢) Tam ve DTM Céziim

Sekil 1. a), b) ve ¢) € = 0.9 icin [0,2] araliginda ¢oziimler.

€=0.5 secildiginde ise ancak 26 iterasyon yapilarak asagidaki yaklasik ¢oziim
elde edilir:
e=20.5, ypryy =1+ 8.000000000 * x*2 — 10.66666667 *
x"3 +10.66666667 * x4 — 8.533333336 * x5 + 5.688888890 * x"6 —
3.250793651 * x"7 + 1.625396825 * x"8 — 7223985889 * x"9 +
.2889594356 * x*10 —.1050761584 * x*11 + 0.3502538613e — 1 *
x"12—0.1077704188e — 1 * x*13 + 0.3079154823e — 2 * x"14 —
0.8211079527e — 3 * x*15 + 0.2052769882¢ — 3 * x"16 —
0.4830046781e — 4 * x*17 + 0.1073343729¢ — 4 + x"18 —
0.2259671008e — 5 * x*19 — 4.000000000 * x + 4.519342016 *
107 (=7) » x"20 — 8.608270505 * 10" (—8) * x"21 + 1.565140092 *
107 (—8) * x"22 — 2.721982769 * 10" (—9) * x"23 + 4.536637950 *

107 (—10) % x"24 — 7.258620720 * 107 (—11) * x*25. 9)
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a) Tam Cdziim

b) DTM Céziim

P
| A dipprovirate sciu-oc e o s asian |

c) Tam ve DTM Céziim

Sekil 2. a), b) ve c) € = 0.5 igin [0,2] araliginda ¢oziim.

Tablo 2. € = 0.5 secimi ile DTM ve Tam c¢oziimler ile Hata degerlerinin

karstlagtiridmast.
T DTM Céziim Tam Cézliim Hata
0.0 1.000000000000 1.0000000000000 0.00000000

0.4 0.201896517900

0.8 0.040762202320

1.2 0.0082297298460

1.6 0.0016597225700

2.0 0.000241521124

0.2018965180000

0.0407622039800

0.0082297470490

0.0016615572730

0.0003354626279

1.34456712x1071°
2.2148x107°
1.503x107?

0.000001835

0.000576970000

Ornek 1'in hesaplama sonuglari, t 'nin farkli degerleriicin e = 0.9 ve e = 0.5 ile
Tablo 1 ve 2'de sunulmustur. Tam ¢oziim grafigi, DTM ¢6ziimii ve bunlarin
karsilagtirmasi, Sekil 1 ve 2'de gosterilmistir.

SONUC

Calismada, problemin yaklasik ¢oziimii diferansiyel doniigiim yontemi
kullanilarak elde edildikten sonra tam ¢oziimii ile karsilastirilmustir. Teorik
degerlendirme anlatilmis ve yontemin gecerliligini gostermek igin bir 6rnek
¢oziilmiistiir. Onerilen bu yéntem, ¢oziimiin sadece 13 ve 26 iterasyon ile seri halinde
istenilen dogru sonuglarin1 vermis ve bilinen yontemlere gére daha hizli ve basit
performans gostermistir. Litratiire bakilirsa DTM bir¢cok denkleme rahatlikla
uygulanabilmistir.
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Aktinobakteri lyeleri toprak, rizosfer, deniz go6l, nehir sedimenti, bitki
dokular1 ve insan gibi farkli ortamlarda yasayabilen ve birgok dogal bilesigin
iireticisi olan Gram + mikroorganizmalardir. Ozellikle bu grup antibiyotik gibi
dogal ilaclarin, biyoaktif metabolitlerin ve enzimlerin ireticisi olmasindan dolay1
bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmis ve ¢ekmeye devam etmektedir.
Mikroorganizma kaynakli 22,000’den fazla biyoaktif sekonder metabolitler
(antibiyotikler dahil) tanimlanmis ve bu metabolitlerin yapilart literatiirde
belirtilmistir. Tanimlanan bu bilesiklerin neredeyse yarisinin Aktinobakteriler
tarafindan iretildigi goriilmektedir. Gilinlimiizde, tarimsal ve medikal alanda
kullanilan  antibiyotiklerin =~ %70’inin ~ Aktinobakteri  kaynakli  oldugu
bilinmektedir. Aktinobakteri kaynakli yeni sekonder metaboligt eldesi amaciyla
yapilan caligsmalar yetersiz kalmaktadir. Dogal ortamlardan yapilan tarama
caligmalar1 sonucunda ¢ok sayida tanimlanan ve sekonder matabolit agisindan
taranan mikroorganizma olmasmma ragmen, taramasi yapilamayan
mikroorganizmalarin orani neredeyse %90’lardadir ve bu organizmalar kiiltiire
edilmemistir. Bu kiiltiire edilmeyen mikroorganizmalar yeni ilaglarin kesfinde ve
tedavi siireglerinde yeni umutlar sunabilecegi diisiiniilmektedir.

Mikroorganizmalardan sekonder metabolit taramasinda kullanilan genel
yaklagimlar yaninda genomik temelli yaklagimlar da kullanilmaya baslanmustir.
Ozellikle kiiltiire edilmesi zor veya kiiltiire edilemeyen gruplardan olas1 sekonder
metabolitlerinin varligini belirlemede, sekonder metabolit sentezleyebilen yeni
gen kiimelerinin taramasi yapilmaktadir. Ayrica yeni tiirlerin belirlenmesi olasi
yeni metabolit kesfine de olanak saglayacag diisiiniilmektedir. Ozellikle ekstrem
habitatlar, izolasyon amaciyla kullanilmamis ortamlardan elde edilecek yeni
Aktinobakterilerin yeni metabolit kaynagi olabilecegi ongoriilmekte ve bununla
ilgili yapilmis ¢alismalar da bunu kanitlamaktadir (Back ve ark., 2021; Dhakal ve
ark., 2017). Bagka bir deyisle, yeni mikroorganizmalar yeni sekonder
metabolitler sentezleyebilen yeni gen kiimeleri icermelidir. Direngli mikroplara
kars1 glivenli ve etkili yeni antibiyotiklerin belirlenmesi amaciyla bitkiler, hayvan
diskilar1 ve likenler gibi farkli ¢evrelerden ve ozellikle okyanus gibi ekstrem
ortamlardan elde edilen Aktinobakteriler iizerinde ¢alismalar yapilmaktadir (Qin
ve ark., 2019)

Aktinobakterilerin izolasyonu igin ¢ok farkli ydntem ve teknikler
kullanilabilmektedir. Bu calisma ile farkli ortamlardan alinan o6rneklerden
Aktinobakteri izolasyonunda kullanilan yontemlerin verilmesi hedeflenmistir.

Aktinobakterilerin dogal ortamlarindaki dagilimi:
Aktinobakteri’ler yaygin olarak toprakta bulunmalarina ragmen deniz, gol ve
akarsu gibi akuatik ortamlarda, ¢dl, sicak su kaynaklari, kraterler ve derin deniz
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dipleri gibi ekstrem kosullarda ve bitki, hayvan ve insan simbiyotigi olarak da
bulunabildikleri bilinmektedir (Qin ve ark., 2019). Ozdemir Kocak ve ark.’larinin
yaptig1 aktinobakteri izolasyon ¢aligsmasinda 17 toprak 6rnegi farkli habitatlardan
toplanmis ve konvensiyonel ve siikroz gradient metodu kullanilmistir. Yapilan
izolasyon c¢alismasinda 6 subordoya (Streptomycineae (Streptomyces 2 sus),
Micromonosporineae (Micromonospora 3 sus), Micrococcineae
(Microbacterium 1 sus), Streptosporangineae (Actinomadura 2 sus),
Propionibacterineae (Kribbella 1 sus), Corynebacterineae (Gordonia 2 sus) ve
(Nocardia 5 sus) ait oldugu belirlenen Aktinobakteriler 16S rRNA analizleri ile
tanimlanmigtir (Ozdemir Kocak ve ark., 2014). Yapilan bagka bir ¢alismada
Baltik Denizinden toplanan ¢ok sayidaki numune kullanilarak kiiltiir edilebilen
Aktinobakterilerin bu ortamlardaki g¢esitliligi belirlenmistir (Jiang ve ark., 2011).
Farkli  orman  habitatlarindan  yapilan  izolasyon  c¢aligmalarinda;
Xishuangbanna’daki tropikal yagmur ormanlarindan toplanan toprak
orneklerinde 29 Aktinobakteri cinsi, Grand Shangri-La’daki balta girmemis
ormanlarindan 19 Aktinobakteri cinsi ve Sichuan’da sekonder gelisim gdsteren
ormandan 13 Aktinobakteri cinsi izole edilmis ve tanimlanmistir. Balta girmemis
orman topraklarindaki Aktinobakteri ¢esitliligi sekonder gelisim gdsteren ormana
gore daha kompleks oldugu goriilmiistiir (Cao ve ark., 2009; Cao ve ark., 2010;
Jiang ve ark., 2013).

Xishuangbanna’da yagmur ormanlarinda bulunan tibbi bitkilerden test
ornekleri toplanmig ve saf kiiltiirde 32 cins Aktinobakteri tanimlanmistir. Benzer
sekilde sadece 3 ozel likenden 28 cins Aktinobakteri tanimlandigi da rapor
edilmistir (Qin ve ark., 2009).

Alt1 farkli kus tiiriinden alinan diski 6rneklerinden 28 Aktinobakteri cinsi
tanimlanmistir. (Chen ve ark., 2014). Bu ¢alismada otuz farkli sekonder metabolit
karakterize edilmistir.

Ekstrem asitli, alkali, tuzlu, radyoaktif, sicak (kaplicalar), soguk (kutup
bolgesi ve karli daglar) ekstrem ortamlar kullanilarak yapilan ¢alismalarda bu
ortamlarda yasayan benzersiz birgok mikroorganizma belirlendigi bildirilmistir
(Jiang ve ark., 2016).

Aktinobakterilerin izolasyonundaki temel prensipler

Genel olarak aktinobakterilerin izolasyonunda kullanilan ii¢ farkli yaklagim
bulunmaktadir. {1k olarak, belirlenen bir ortamlardaki aktinobakteri toplulugunun
calisilmasidir. Saf kiltiir olarak elde edilen aktinobakterilerin tamaminin izole
edilmesini ve tanimlanmasi igeren bir yaklagimdir. Bu yaklasimda hedefe
ulagmak i¢in, kullanilan izolasyon ortami aktinobakterilerin biiyiimesi i¢in uygun
olmali ve diger mikroorganizmalarin gelisimini inhibe edici ajanlar icermelidir.
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Total aktinobakterilerin izolasyonunu saglayabilmek i¢in en az farkli bilesenlere
sahip Uic ila bes ortam birlikte kullanilmasi Onerilmektedir. Bu ortamlarin
iceriginde de Gram negatif bakteriler ve mantarlara karsi yeterli diizeyde
inhibitorlerin eklenmesi ¢calismanin daha saglikli olmasini saglayacaktir.

Ikinci yaklasimda ise spesifik izolasyon yontemi kullanilarak antibiyotiklere,
kimyasallara, asitli, alkali, tuzlu, yiiksek ve diisiik sicakliklara dahil direngli ve
ozel fizyolojik karakterdeki bazi cesitli aktinobakterilerin ya da bu sinifa ait
bilinen tiir veya cinslerin izolasyonunun yapilmasidir. Izolasyon ortami,
hedeflenen aktinobakterilerin biiyiime gereksinimlerini karsilamali ve ayni
zamanda istenmeyen mikroorganizmalarin biiylimesini inhibe etmelidir.
Ornegin; halofitik aktinobakterilerin izolasyon ortamlari i¢in tuz konsantrasyonu
%15 ila %25 olmali ve termofilik aktinobakterilerin izolasyonu igin ortam
sicakligiin 45-60 °C olmas1 gerekmektedir.

Ugiincii  yaklasimda ise bilinmeyen Aktinobakterilerin izolasyonudur.
Simdiye kadar, tiim diinyada ¢esitli habitatlardan sayisiz aktinobakteri izole
edilmis ve tanimlanmistir. Bu nedenle en zoru ve en Onemlisi bilinmeyen
aktinobakterilerin izolasyonudur. Sadece Gram negatif bakteri ve mantarlarin
degil, baz1 Gram pozitif bakterilerle birlikte yaygin bulunan aktinobakterilerin
biiyiimesinin de sinirlanmasi gerekir.

Aktinobakterileri izolasyonu yapan arastirmacilarin, aktinobakterilerin ve
diger mikroplarm fizyolojisi ve taksonomileri ile her bir izolasyon faktoriiniin
rolii (ortamin bilesenleri ve konsantrasyon, pH, inhibitor, kiiltiir sicakligi vb.)
hakkindaki tiim bilgilere asina olmali ve zengin deneyime sahip olmalidir.

Test 6rneklerinin toplanmasi ve 6n islemi

Farkh kaynaklardan toplanan test 6rnekleri

Aktinobakteriler toprak, okyanus, gol, bitki ve hayvan dahil ¢esitli dogal
habitatlarda saprofit olarak bulunur. Toprakta ve diger substratlarda bulunan
Aktinobakterilerin sayist ve ¢esitliligi, besin, hava, pH, sicaklik, tuzluluk, nem
gibi birincil ekolojik faktorlerden etkilenir. Toprak oOrnekleri 5 ila 20 cm
arasindaki derinlikten toplanir ve steril plastik torbaya veya steril bir tagima
kabina konularak laboratuvara getirilir.

Aktinobakterilerin sucul ortamlarda yaygin olarak bulundugu ve ¢ok sayida
sekonder metabolit iirettigi belirlenmistir. Sediment 6rnekleri, 6rnekleyici ile
toplanir ve 6rnekler 4°C’de saklanmak i¢in steril cam siselere konulur.

Farkli bitkilerle endofitik olarak yasabilen aktinobakteriler antimikrobiyal ve
antitimor ajanlart olarak umut vericidir. Farkl bitki dokularindan toplanan canli
ornekler hemen steril kaplara konulmalidir. Canli 6rnekler miimkiin olan en kisa
stirede Aktinobakteri izolasyonu i¢in kullanilmalidir.
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Insan ve hayvan fegesinde de bol miktarda bulunan aktinobakterilerin
izolasyonunda diski 6rnekleri steril kaplara konulmali, 4°C’de saklanmali ve en
kisa slirede Aktinobakteri izolasyonu i¢in kullanilmalidir. Mohamed ve ark. insan
mikrobiyomundaki biyosentetik gen kiimesini analiz edip yeni biyoaktif madde
olan laktosilini kesfetmis ve insan mikrobiyomunun devasa bir molekiiler ilag evi
oldugunu belirtmistir (Mohamed ve ark., 2014). Hayvan diskisindaki kesfedilen
Aktinobakterilerin yeni ilaglarin kaynagi olabilme potansiyeline sahip
olmasindan dolay1 6nemli ve cezbedicidir.

Test numunelerinin 6n islemi

Mantarlar ve diger bakterilerden daha yavas biiylime gdsteren
Aktinobakterilerin segici izolasyonunda 6n islem ¢ok dnemlidir. Genel olarak 6n
igslem, istenmeyen mikroorganizmalari elemine ya da inhibe ederek hedef
aktinobakterileri ~ se¢mekte  fayda  saglamaktadir.  Aktinobakterilerin
izolasyonunda farkli fiziksel ve kimyasal ©on islemler kullanilmaktadir.
Aktinobakteri sporlari, ¢gogu bakteriden daha direngli ve dayaniklidir. Toprak,
sediment, liken ve diski 6rneklerini oda sicakliginda sadece hava ile kurutmak
izolasyon plaklarinda istenmeyen ¢ogu Gram negatif bakterileri elemine etmek
icin yeterli olacaktir. Hava ile kurutulmus toprak ya da toprak siispansiyonlari,
0zel aktinobakteriyel taksonlarin izolasyonundan once 1s1l igleme tabi tutularak
kullanilabilir. Jiang ve ark.’nin yapmis oldugu derlemede farkli 6n 1s1l islemler
sonucunda farkli Aktinobakteri gruplarinin izole edilebildigini belirtmislerdir.
Omegin; Hava ile kurutulmus ve 120°C’de 1 saat 1sitilmis topraktan yapilan
izolasyon ¢alismasinda Microbispora ve Streptosporangium elde edilirken hava
ile kurutulmus ve 100°C’de 15 dakika 1sitilmis topraktan yapilan izolasyon
calismasinda ise Actinomadura sp. izolatlarmin eldesinin saglandigi
gosterilmistir (Jiang ve ark., 2016). Farkli 6n 151l iglem uygulamasi 6zellikle nadir
aktinobakteri gruplarinin eldesi i¢in 6nerilebilir.

Isil islem disinda farkli yontemlerde uygulanabilmektedir. Ornegin toprak
stispansiyonlarinin, 40 dk boyunca 180 W ultrasonik dalgalarla muamele
edilmesidir. Bu islem ile toprak graniilleri iginde bulunan saprofitler
stispansiyona  birakilirken Ornekteki ~ Aktinobakteri sayisininda  arttig1
gbzlemlenmistir (Jiang ve ark., 2010).

Aktinobakteri izolasyonunda en dnemli faktorlerden biride farkli bakteri ve
fungus gruplarini inhibe edici ajanlarin kullanilmasidir. Ozellikle benzetonyum
klorid, klorheksidin glukonat, fenol, SDS ve ¢esitli antibiyotikler gibi kimyasallar
0zel aktinobakteri taksonlarinin izolasyonunda kullanilmaktadir. Antibiyotik
disindaki kimyasal ajanlarla izolasyon orneklerinin 30 dakika 30°C muamele
edilmesi; aerobik, endospor olusturan basiller ve Gram negatif hiicrelerin ortadan
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kalkmasmi  saglarken  aktinobakterilerin  yogunlugunu  arttirmaktadir.
Antibiyotikler ise besiyeri ortamlarma ilave edilerek Gram negatif, bazt Gram
pozitif bakteriler ile funguslarin inhibisyonunu saglamaktadir.

Spesifik ortamin olusturulmasi

Ihtiyag duyulan segici izolasyon ortaminin olusturulmasi igin; ortam
bilesenleri, hedeflenen aktinobakteriyel takson ve inhibitorler gibi her bir
faktoriin degerlendirilmesi ve ona gore segilmesi gerekmektedir. Segici
izolasyonun bileseni (karbon ve nitrojen kaynaklar1), taksonomik ve fenotipik
veri tabanlarindan aliman bilgiler kullanilarak formiile edilebilir. Uygun
inhibitorler, hedef aktinobakteriyel sporlarin antibiyotik ve kimyasallara
dayanabilme yeteneklerine gore se¢ilmesi uygun olacaktir.

Farkh ortamlardaki Aktinobakterilerin izolasyon yontemleri

Karasal ortamlardan izolasyon

Toprak, aktinobakterilerin en baskin olarak bulundugu habitat olmasi
nedeniyle bir¢ok izolasyon galismasi bu ortamdan gergeklestirilmistir. izolasyon
calismalarinda geleneksel bir yontem olan diliisyon plaka teknigi siklikla
kullanilmaktadir. Karakum Coli'nden toplanan orneklerden yapilan bir
calismada (Saygin, 2019) diliisyon plaka yontemi kullanilarak aktinobakteri
izolasyonu gerceklestirilmistir. Toplanan toprak 6rnekleri dnce 2 hafta siireyle
oda sicakliginda kurutulmus ardindan diliisyon plaka yontemi uygulanmistir ve
28 °C’de 28 giin siireyle inkiibe edilmistir. Cok sayida aktinobakteri izolasyonu
yapilmig ve yeni tiirlerde literatiire kazandirilmistir (Saygin, 2019)

Bagka bir calismada ise Victoria Vadisi’nden toplanan toprak oérneklerinden
(Rego ve ark., 2019) aktinobakteri izole etmek i¢in seri seyreltme yontemi
kullanilmistir. Diliisyon ¢ozeltileri, antibiyotik ilaveli 16 farkli besiyerine inokiile
edilmis ve 28°C’de 28 giin siireyle inkiibe edilmistir. Bu ¢alismada kiiltiire bagh
ve kiiltiire bagli olmayan metotlarla mikrogevredeki biyogesitliligin belirlenmesi
hedeflenmistir.

Ozdemir Kogak ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada, Caygéren Baraji golii
kiyisindan toplanan toprak orneklerine seri diliisyon yontemi uygulanmistir.
Seyreltilen toprak drnekleri sikloheksimid (50 pg ml™"), nalidiksik asit (10 pg ml"
") ve rifampisin (0,5 pg ml') iceren tripton-maya &ziitii-glikoz agar (TYG)
lizerine inokiile edilmistir (Ozdemir Kogak ve ark., 2017). Calismada ¢ok sayida
Aktinobakteri elde edilmis ve bu izolatlardan biri ise yeni bir tiir olarak literatiire
kazandirilmisgtir.

Bir bagka c¢alismada ise Mangrov Ormani’ndan toplanan toprak
numunelerinden aktinobakteri izolasyonudur (Lee ve ark., 2014). Toprak
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ornekleri 1 hafta siireyle oda sicakliginda kurutulmus ve bir 6n isleme tabii
tutulmustur. Ardindan diliisyon yontemi kullanilmis ve diliisyonlar1 3 farklh
besiyeri ortaminlarina inokiile edilmistir. Tim besiyerlerine antibiyotik
(sikloheksimid (50 mg/L), nistatin (50 mg/L) ve nalidiksik asit (20 mg/L)) ilave
edilmistir. 1 ila 4 hafta siireyle 28 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Izolatlarin
antimikrobiyal etkinlikleri test edilmis ve test edilen izolatlarin %10’nun
antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu belirlenmistir (Lee ve ark., 2014).

Cin’de bulunan Taklamakan Co6li’niin farkli yerlerinden toprak numuleri
toplanmis ve Orneklere seri diliisyon yontemi uygulamistir. Farkli besiyerleri
kullanilmis ve bu besiyerlerinin hepsine 20,50 ve 50 mg/L olacak sekilde
nalidiksik asit, sikloheksimit ve potasyum dikromat ilave edilmistir. 2 ila 12 hafta
boyunca 30 °C’de inkiibasyonun ardindan farkli morfolojide olan koloniler
secilmistir (Liu ve ark., 2021). Yapilan bu calismada antimikrobiyal aktivite
taramasi ve sonrasinda da biyoaktif metabolit eldesi gergeklestirilmistir.

Rehan ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢aligmada tarim topragindan
toplanan orneklerden seri diliisyon yontemi ile aktinobakteri suslari izole
edilmistir. Ardindan besiyeri olarak potato dextrose agar (PDA) ortami
kullanilmigtir. 28 °C’de 1 hafta siireyle inkiibe edilmistir (Rehan ve ark., 2021).
Bu calismadan elde edilen izolatlar ise bitki gelisim aktivitesini arttirici
ozellikleri ve biyokontrol ozellikleri acisindan incelenmistir (Rehan ve ark.,
2021).

Ankara ilinin farkli bélgelerinden alman topraklardan yapilan izolasyonda,
seri diliisyon teknigi kullanilmistir. Ardindan azotsuz Burk’s Agar ve nutrient
agar ortamina ¢izgi ekimi ile inokiile edilmigtir. 28+2 °C ‘de 72 saat siireyle
inkiibe edilip morfolojik analizler yapilmistir (Ozdogan, 2020). Bu calismada
bitki biiylimesini tesvik edici bakterilerin izolasyonu amaglanmigtir.

Toprak kadar aktinobakterilerin yaygin olarak bulundugu bir diger ortam
rizosferdir. Ozellikle bitki ile mutalistik iliskileri olan aktinobakterilerin yogun
olarak bu ortamda bulundugu bilinmektedir. Son dénemde yapilan ¢aligmalarda
Frankia disinda Micromonospora cins tyelerininde nodiil i¢inde bulundugu
belirlenmistir (Trujillo ve ark., 2015). Ayrica pek ¢ok aktinobakteri grup tiyesinin
bitki gelisim 6zelliklerine sahip oldugu ve bir¢ok bitkide biiylimeyi tesvik ettigi
de cahsilmistir (Ozdemir Kogak, 2019). Rizosferden yapilan izolasyon
calismalarinda da diliisyon plaka teknigi siklikla kullanilmaktadir. Ozdemir
Kogak’in yapmis oldugu bir ¢alismada Humulus lupulus (Serbetgiotu) rizosfer
topragindan Streptomyces izolasyonu i¢in diliisyon plaka teknigi kullanilmistir.
Elde edilen izolatlar i¢in kullanilan besiyerleri; hiimik asit vitamin agar (HVA),
tripton maya glikoz 6zii agar (TYGA), glukoz mayasi malt 6zii agar (GYMA) ve
triptik soya agar (TSA) gibi secici ortamlardir. Her bir ortama sikloheksimid (50
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pg mL™), rifampisin (0,5 pg mL™") ve nalidiksik asit (10 pg mL™") eklenmistir. 30
°C ve 45 °C'de 10 ile 14 giin siireyle inkiibe edilmistir (Ozdemir Kogak, 2019).
Elde edilen izolatlar bitki gelisimini tesvik edici 6zellikleri agisindan taranmis ve
iki Streptomyces susu domates bitkisinde denenmistir. Bitki denemelerinde
suslarin bityiimeye katki sagladigi belirlenmistir.

Yapilan basak bir ¢calismada pH’in 4.5 oldugu rizosfer topragindan alinan
ormmekler oda sicakliginda kurutulduktan sonra diliisyon plaka teknigi
kullanilmistir (Poomthongdee ve ark., 2015). Diliisyon ¢ozeltileri; sirasiyla 25
ug ml”, 50 pg ml” ve 100 ug ml™' konsantrasyonlarda nalidiksik asit, nistain ve
ketokonazol ilaveli asitlestirilmis strach casein agar (SCA) ve asitlestirilmis
gauze no.1, pH 5.5, inokiile edilmistir. 28 giin siireyle 28 °C’de inkiibe edilmistir.
Elde edilen asidofilik aktinobakterilerin bitki i¢in faydali olabilecek ozellikleri
bu caligsma ile belirlenmistir.

Farkli rizosfer topragindan alinan 6rneklerden, diliisyon plaka yontemi ve siikroz
gradient santrifiigasyon prosediiri (Yamamura ve ark., 2003) uygulanarak
aktinomiset izolasyonu yapilmistir. Nalidixic asit (10 mg/L), sikloheksimit (50 mg L
" ve klortetrasiklin (10 mg/L) segici ajanlarmnin eklendigi humic asit vitamin agar
(HVA) izolasyon ortami olarak kullanilmistir. Plakalar 2 ila 3 hafta siireyle 30 °C’de
inkiibasyona birakilmis, ardindan mikroskop ile aktinobakterilerin morfolojisi
gbzlemlenmis ve saflastirilmistir (Yamamura ve ark., 2003). Bu c¢alismada nadir
Aktinobakterilerin eldesinde yeni bir izolasyon metodu gelistirilmis ve farkli agar
kullanimlarin izolasyon basarisina etkileri degerlendirilmistir.

Aktinobakterilerin biyoteknolojik kullanimlar1 olduk¢a dnemlidir ve ekstrem
ortamlardan elde edilen aktinobakterilerden yeni sekonder metabolit eldesinin daha
yiikksek oldugu birgok caligmada vurgulanmistir (Xie ve Pathom-aree, 2021).
Ozellikle ekstrem ortam olan ¢ol gibi habitatlardan aktinobakteri izolasyonunda
diliisyon plaka tekniginin diisiik sayida koloni eldesi nedeniyle yetersiz kaldig1 ve
farkli bir yontem olarak serpme yonteminin daha etkin oldugu Xie ve Pathom-
aree’nin yaptigi calismada gosterilmistir. Caligma sonucunda serpme teknigi ile
izolasyonda seri seyreltme yontemiyle elde edilen koloni sayisindan yaklagik 10 - 20
kat kadar fazla elde edildigi belirtilmistir (Xie ve Pathom-aree, 2021).

Su ortamlarindan izolasyon

Aktinobakteriler farkli sucul ortamlarda yasayabilme ozelliklerine sahiptirler.
Marinactinospora, Pseudonocardia, Marinispora, Micromonospora, Salinospora
gibi bazi cinslerin agirlikli olarak sucul ortamlardan izole edildigi ve bu izolatlardan
da 6nemli biyoaktif bilesiklerin elde edildigi bilinmektedir (Dhakal ve ark., 2017).
Sucul ortamlar denizel, gol, nehir ve icme suyu gibi farkli habitatlar1 igermektedir.
Derin deniz sedimentlerinden, denizel canhlarla mutualistik iliski gosteren
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aktinobakterilerden farkli biyoteknolojik kullanima sahip enzim, antibiyotik gibi yeni
metabolit eldesinin giin gectikce artmasi nedeniyle sucul ortamlardan yapilan
izolasyon ¢aligmalarmin 6nemi de artmugtir.

Gol kaynaklarindan izolasyon

Goller kapali havzalar1 dolduran tathi ve tuzlu 6zellikte olabilen su kiitleleridir.
Diinya iizerinde farkli 6zelliklere sahip biiyiiklilk ve derinlik olarak ta degiskenlik
gosteren pek cok gol bulunmaktadir. Aktinobakterilerin farkli g6l ortamlarindan
izolasyon ve tanimlamasi ile ilgili pek ¢ok ¢alisma mevcuttur. Yenicaga Golii’'nde
yapilan bir ¢alismada sediment 6rnekleri toplanmis ve aktinobakteri izolasyonu i¢in
kullanilmigtir (Tokatli, 2017). Caligmada diliisyon plaka yontemi kullanilmustir.
Diliisyon ¢ozeltileri antibiyotik ilaveli 10 farkli besiyerine inokiile edilmistir.
Hazirlanan plaklar 30 giin siireyle 28 °C’de inkiibe edilmistir. Yapilan bu ¢aligmada
biyogesitlilik belirlenmistir.

Yapilan baska bir ¢calismada kaynagi Bolshaya Oreshnaya magarasi olan yer alti
goliinden Omnekler toplanmig ve aktinobakteri izolasyonu icin kullanilmigtir
(Axenov-Gibanov ve ark., 2016). Ornekler, antibiyotik (sikloheksimid (50 pg/mL),
fosfomisin (100 ug/mL)) iceren MS agar {lizerine yayilmig ve 28 °C’de 30 giin siireyle
inkiibe edilmistir. Bu c¢alismada yeni biyolojik aktif metabolit taramasi
gerceklestirilmisgtir.

Tlawng ve Tuirial Nehirlerinden ve Tamdil Goliinden toplanan orneklerden
aktinobakteri izolasyonu gerceklestirmeyi amaglayan bir caligmada (Passari ve ark.,
2018) drnekler 6nce 6n igleme tabii tutulmus ardindan seri diliisyon ve yayma plaka
teknigi kullanilmistir. Caligmada 7 farkli besiyeri kullanilmis ve tiim ortamlara
nalidiksik asit (30 mg/ml) ve sikloheksamid (30 mg/ml) ilave edilmistir. 7 ila 30 giin
siireyle 28+1 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen izolatlarin farklh
patojenlere kars1 antimikrobiyal potansiyelleri belirlenmistir.

Nehir kaynaklarindan izolasyon

Nebhir, tagimis oldugu su miktar fazla olan ve gol, deniz ya da yeralt1 kaynagma
dokiilen akarsudur. Aktinobakteri tarama ¢aligmalarinda nehir sedimenti kullanilarak
yapilan ¢aligmalar mevcuttur. Cigdem’in yapmis oldugu calismada Sakarya Nehir
kaynagindan sediment ornekleri toplanmig ve diliisyon plaka teknigi ile izolasyon
gerceklestirmistir. Diliisyonlardan alman ¢ozeltiler; siklohekzimid (50pg ml™) ve
nalidiksik asit (10 mg ml™) iceren 3 farkli besiyerine inokiile edilmis ve 6 ila 8 hafta
sireyle 30 °C’de inkiibe edilmistir (Cigdem, 2018). Elde edilen izolatlarin
antimikrobiyal 6zellikleri farkli patojenlere karsi test edilmistir.

Arango ve arkadaglar1 Arauca Nehrinden antimikrobiyal potansiye sahip olan
aktinobakterilerin eldesi amaciyla izolasyon caligmalari yapmuslardir. izolasyon
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oncesinde kalsiyum karbonat (C), fenol (F), termal (T), mikrodalga (M), sonikasyon
(U) olmak {izere bes fizikokimyasal 6n islem secilmis ve kontrol olarak 6n islem
yapilmadan dogrudan ekim yapilan bir grup kullanilmugtir. 50 mg/L nalidiksik asit
ve 100 mg sikloheksimid igeren hiimik asit vitamin agar (HVA) ve oatmeal agar
(ISP3) igeren besiyerlerine ekimleri yapilmistir. Tiim petri kaplart 30 °C'de 7 giin
stireyle inkiibe edilmistir. Toplam 790 aktinobakteri benzeri izolat elde edilmistir.
Bes 0n islem seti ile ilgili olarak, en yliksek izolat yiizdesi mikrodalga (%20.9) ve
fenol (%20) 6n iglemi kullamlarak elde edilmis daha sonra bunu kalsiyum karbonat
(%18.2) ve sonikasyon (%18.1) kullanimi izlemistir (Arango ve ark., 2018).

Deniz kaynakh Aktinobakterilerin izolasyonu

Artan ilag direnglerine ve olusan enfeksiyonlarin iyilesmeme siirecleri nedeniyle
son yirmi yilda enfeksiyon kaynakli 6liimlerin arttig1 bilinmektedir (Back ve ark.,
2021). Ozellikle mikrobiyal dogal iiriinlerin ve tiirevlerinin eldesi, farmosétik,
endiistri ve ziraat gibi alanlarda oldukca 6nemli olup yeni metabolit kesfi ile ilgili pek
¢ok caligma yapilmaktadir. Bu kesif ¢aligmalarinda ¢alisilmamig ekosistemler ve
ekstrem habitatlar ozellikle tercih edilmektedir (Abdel-Mageed ve ark., 2021;
Igarashi ve ark., 2021; Primahana ve ark., 2020; Yang ve ark., 2019). Denizel
ortamlardan yapilan caligmalar giin gectikce artmaktadir. Riberio ve arkadaslan
tarafindan yapilan bir ¢alismada deniz sedimentinden toplanan 6rnekler, diliisyon
yontemi kullanilarak M3 agar, NPS agar, nigasta kazein nitrat agar (SCN) iizerine
yaytlmustir. Tiim ortamlara sikloheksimit (50 mg L) ve streptomisin (50 mg L™)
ilave edilmistir. Plakalar 6 hafta siireyle 28 °C’de inkiibe edilmistir (Ribeiro ve ark.,
2020). Riberiro ve arkadaglarinin yaptigi bu c¢alismada cesitlilik ve biyoaktif
maddelerin tarama ¢alismalar1 gerceklestirilmistir.

Deniz sediment 6rneklerinden aktinobakteri izole etmek i¢in yapilan baska bir
calismada ise once plaka damga teknigi ardindan dillisyon teknigi kullanilmustir.
Ortam olarak; M1 (18 g agar, 1 L deniz suyu), M2 (18 g agar, 0.5 g manitol, 1 L deniz
suyu) ve M3 (18 g agar, 1 g nigasta, 0.2 g baktopepton, 0.4 g maya 6zii, 1 L deniz
suyu) kullanilmistir. Ortamlara siklohesimit (100 pg ml™) ve rifamisin (5 pug ml™)
ilave edilmistir. 2 ila 6 hafta siireyle 25-28 °C’de inkiibasyona birakilmistir (Mincer
ve ark., 2002). Yapilan bu ¢alisma ile aktinobakteri ¢esitliligi ve popiilasyon dinamigi
belirlenmistir.

Meena ve arkadaslarmin yaptigi calismada ise farkli derinliklerden alinan
sediment Ormeklerinden aktinobakteri izolasyonunda nisasta kazein agar ortami
kullanilmistir. Ortama nalidiksik asit (25 pg/mL) ilave edilmistir. 21 giin siireyle oda
sicakliginda (28 = 2 °C) inkiibe edilmistir (Meena ve ark., 2019). Yapilan bu galigma
ile halofilik aktinobakterilerin biyogesitliligi ve antibakteriyal 6zellikleri
belirlenmistir.
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Baig ve arkadaglarmin yapmis oldugu baska bir ¢alismada, deniz siingerlerinin
minik doku oOrnekleri, deniz siingerinin oldugu ortamdaki su, sediment ve hava
ornekleri toplanmistir. Sediment 6rneklerine ve su 6rneklerine seri diliisyon teknigi
uygulanmistir. Homojen hale getirilmis siinger dokusuna da seri diliisyon teknigi
uygulanmustir. Besiyeri olarak Zobell Marine agar (ZMA) ve zayif Ravan salin agar
(PRSA) kullanilmigtir, ZMA agarda 7 giin siireyle ve PRSA agarda 21 giin siireyle
30 °C'de inkiibe edilmistir (Baig ve ark., 2021). Bu ¢alisma bir ekosistem c¢aligmasi
olup deniz siingeri ve c¢evresindeki aktinobakteri ¢esitliligini belirlemek
hedeflenmistir.

Yapilan farkl bir izolasyon ¢alismasinda ise Zhang ve arkadaslari (Zhang ve ark.,
2013), Giiney Cin Denizi’ndeki gorgon mercanlarindan aktinobakteri izole etmeyi
amaglanislardir. Gorgon mercan1 drnekleri steril deniz suyu ile yikanmis ve 1em?
kadar minik parcalara ayrilip homojen hale getirilmistir. Ardindan seri seyreltme
yontemi uygulanmistir. Besiyeri olarak M1-M10 olarak kodladiklari 10 farkli
besiyeri ortamini kullanmiglardir. Plaklar 1-3 hafta siireyle 28 °C’de inkiibe
edilmigtir. Yapilan bu ¢aligmada besiyerlerinin aktinobakteri izolasyonundaki
etkinlikleri belirlenmis ve M6 bsiyerinde en fazla aktinobakteri elde edilmesine
ragmen M4 ve M5 besiyerlerinde nadir aktinobakteri eldesinin daha fazla oldugu
belirlenmistir. Ayrica izolatlarin antibakteriyal aktiviteleri de bu c¢aligmada
belirlenmistir.

Farkh ortamlardan aktinobakteri izolasyonu

Aktinobakteriler toprak, rizosfer, su ortamlar1 (gol, nehir ve deniz gibi) disinda
cok farkli ortamlarda da yagayabilme ozelliklerine sahiptirler. Bazi aktinobakteri
tirlerinin  havalandirma filtrelerinden, havadan, tarihi mezarliklardan veya
kutuplardan elde edildigi bilinmektedir. Fang ve arkadaglar1 (Fang ve ark., 2017),
karstik magaralardan Ornekler toplayarak nadir aktinobakteri izolasyonu
yapmuglardir. Cin’de bulunan Yunnan eyaletindeki karstik magaralarda sert kaya
formlar1 ve ayrismis kaya formlart tortul kayaglardan, magara mercanlarindan,
kumlardan, saprolitlerden vb. gibi olusmaktadir. Toplanan dmekler stispane edilmis
ve ardindan seri diliisyon teknigi uygulanmigtir. Besiyeri olarak; Hiimik-asit-vitamin
ortami1 (HV), Uluslararasi Streptomyces Projesi (ISP), seliilaz-kasamino asit (CC)
ortami, trehalo-prolin agar (HP), nisasta-casien (SC) ortami ve B-4 ortami
kullanilmustir. Besiyerlerinin her biri nistatin (50 mg L) ve nalidiksik asit (20 mg L~
") igermektedir. 28 °C'de 2 hafta siireyle inkiibe edilmistir (Fang ve ark., 2017).
Yapilan bu c¢aligmada 6n 1s1 uygulamasi, kalsiyum ve pH’nin izolasyon iizerine
etkileri incelenmistir.

Singh ve arkadasglar1 yaptiklart calismada, mantar kompost yigmm farkl
yerlerinden 6rnekler toplamig ve seri diliisyon yontemi ile termofilik aktinobakteri
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izolasyonu gerceklestirmislerdir. Diliisyonun ardindan M agar ortaminda 45 °C’de
inkiibasyona birakilmistir (Singh ve ark., 2012).

Atik su aritim tesisinden toplanan aktif camurdan yapilan bir bagka ¢aligmada da
termofilik aktinobakteri izolasyonu yapilmustir. Ornekler, oda sicakhiginda
kurutulmus ve ardindan diliisyon plaka yontemi uygulanmustir. Diliisyon ¢ozeltileri;
sikloheksimid (50 pg ml™), nalidiksik asit (10 mg ml™) ve rifampisin (0.5 ug ml™)
ilaveli tripton yeast ekstrakt agar (TYGA), gauze’s medium (SM3), nutrient agar
(NA) ve starch casein agar (SCA) tizerine inokiile edilmistir. 7 ila 14 giin siireyle 45,
50, 55 ve 60°C’de inkiibe edilmistir (Ertekin, 2020). Yapilan ¢alismada izolatlarm
enzim testleri yapilmis ve kompost hizlandirici olarak aday aktinobakteriler
belirlenmistir.

Tuzlu ve rizosfer olmayan toprak 6mekleri diliisyon teknigi ile izole edilmistir
(Hui ve ark., 2021). Diliisyon ¢ozeltilerinin inokiile edildigi ortamlar; nigasta kazein
ortami, gliserol asparajin ortami, toprak ekstrakt ortami, T3 ortami1, Horikoshi ortami
olarak verilmistir. Gram negatif bakterileri inhibe etmek i¢in tiim besiyerlerine (1L
ortam i¢in) 25-40 mg nalidiksik asit eklenmistir. Halofilik aktinobakterilerin geligimi
¢ok yavas oldugu i¢in inokiile edilecek ortamin kalin olmasi ve nemini korumasi
gereken stirenin 25 ila 30 giine kadar siirdiiriilebilir olmas1 6nerilmistir.

Dochhil c¢aligmasinda endofitik aktinobakteri izolasyonu yapmustir (Dochhil,
2013). Izolasyon asamalarinda; oncelikle bitki parcalar1 (kok, govde yaprak vb.)
toplamig ve yiizey sterilizasyonu gerceklestirmistir. Yiizey sterilizasyonu
tamamlanmig olan 6rnekler aseptik olarak kesilmis ve aktinomiset izolasyon agarma
(AIA) yayilmistir. Mantar ve Gram negatif bakterilerin geligsimini inhibe etmek i¢in
sirastyla siklohekzamit (50 pug ml"') ve nalidiksik asit (15 pg ml") besiyerine
eklenmistir. 3 ila 4 hafta siireyle 28 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Koloni olusumu
gbzlenen aktinomisetler ISP2 ortaminda saflastirilmigtir. Elde edilen izolatlarin
tohum ¢imlenmesini arttirict 6zellikleri belirlenmistir.

Yapilan bir diger caligmada Fas’in Taza vadisindeki asir1 tuzlu topraktan
aktinobakteri izolasyonu i¢in topragin farkli bolgelerinden ornekler toplanmistir.
Toplanan ornekler siispanse edilmis ve ardindan su banyosunda 1 saat kadar
calkalamada bekletilmistir. Seri diliisyon yontemi uygulanan 6rnekler casein starch
agar (CSA) yiizeyine inokiile edilmistir. Besiyeri, bakteri ve mantar gelisimini inhibe
etmek icin ampicillin (20 pg/ml) ve fluconazol (25 pg/ml) igcermektedir. 4-6 hafta
stireyle 28 °C’de inkiibe edilmistir (El Karkouri ve ark., 2019). Elde edilen izolatlarin
antimikrobiyal potansiyelleri test edilmistir.

Sonug¢

Aktinobakteriler su ve kara ekosistemlerinde dagilim gosteren Gram pozitif
bakterilerdir. Cogunlukla toprakta bulunan bu bakteri grubunun, yapilan son
caligmalarla okyanus ekosisteminin de biiyiik bir yere sahip oldugu belirlenmistir.
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Genellikle mezofilik bakteriler olup ¢dller, kaplicalar, tuz gdlleri, asir1 tuzlu toprak,
asidofilik ve halofilik gibi ekstrem ortamlarda da gelisim gosterdikleri bilinmektedir
(Hui ve ark., 2021).

Sekonder metabolit iiretebilme yetenekleri bulunan aktinobakterilerin bilinen
cinsleri; Streptomyces, Micromonospora, Nonomurae ve Kribella olarak
siralanabilir. Aktinobakteri iiyeleri; antibakteriyel, antifungal ve antiviral dzelliklere
sahiptirler. Bunlarin yani sira bitki gelisimini destekleyici ve topragi iyilestirici
ozellikleri de bulunur. Agir metallerin atik sulardan temizlenmesi, kimyasal giibrenin
zarar verdigi topragin iyilestirilmesi, tarimda verimliligin artirilmasi, enzim {iretimi
gibi endiistriyel alanlarda pek ¢ok aktinobakteri ¢calisiimaktadir.

Dogaya pek ¢ok yarar olan aktinobakteri tiirleri, bilim insanlar igin ilgi ¢ekici
olmustur. Genis bir alana dagilim gdstermelerinden dolay1 aktinobakterilerin gesitli
alanlardan izolasyonu gergeklestirilmektedir. Sunulan bu c¢alismada, baz
habitatlardan yapilan izolasyon metotlarina yer verilmistir. Topraktan ve su
ekosisteminden izolasyon c¢alismalarinda genellikle seri seyreltme yoOntemi
kullanildig1 ve alternatif yontemlerle ilgili ¢alismalarda yapildigi goriilmiistiir. Su
ekosisteminden topladan farkli 6rnekler (deniz siingerleri, deniz yildizi, mercanlar
vb. deniz omurgasizlari) ise dncelikle 6n isleme tabii tutulup ardindan seri diliisyon
teknigi ile yapilan izolasyonlar yaygm olarak kullanilmistir. Bu bdliimde yer verilen
caligmalarda en cok Streptomyces tiirii izole edilmistir. Streptomyces disinda
Micromonospora, Nonomurae, Actinomadura, Nocardia ve diger aktinobakteri
tiirleri de izole edildigi goriilmektedir.

Izolasyon galismalarinda uygulanan farkli 6n islemlerdeki basari oranlar1 da farkli
calismalarda ele almmustir. Ozellikle nadir aktinobakteri izolasyonlarinda yapilan 6n
uygulama, secilen besiyerleri ve secici ajanlarin oldukc¢a 6nemli oldugu yaymlarda
goriilmektedir. Bu kapsamda yapilmasi planlanan aktinobakteri veya nadir
aktinobakteri izolasyonlarinda 6n islem, besiyeri ve secici ajan se¢iminde iyi bir
literatiir taramas1 arastirmacilar i¢in oldukca faydali olacaktir. Sunulan bu ¢alismada
pek cok farkli ortamdan yapilan izolasyon calismalari ele alimmistir. Yapilan
izolasyon c¢alismalarinda elde edilen izolatlarin enzim, antibiyotik, bitki gelisim
ozellikleri, endiistriyel kullanim potansiyelleri, atik su arimi, boya giderimi gibi pek
cok farkl 6zellik agisindan incelendikleri goriilmektedir.
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Metroloji, 6l¢lim bilimi, dogruluk diizeyleri ne olursa olsun ve hangi bilim
veya teknoloji alaninda ortaya ¢ikarsa ¢iksin dlgiimlerin tiim yonlerini igerir.

Bir 6l¢iimiin tasarlanmasi, yiiriitiilmesi veya sonuglarinin degerlendirilmesi
gibi 6l¢iimle ilgili olan her sey metroloji alaninda incelenir. Olgiim biliminin
etkileri glinliik yasantimizdan tutun teknolojinin en yiiksek seviyelerine kadar
her yerde goriilebilir, bu da insanlarin hayatlarini giivenle yasamalarina ve ticari
aligverigler yapmalarina imkan saglar.

Sicaklik; endiistri, tip, meteoroloji ve teknolojideki kilit sektorlerde ve
glinliik yasamda en sik dl¢iilen parametrelerden biridir. Sicakligin 6l¢iilmesinin
ve kontrol edilmesinin hayati bir parametre oldugu bazi énemli sektorler
sunlardir:

e Uretim endiistrisi

e (Gida

e Isitma-Sogutma

e Savunma

e Tip

o Cevre

1. Sicaklik Olgiim Temelleri

Sicaklik kalibrasyon islemi oldukca pratik goziikiir, O6lgmek istedigin
termometre sensoriinii referans bir sensorle ayni sicaklik ortamina koy ve okuma
yap ancak siire¢ yazildig1 kadar basit degildir, dogru ve giivenilir 6l¢iim igin
prosesi daha derinlemesine inceleyecek olursak:

e Sensor, referans degerin olugmast i¢in kullanilan ortamla iyi temas halinde

olmali ve gerekli sicakliga ulagsmasi igin yeterince uzun siire kalmalidir.

e Cihaz, girisi (6rnegin sensoriin elektrik direnci) c¢ikisa (sicaklik degeri)

gerekli hassasiyetle kullanilacak birime doniistiirmelidir.

e Olgiimlerin dogrulugu igin referans sensériin kalibrasyonu sistematik

olarak gergeklestirilmelidir ve izlenebilir olmalidir.

e Sensor, titresim, elektromanyetik girisim, 1s1 radyasyonu vb. cevresel

etkilerden etkilenmemelidir.

Bir termometrenin performansini etkileyen pek ¢ok parametre vardir 6rnegin;
boyut, saglamlik, yapildigi malzeme, veri iletimi ve maliyet vb. Gergeklesecek
Olciimiin niteligine ve kapsamimna gore sicaklik sensoriiniin Gzellikleri
belirlenebilir. Olgiimlerin hassasiyeti, aralig1, dl¢iimlerin yapildig1 yer, malzeme
ne tiir bir sensore ihtiya¢ duyulacagi hakkinda 6nemli bilgiler verir. Kesinligi ve
dogrulugu yiiksek o6l¢iimlere ihtiya¢ duyulmayan endiistriyel ortamlarda kirilgan,

97



dogrulugu yiiksek ya da pahali bir sensor kullanmak uygun ve ekonomik degildir.
Ayni sekilde, agir hizmet tipi, ¢elik kilifli bir prob, saglamlik gerekli olmadik¢a
yavas yanit vereceginden kullanilmamalidir.

1.1. Sicaklik Nedir?

Basit bir ifadeyle sicaklik, bir nesnenin sicaklik derecesi veya 1s1 transferi
potansiyelidir [1,2].

Ne oldugu ve 1siyla nasil iligkili oldugu konusunda tam bir anlayis, ancak on
dokuzuncu yiizyilin sonlarinda parcaciklarin ortalama kinetik enerjisinin bir
Olciisii olarak netlige kavustu. Bahsedilen parcaciklar bir gazin, sivinin veya
katinin atomlar1 veya molekiilleri olabilir, ancak kapali bir kara cisim boslugu
icindeki elektromanyetik radyasyonun "fotonlar1" da olabilirler.

Iki nesne birbirine temas ederse, 1s1 daha sicaktan soguga dogru akar.
Sonunda, artik 1s1 akist olmadiginda, birbirleriyle dengede olduklarini ve
sicakliklarinin ayni oldugunu séyleyebiliriz (termodinamigin sifirinci yasast). Bu
ozelligi, bir termometreyi bir nesneyle temas edecek sekilde yerlestirdigimizde
sicakligr Olgmek icin kullaniriz: Termometrenin dengeye ulagtiktan sonraki
okumasi bize nesnenin sicakliginin ne oldugunu sdyler.

Sicaklik ol¢timlerinde ideal durum Slgmek istedigimiz niceligin nesnelerden
ve gevrelerindeki ortamdan izole edilmesidir. Ayrica termometrenin, Ol¢iilen
nesnenin sicakligini bozmayacak kadar kiiciik olmasini isteriz. Sicakligi
6le¢menin zorluklarmin ¢ogu, iyi bir termal temas elde edememekten kaynaklanir.

Sicaklik 6l¢limiinii nicel ve nesnel bir temele ve yeterli dogruluga oturtmak
i¢in, lizerinde anlagmaya varilmig bir birime ve sicaklik 6l¢egine ve ¢alismak i¢in
giivenilir termometrelere ihtiyacimiz var.

1.2. Uluslarararast Sicaklik Birimi

Diger fiziksel niceliklerde oldugu gibi, sicaklik 6l¢iimii de bir birimin
tanimlanmasiyla baglar. Tarihsel olarak, Celsius (santigrat) sisteminde birim, her
ikisi de bir atmosfer basincinda buzun erime noktasi ile suyun kaynama noktasi
arasindaki 100 °C 'lik sozde "temel aralik"a dayamiyordu. 1954'ten beri
benimsenen birim 2019 yilina kadar, suyun iglii noktasina 273.16 K degeri
atanarak tanimlanan kelvin olmustur; bu, suyun sivi, kat1 ve buhar fazlarinin bir
arada dengede bulundugu benzersiz sicakliktir.

Uglii nokta, buhar basicinda buzun erime sicakligidir.

2019 yilma kadar Uluslararast Birimler Sistemindeki (SI) kelvin tanimi
sOyledir:

Termodinamik sicakligin birimi olan kelvin, suyun {¢li noktasinin
termodinamik sicakliginin 1/273.16’dir [3].
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2019 yil1 itibar1 yeni tanim:

Boltzmann sabitinin sabit sayisal degeri, JK!(kgm?®s?K™") birimi ile ifade
edildiginde, 1,380649x10% alinarak tanimlanir. Bu ifadede kilogram, metre ve
saniye sirasiyla Planck sabiti, 151k hiz1 ve sezyum frekansi iizerinden tanimlanir
[4-6].

1.3. Sicaklik Sensorleri :

1.3.1 Platin Direncgli Termometreler (PRT'ler)

Standart platin direngli termometreler (SPRT'ler) en hassas ve tekrarlanabilir
sicaklik sensdrleridir, bu nedenle genis bir sicaklik araliginda ITS-90'da kullanim
icin belirtilen cihazlardir [7]. 0 °C'de yaklagik %0.4/°C olan platinin elektrik
direncinin pozitif sicaklik katsayisina dayanirlar. Algilama direnci, silika
(kuvars) bir cam olusturucu iizerine gerilimsiz bir sekilde dikkatlice sarilmis <0,1
mm c¢apinda ince bir platin tel kullanilarak yapilir. Baginda baglanti uglariin
esnek bir kablo uzunluguna birlestirildigi uzun bir silika tiip (kilif) igine
yerlestirilmistir. 0 °C'deki direng normalde yaklagik 25,5 Q'dur, bu da yaklasik
0,1 Q/°C'lik bir hassasiyet verir.

SPRT'ler ¢ok kirillgandir ve saf platin ¢ok yumusaktir. Bu nedenle ikincil
standartlar ve endiistriyel termometreler genellikle daha saglam (daha giiclii)
sensorlerle, daha az saf platin teller veya baskili platin filmler kullanilarak yapilir.
0 °C'de direng genellikle 100 Q'dur, bu nedenle hassasiyet yaklasik 0,4 Q/°C'dir
ve paslanmaz ¢elik metal kiliflarla korunurlar. Bunlara genellikle Direng Sicaklik
Dedektorleri (RTD'ler) veya Pt-100'ler denir [8-12].

Platin, iyi bir sicaklik katsayisina sahip olmasi, ¢ok yiiksek sicakliklarda
calisabilmesi (962 °C'ye kadar 6zel uygulamalarda) ve kimyasal saldirilara,
ozellikle oksidasyona karsi direngli olmasi nedeniyle, direng termometresinde
neredeyse degismez bir sekilde algilama direnci olarak kullanilir. Ancak pahalidir
ve bazen maliyet nedenleriyle bakir veya nikel kullanilir.

1.3.2 Termokupllar

Termokupllar, bilim ve endiistride, 6zellikle yiiksek sicakliklarda (2000 °C'ye
kadar veya Gtesinde) en yaygin olarak kullanilan sicaklik sensorleridir. Bunlar,
uzunluklar1 boyunca bir sicaklik gradyani oldugunda elektrik iletkenlerinde
meydana gelen bir EMF (elektromotor kuvvet veya termovoltaj) iiretimi olan
Seebeck etkisine dayanir. Birbirinden izole edilmis iki farkli tel, sicakligin
Olciilecegi yerde bulunan '6l¢iim baglantisinda' birbirine baglanir [13-15]. Diger
uclarda teller, ¢ikisi 6l¢en bir voltmetreye veya baska bir 6l¢lim cihazina baglanir.
Termokupllarin yapimi ve kullanimi ¢ok basittir, ancak EMF'nin baglanti
noktasinda degil teller boyunca liretildigini anlamak énemlidir.
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Platin ve rodyum alagimlari (Tip R, S ve B) kullanan termokupllar 1600 °C'ye
kadar sicaklik Ol¢limii i¢in standart olarak kullanilir, ancak ¢esitli nikel bazli
alagimli termokupllar 1200 °C'ye kadarki sicakliklarda (Tip J, K, T, E ve N)
yaygin olarak kullanilirlar, ¢iinkii daha hassas ve daha ucuzdurlar, Tablo 1.

Tablo 1. Termokupl Tipleri

Tip Olgiim Arahg Malzeme

B 0 - 1820°C Platin — %30 Rodyum

E -270 — 1000°C Krom / Konstantan

J -210 —1200°C Demir / Konstantan

K -270 — 1372°C Krom / Aliimel

N -270 — 1300°C Nikrosil / Nisil

R -50-1768°C Platin — %13 Rodyum / Platin
S -50 - 1768°C Platin — %10 Rodyum / Platin

1.3.3 Termistorler (1siya duyarh direncler):

Termistorler, ¢ok yiiksek sicakliga duyarli elektrik direncine sahip, ucuz yari
iletken malzemeden iiretilen sicaklik sensorleridir. Genellikle dar sicaklik
araliklarinda, 6zellikle kiigiik boyutlarinin ve yiiksek hassasiyetlerinin énemli
avantajlar oldugu tibbi uygulamalarda ve akim sinirlayict olarak kullanildiklar
kapasitorler gibi elektronik bilesenlerde kullanilirlar. Termistorler, sicaklik
diren¢ katsayis1 pozitif (PTC) veya negatif (NTC) olabilen g¢esitli metal
oksitlerden yapilir.

1.3.4 Sivih Cam Termometreler:

Cam termometreler 300 yili agkin bir siiredir kullanilmaktadir ve sicaklik
Ol¢limii i¢in en sik gorsellestirilen termometrelerdir. Bir kilcal boruya kaynasmis
bir cam ampul, ¢ogunlukla civa veya alkol olmak {izere bir siv1 ile doldurulur.
Sicaklik yiikselip algaldik¢a sivi genlesip biiziildiigl i¢in, s1vi meniskiis kilcal
boruda yukari ve asagi hareket eder. Sicaklik, kilcal damara tutturulmus veya
tizerine oyulmus bir dlgekte meniskiis pozisyonu okunarak elde edilir. Petrol
endiistrisi gibi 6zel uygulamalar i¢in farkli sicaklik araliklarina ve hassasiyetlere
uygun birgok termometre tasarimi vardir [16-18]. Hepsi, endiistriyel veri kaydina
veya kontrole kolay bir arabirim olmadan kullanilsada, gozle okunma
zorunlulugu kimi zaman sorun olusturabilmektedir bu nedenlerden &tiirii su anda
esas olarak uzman laboratuvarlarda ve evlerde kullanilmaktadirlar.
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1.3.5 Bimetalik Termometreler:

Eski moda termostatlarin ¢ogunda ¢alisan basit mekanik sensor, iki metalin
sicakligm bir fonksiyonu olarak farkli oranlarda genlesmesi gercegine dayanir.
Bimetalik serit genisledikce biikiiliir ve bir isaretciyi dlcegin lizerinde hareket
ettirir veya bir elektrik baglantisi kurar veya koparir.

1.3.6 Yar1 iletken Sicaklik Sensorleri:

Ticari sicaklik sensorleri, birkag yildir yari iletken diyotlardan yapilmaktadir.
Sinirh bir sicaklik araliginda galisarak, birgok kullanima sahip basit, dogrusal,
dogru ve diisiik maliyetli cihazlardir.

2. Kalibrasyon Yontemi

Sicaklik sensorlerinden siklikla kullanilanlart direng sensorlil ve 1silgift
sensorlii termometrelerdir. Kalibrasyon yontemindeki genel fark, izolasyon
direnci 6l¢limii, tavlama ve kompanzasyon (soguk baglant1 denklestirmesi)
islemidir. Termometrelerin biiyiik kisminin kalibrasyonu, 1. boéliimde de
anlatildig1 gibi sicaklik kaynagina (s1vi1 banyo veya kuru blok firin) referans ve
test edilecek termometrenin ayni anda daldirilarak denge durumunda dlgiimlerin
alinmas1 suretiyle gerceklestirilir. Termal denge durumunda izlenebilirligi
saglanmis referans termometre banyo yada firinin igerisinin gergek sicakligini
anlamamizi saglar. Sivili cam termometreler disinda cogu test edilecek yada
kalibrasyonu gerceklesecek sensor tipi termometre referans ile ayni seviyede
sicaklik kaynagina daldirilir. Daldirma derinligi 6l¢iim belirsizligi agisindan da
onem teskil eder, sonraki bolimde 6l¢tim belirsizligi hakkinda bilgi verilecektir.
Sicaklik sensdrlerinin kalibrasyonunda kullanilan genel yontem asagida
verilmistir:

e Termometrenin tekrar iretilebilirlik dlglimleri i¢in buz noktast hazirlanir
ve kalibrasyona baglanmadan dnce test termometresinin buz noktasi
degeri Olgiiliir.

o Kalibrasyon, negatif bolgelerde en diisiik sicakliktan 0°C ye dogru,
pozitif bolgelerde en yiiksek sicaklik degerinden 0°C ye dogru yapilir.

e Termometre banyoya ya da firina referans termometre ile ayni derinlikte
ve probun yarisindan fazlasi sicaklik kaynaginin icine girecek sekilde
yerlestirilir. Termometrelerin daldirma derinligi 6nemli oldugundan
kalibrasyon sertifikasina daldirma derinligi bilgisi eklenebilir.

¢ Banyolarda ya da firinlarda ayarlanan sicaklik degerlerinde denge
durumu yakalandiginda, referans ve test termometresi degerleri ayni anda
almir.
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e Her dl¢iim noktasi igin 30 saniye ara ile en az 10 deger almnir. Olgiim
sirasi referans-test, test-referans seklindedir.

e Kalibrasyonu yapilan termometrenin tiim dl¢iim degerleri alindiktan
sonra tekrar buz noktasi degeri Ol¢iiliir.

o Kalibrasyon isleminin baginda ve sonunda 6l¢iilen buz noktasi degerleri
arasindaki fark bir belirsizlik bileseni olan histerisizi verir.

e Olgiim belirsizligi hesabi yapilarak bir kalibrasyon sertifikasi hazirlanir.

3.0 Ol¢iim Belirsizligi

Olgiim sonucunun belirsizligi, 6lciilen cihazin kesin degerinin bilinmesindeki
eksikligi yansitir. Fark edilen sistematik hatalarin diizeltilmesinden sonraki
Ol¢lim sonucu, sistematik hatalardan ortaya ¢ikan sonuclarin diizeltilmesi ve
rastgele hatalardan dolay1 ortaya ¢ikan belirsizlikten dolay1r hala sadece bir
tahminden ibarettir.

Olgiim belirsizligi tayininde ve hesaplamalarindaki asamalar [19]

e Olgiim sistemini etkileyen biitiin belirsizlik bilesenlerinin tespiti

o Belirsizlik bilesenlerinin siniflandirilmasi ve degerlendirilmesi (A tipi ve
B tipi).

o Belirsizlik bilesenlerinin biiyiikliiklerinin tespiti

o Belirsizlik bilesenlerinin dokiimante edilmesi

e Belirsizlik bilesenlerinin RSS (Root sum square) metodu kullanilarak
birlestirilerek, birlestirilmis belirsizlik biitcesi hesaplanir

e Genisletilmis belirsizlik toplam standart belirsizligin k faktorii ile
carpilmasi ile elde edilir

e Hesaplanan belirsizlik biit¢esinin raporlanmasi.

Yapilan kalibrasyonun tahmini belirsizliginin hesaplanmasini, asagida
aciklandig1 gibi iki ana grupta siiflandirabiliriz.

A Tipi Belirsizlik: Istatistiksel standart sapmay1 bulmaya yarayan bir dizi
tekrar eden gozlemden hesaplanir. Sonug olarak ortalama degerden sapma + s
olarak verilir. Ve bu deger A tipi tahmini belirsizligi temsil eder. Ayn1 6l¢iim
sartlar1 altinda birgok bagimsiz gozlem giris biiyiikliiklerinden bir tanesi i¢in
yapilmigsa A tipi Standard belirsiz degerlendirilmesi uygulanabilir.

n
X = ZXH‘I

m=1
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X alinan Olciimlerin ortalamasi, n ise 6lglim sayisidir, dlglimlerin standart
sapmasi ise;

" 2
szzﬁ;()(m—x)

olarak verilir. Buna goére en iyi tahmini belirsizlik ise;

2
_s°/n

Bu metot genellikle istatistiksel ve tekrarlanabilirlik analizi i¢in kullanilir.
Genellikle iyi bir analiz i¢in on 6l¢iim alinmasi gerekir.

B Tipi Belirsizlik:

Mevecut bilgilerin kullanilmasiyla elde edilir, 6rnegin; kullanilan cihazlarin,
standartlar1 belirsizlikleri, sicaklik ve basing degisimleri vb.

B tipi olarak iiretici firma tarafindan verilen belirsizlikler genellikle
dikdortgen dagilimi sonucunda ¢ikan belirsizliklerdir. Bunun Gauss (Normal)
dagihmma gevrilmesi igin + a\3 islemi yapilmasi gerekir. B tipi standart
belirsizlik bilesenleri, 6nceki 6l¢lim bilgilerinden;

ilgili materyallerin veya cihazlarin, 6zellikleri ve davraniglarina ait genel
bilgilerden veya tecriibelerden, iireticinin belirttigi 6zelliklerden (sartnameler),
kalibrasyondan ve diger sertifikalardan saglanan bilgilerden, el kitaplarindan
alinan ve referans bilgilerle saptanan belirsizliklerden tiiretilebilir.

Toplam belirsizlik A ve B tipi belirsizliklerin karelerinin toplaminin
karekokiidiir.

§ :;{jA; +i3§1}
m=1 m=1

k=1 (%66 giivenilirlik seviyesi)
k=2 (%95 giivenilirlik seviyesi)
k=3 (%99,7 giivenilirlik seviyesi)
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Normal Dagilim

Belirsizlik degeri bir kalibrasyon sertifikasindan almiyor veya ardisik
Olglimlerin standart sapmasindan sz ediliyor ise olasilik dagilimi normal
dagilimdir. Ornegin Termometre Kararliligi, Banyo Stabilitesi, Buz Noktasi
Belirsizligi.

Dikdortgen Dagilim

Belirsizlik degeri alt ve list limite sahip ise bu dagilim dikdortgen dagilimdir.
Ornegin son iki sertifikaya bakilarak alinan referansin kayma degeri, banyo ya da
firin homojeniteleri, kendinden 1sinma etkisi vb.

Olgiim belirsizligine etki edebilecek faktdrlerin tespit edilmesi:

Bu asama, ciddi bir beyin firtinasi toplantilarini igcermektedir. Asagida 6lgiim
sonuglarini etkileyecek dnemli parametreler verilmektedir:

* Cevre kosullar1 (sicaklik, nem, basing, elektriksel giiriiltii vb.)

+  Olgiim aletlerinin teknik yeterliligi (duyarlilik, ¢dziiniirliik, kaymalar vb.)

+  Olgiimlerin kararlili

* Kaullanilan aletlerin kalibrasyonlar1

« Olgiimlerin tekrarlanabilirligi

+  Olgiimlerin iiretilebilirligi

» Kaullanicilar (personel yeterliligi)

+ Olciim diizenekleri

* Kullanilan metotlar (gegerliligi ispatlanmis metotlar)

* Bilgisayar programlari

Belirsizlik hesabini bir 6rnek ile inceleyecek olursak;

Tablo 2’de yer alan ilk belirsizlik bileseni, referans standardin
kalibrasyonundaki  standart belirsizlikten gelen referans termometre
belirsizligidir, ikinci parametre, referans termometre kaymasi, termometreye ait
son iki kalibrasyon sertifikasinda ilgili sicaklik degerlerindeki sicaklik farki
hesaplanarak bulunur veya yeni bir termometre igin iiretici verilerinden elde
edilen tahmini yillik sapma degeridir. Referans termometre tekrarlanabilirlik
parametresi, her kalibrasyon noktasinda oOl¢limlerin standart sapmasi
hesaplanarak tahmin edilir. Kalibrasyon sirasinda referans standart ve dijital
termometrenin en az on Olglimii yapilmis ve standart sapmalar1 hesaplanmisgtir.
Gosterge Dbelirsizligi, sensoriin baglh oldugu koprii veya multimetrenin
kalibrasyon sertifikasindan alinan veridir. Gosterge kayma belirsizlik parametresi
ise son iki kalibrasyon sertifikasindan alinan, termometre gdstergesinin
kaymasindan kaynaklanan gosterge (okuma sistemi) belirsizligidir veya yeni
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gosterge igin sapma degeri liretici verilerinden elde edilir. Banyo kararliligi,
banyonun uzun siireli stabilitesi nedeniyle olusan sicaklik diizeltmesidir.
Banyonun stabilitesi, banyoya yerlestirilen ve banyo i¢indeki sicakligi zamanin
bir fonksiyonu olarak kaydeden referans termometre ile belirlenir. Referans
termometrenin standart sapmasi, sicaklik kaynagini (banyo veya firin)
stabilitesini verir. Banyo homojenligi, banyo igindeki sicaklik gradyam, iki
esdeger referans termometre ile belirlenir. Birinci referans termometre banyo
icinde, diger termometre ise banyo icinde g¢esitli konumlara sabitlenir.
Termometre okumasinin varyasyonu, banyonun homojenligi hakkinda bilgi verir
[20]. Buz noktasi, referans sicaklik (0 °C) olarak kabul edilir ve kendine ait
belirsizlik degeri hesaplanarak bulunur. Her laboratuvar icin elde edilme sekli
farkli oldugundan sayisal degeri degiskenlik gosterebilir. Test termometre
cozlinlirlik degeri, dijital termometrenin en az anlamli basamaga gore
¢oziiniirliigiinden kaynaklanan belirsizliktir. Olgiimlerin tekrarlanabilirligi,
kalibrasyon esnasinda dijital termometre ile her kalibrasyon noktasinda elde
edilen olgiimlerin standart sapmasma esittir. Olgiimiin tekrar iiretilebilirligi,
kalibrasyonu gergeklesen cihazin tersine cevrilebilirliginden (histerezis)
kaynaklanan belirsizlik degeridir. Genel olarak histerezis, dijital termometre igin
kalibrasyon oOncesi ve kalibrasyon sonrasit sicaklik araliginin ortasindaki
sicakliklarin degisimidir. Ornegin, termometrenin araligi 0 °C ila 420 °C ise,
sicaklik araligmin ortasi yaklasik 200 °C'dir [21]. Kalibrasyondan sonra bu
sicaklikta Olglim tekrarlanacak ve aralarindaki fark histerezis veya
tekrarlanabilirlige esit olacaktir. Referans termometrenin kendi kendine
isinmasindan  kaynaklanan belirsizlik bileseni kendinden 1smma etkisi
parametresi. Kendinden 1sinma etkisi, 6l¢lim akimi artirilarak belirlenebilir.
Uretilen 1s1 akimin Karesi ile artar (yani giic = I°R) [22], bu nedenle akim 1
mA'dan V2 mA'ya yiikseltilirse gii¢ iki katma ¢ikar. Bu nedenle, 1 mA ile V2 mA
arasindaki sicakliktaki (ve direncteki) degisiklik, 1 mA'daki kendinden 1sinma
etkisine esittir. Olgiim belirsizligini etkileyen parametreler, dl¢iim sistemindeki
her kalibrasyonda degisiklik gdsterebilir. Matematiksel model, belirsizligi dnemli
Olciide etkileyen tiim belirsizlik parametrelerini (girdi miktarlar1) icermelidir.
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Tablo 2. Termometre Olgiim Belirsizlik Biitgesi

Belirsizlik Bileseni Sembol Tip istatistiksel Dagilim
Ref. Term. Belirsizligi 6Tync B Normal

Ref. Term. Kayma Tqrs B Dikdortgensel
Ref. Term. Tekrarlanabilirlik 6Trep A Normal
Gosterge Belirsizligi 6Tinu B Normal
Gosterge Kayma 6Tina B Dikdoértgensel
Banyo Kararlilik 6Ty A Normal
Banyo Homojenite 6Ty, B Dikdortgensel
Buz Noktast 0Ticp B Normal

Test Term. Coziintirlik 6T B Dikdortgensel
Test Term.Tekrarlanabilirlik 6Tire A Normal

Test Term. Tekrariiretilebilirlik Terp B Dikdoértgensel
Kendinden Isinma 0Tsrn B Dikdortgensel

Toplam Belirsizlik= Ui= V 8Ty > + 8Ty +....

Genigsletilmis Belirsizlik =U =k. U

Olgiimlerden ve dnceki bilgilerden elde edilen sonuglar yukarida belirlenen
parametrelerin sayisal olarak hesaplanmasinda kullamlir. Olgiimii etkisi olan
parametreler uluslararasi standartlar yardimu ile tespit edilse de laboratuvarlarin
kendi sistemlerinden gelen baska parametreleri de icerir bu sebeple belirsizlik
sonuglar1 laboratuvarin sahip oldugu alt yapiya gore degiskenlik gosterebilir. Bu
dogrultuda oSl¢lime etki ettigi diislinlilen biitiin parametreler degerlendirilerek
hesaba katilmalidir.

Tesekkiir

Katkilar1 ve faydali yorumlarindan dolayr Dr. Richard Rusby’e en derin
tesekkiirlerim ve saygilarimla.

106



Kaynakc¢a

[1] Fischer J., Fellmuth B., Temperature metrology, , Rep. Prog. Phys. 68,
1043

[2] Rusby R., “Good Practice Guide No. 125 Introduction to Temperature
Measurement”, NPL;ISSN 1368-6550, 2016

[3] Quinn T. J., Temperature, Academic Press, 2013

[4] Machin G., The kelvin redefined, Meas. Sci. Technol. 29 (2018) 022001
(11pp)

[5] Mills .M., Mohr P.J., Quinn T.J., Taylor B.N. and Williams E.R.,
Redefinition of the kilogram, ampere, kelvin and mole: a proposed
approach to implementing CIPM recommendation 1 (CI-2005),
Metrologia 43 (2006) 227-246

[6] Fischer J., The Boltzmann Constant for the Definition and Realization of
the Kelvin, Annalen der Physik, 2019

[7] Preston-Thomas H., “The International Temperature Scale of 1990”
(ITS-90), Metrologia 27, 107, 1990

[8] Childs P. R. N.,“6 — Resistance temperature detectors,” in Practical
Temperature Measurement, Oxford: Butterworth-Heinemann, pp. 145-
193, 2001

[9] Bureau International des Poids et Mesures, BIPM, Guide to the
Realization of the ITS-90, Platinum Resistance Thermometry, 2018

[10] BS EN 60751:2008, Industrial platinum resistance thermometers and
platinum temperature sensors

[11] DKD-R 5-1 Calibration of resistance thermometers, DKD guidelines,
09/2018

[12] Connolly J.J., Bentley R.E., Platinum Resistance Thermometry, First
Edition, National Measurement Institute, 2004.

[13] Bentley, R.E., Thermocouples in Temperature Measurement, National
Metrology Institute of Australia, Lindfield, 2004

[14] EURAMET CGS8, “Calibration of Thermocouples”. European
Association of National Metrology Institutes, Version 3.1, 02/2020

[15] EN 60584-1:2013, Thermocouples — Part 1: EMF specifications and
tolerances,

[16] Wise, J. A., A Procedure for the Effective Recalibration of Liquid-in-
Glass Thermometers, NIST SP 819, National Institute of Standards and
Technology, Gaithersburg, MD, 1991

[17] Wise, J. A., Liquid-in-Glass Thermometer Calibration Service, NIST
SP 250-23, National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg,
MD, 1988

107



108

[18] ASTM E 1-07, Standard Specification for ASTM Liquid-in-Glass
Thermometers, ASTM, West Conshohocken, PA, 2007

[19] ISO Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement (the
GUM), joint document of ISO, IEC, BIPM and others, 1993

[20] ASTM E644 — 11 Standard Test Methods for Testing Industrial
Resistance Thermometers, 2019

[21] BS EN 60751:2008, Industrial platinum resistance thermometers and
platinum temperature sensors

[22] Connolly J. J., Bentley R. E., “Platinum Resistance Thermometry”, First
Edition, National Measurement Institute, 2004



7. Boliim

Adiyaman ilinin (Tiirkiye)
Sucul Bocek Cesitliligi

Gani Erhan Tagar!
Murat Kizilkaya?
Selda Kizilkaya?

1 Dog. Dr., Adiyaman Universitesi, Kahta MYO.
2 Denizkogkler ilkokulu Avcilar/istanbul, muratkizilkaya54@gmail.com
3 Abdulkadir Uztiirk {lkokulu Avecilar/istanbul, seldakizilkaya90@gmail.com

109






1. Giris

Adiyaman ili iilkemizin Glineydogu Anadolu Bolgesi’nin kuzey batisinda yer
almaktadir. Kuzeyde Dogu Anadolu Bolgesi’ne, batida ise Akdeniz Bolgesi’ne
stnirdir. Toros Daglari ilin kuzey kesimi boyunca uzanmaktadir. Yaklasik %52’si
(Tel et al., 2021) daglik alanlardan olusan Adiyaman ilinin giineyi ise diizliik ve
verimli ovalarla kaplidir (Sekil 1).

Adiyaman
Centrum
[

o
“’Adiyaman Province 0 60 120
f——t—m

Sekil 1. Adiyaman il haritasi (Tasar, 2017a)

Adiyaman ili cografik yapt bakimindan birbirinden farkli 6zelliklere sahip
olan dokuz ilgeden olugsmaktadir. Bunlar: Adiyaman-merkez, Besni, Celikhan,
Golbasi, Gerger, Kahta, Samsat, Sincik ve Tut ilgeleridir. Merkez ilge Adiyaman
669 metre rakima sahipken, ilin giineyinde yer alan diizliik ve ovalardan olusan
Samsat ilcesi deniz seviyesinden 610 metre yiiksekliktedir. Tarihte yasamuis,
Kommagene Krallig1 gibi biiylik medeniyetlere de ev sahipligi yapmis olan
Nemrut Dag1 2150 metre yiiksekligi ile ilin giiney dogusunda, Kahta ilgesinde
yer almaktadir. Sehir merkezi, Kahta ve Samsat ilgelerinin ayn1 zamanda Atatiirk
Baraj Golii’ne de kiyilar1 bulunmaktadir. Ilin batisinda yer alan Golbas ilgesinde,
dikkate deger bir biyolojik ¢esitlilige sahip olan ii¢ biiylik gol (Biiyiik Gol, Azaph
ve Inekli Gélleri) ve birgok golet bulunmaktadir. Celikhan, Gerger ve Sincik
ilgeleri ilin kuzeyi boyunca uzanan Toros Daglari iizerinde konumlanmislardir.
Tut ilgesi 1100 metre rakima sahipken, Sincik 1325 metre ve Celikhan ilgesi 1388
metre yliksekliktedir. 2250 metre yiikseklige sahip Kimil Dagi’nin yer aldig:
Gerger ilgesinde ayrica biiylik kanyonlar ve baraj golii de bulunmaktadir.

Adiyaman ilinde bir¢ok dogal ve yapay sulak alan bulunmaktadir. Buna bagl
olarak sucul bocekler acisindan zengin bir tiir gesitliligi goriilmektedir.
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Bu denli farkli cografik yapiya sahip Adiyaman ili iklim olarak yar1 bozunmus
Akdeniz ve karasal iklimin etkisi altindadir. Ilin kuzeyinde yer alan daglik
alanlarda yazlar kurak ve serin, kiglar yagish ve soguktur. Rakimin daha diisiik
oldugu ve genis diizliikklerin yer aldig1 giiney kesiminde ise yazlar kurak ve sicak,
kislar yagish ve 1lik gecer (Tel et al., 2021).

Akdeniz, Dogu ve Gilineydogu Anadolu Boélgeleri arasinda yer alan Adryaman
ili, her ti¢ bolgenin de bitki ¢esitliligini igerisinde barindirmaktadir. Yaklagik
%18’1 ormanlarla kapli olan ilin, bitki ortlisii yiizey sekilleri ve iklime gore
degisiklik gostermektedir. Ormanlarinda karagcam, kizilgam, ardig, mese, sakiz ve
melengi¢c agaglar1 yaygindir. Kuzeyinde mese agaclarmmin hakim oldugu
ormanlarda, daginik olarak genis yaprakli bitki tiirleri de goriilmektedir. Firat
nehri boyunca cayirliklar bulunmaktadir. Bataklik ve sazliklarin yer aldigi
alanlarda suyu seven bitki ortiisiine de rastlanmaktadir (Tel et al., 2021).

Adiyaman ilinin sucul bocek varligimi ortaya koymak icin bugiine kadar az
sayida calismanin yapildigr ve bunlarin da daha ¢ok kinkanathilar takimina
yonelik oldugu goriilmektedir.

2. Sucul Bocekler

Adiyaman ilinden bugiine kadar yedi takima ait birgok sucul/yar1 sucul bocek
tiirlinin varhig1 kaydedilmistir. Bu tiirler, ait olduklar takimlar ile birlikte
alfabetik siraya gore asagida sunulmustur.

2.1. Coleoptera

Coleoptera kelimesi Aristo tarafindan; Coleos=koruyucu sey, kalkan ve
ptera=kanat anlamlarina gelen Yunanca kelimelerden tiiretilmistir (Resh and
Carde, 2009). Tiirk¢e olarak ise “kinkanathilar” diye adlandirilmastir.

Adiyaman ilinden Kinkanatlilar takimma bagli on familyadan 90 sucul
taxanin varhiginin kaydedildigi belirtilmektedir. Bu tiirlerden: Hydrochus
adiyamanensis Tasar, 2017 ve Bidessus anatolicus adiyaman Aykut, Tasar &
Fery, 2021 Adiyaman iline endemik olan tiirlerdir.

Adiyaman ilinden bilinen sucul/yar1 sucul kolopter tiirlerinin listesi: Tasar,
2014a; 2014b; 2017a; 2017b; 2018; Aykut and Tasar, 2018; Aykut at al., 2021
yayinlarindan faydalanilarak olugturulmustur.

Family Helophoridae
1) Helophorus (Eutrichelophorus) micans (Faldermann, 1835)
2) Helophorus (s. str.) aquaticus (Linnaeus, 1758)
3) Helophorus (s. str.) grandis (1lliger, 1798)
4) Helophorus (s. str.) syriacus Kuwert, 1885
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5) Helophorus (Rhopalohelophorus) brevipalpis brevipalpis Bedel, 1881
6) Helophorus (R.) daedalus d’Orchymont, 1932
7) Helophorus (R.) hilaris Sharp, 1916
Family Hydrochidae
8) Hydrochus adiyamanensis Tasar, 2017
9) Hydrochus elongatus (Schaller, 1783)
10) Hydrochus flavipennis Kuster, 1852
Family Hydrophilidae
11) Anacaena globulus (Paykull, 1798)
12) Anacaena limbata (Fabricius, 1792)
13) Anacaena rufipes (Guillebeau, 1896)
14) Paracymus chalceolus (Solsky, 1874)
15) Berosus (s. str.) affinis Brullé, 1835
16) Berosus (s. str.) byzantinus Ganglbauer, 1904
17) Chaetarthria seminulum (Herbst, 1797)
18) Chasmogenus livornicus (Kuwert, 1890)
19) Cymbiodyta marginella (Fabricius, 1792)
20) Enochrus (s. str.) melanocephalus (Olivier, 1792)
21) Enochrus (Lumetus) bicolor (Fabricius, 1792)
22) Enochrus (L.) calabricus (Ferro, 1986)
23) Enochrus (L.) halophilus (Bedel, 1878)
24) Enochrus (L.) ochropterus (Marsham, 1802)
25) Enochrus (L.) politus (Kiister, 1849)
26) Enochrus (L.) quadripunctatus (Herbst, 1797)
27) Enochrus (Methydrus) affinis (Thunberg, 1794)
28) Enochrus (M.) coarctatus (Gredler, 1863)
29) Helochares (s. str.) lividus (Forster, 1771)
30) Helochares (s. str.) obscurus (O. F. Miiller, 1776)
31) Hydrobius fuscipes (Linnaeus, 1758)
32) Limnoxenus niger (Gmelin, 1790)
33) Hydrochara dichroma (Fairmaire, 1892)
34) Brownephilus major (incekara et al., 2009)
35) Hydrophilus (s. str.) piceus (Linnaeus, 1758)
36) Laccobius (Dimorpholaccobius) bipunctatus (Fabricius, 1775)
37) Laccobius (D.) hauserianus Kniz, 1914
38) Laccobius (D.) hindukuschi Chiesa, 1966
39) Laccobius (D.) obscuratus aegaeus Gentili, 1974
40) Laccobius (D.) sinuatus Motschulsky, 1849
41) Laccobius (D.) sipylus d’Orchymont, 1939
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42) Laccobius (D.) syriacus Guillebeau, 1896
43) Laccobius (Microlaccobius) alternus Motschulsky, 1855
44) Laccobius (M.) gracilis Motschulsky, 1855
45) Laccobius (M.) quaesitus Gentili, 1988
46) Coelostoma (s. str.) orbiculare (Fabricius, 1775)
47) Cercyon (s. str.) circumcinctus Reitter, 1889d
48) Cercyon (Paracycreon) laminatus Sharp, 1873
Family Dryopidae
49) Dryops jeanneli Bollow, 1939
50) Dryops lutulentus Erichson, 1847
51) Dryops nitidulus Heer, 1841
52) Dryops rufipes Krynicki, 1832
Family Elmidae
53) Elmis maugetii maugetii Latreille, 1802
Family Heteroceridae
54) Heterocerus fenestratus Thunberg, 1734
55) Heterocerus fusculus Kiesenwetter, 1843
Family Dytiscidae
56) Agabus biguttatus (Olivier, 1795)
57) Agabus bipustulatus (Linnaeus, 1767)
58) Agabus caraboides Sharp, 1882
59) Agabus conspersus (Marsham, 1802)
60) Agabus glacialis Hochhuth, 1846
61) Agabus nebulosus (Forster, 1771)
62) Bidessus anatolicus adiyaman Aykut, Tasar & Fery, 2021
63) Colymbetes fuscus (Linnaeus, 1758)
64) Deronectes sahlbergi Zimmermann, 1932
65) Dytiscus marginalis (Linnaeus, 1758)
66) Graptodytes veterator veterator Zimmermann, 1918
67) Hydaticus seminiger DeGeer, 1774
68) Hydroglyphus geminus (Fabricius, 1792)
69) Hydroporus discretus Fairmaire and Brisout, 1859
70) Hydroporus marginatus (Duftschmid, 1805)
71) Hydroporus palustris (Linnaeus, 1761)
72) Hydroporus planus (Fabricius, 1782)
73) Hydroporus pubescens (Gyllenhal, 1808)
74) Hydroporus tessellatus (Drapiez, 1819)
75) Hydrovatus cuspidatus (Kunze, 1818)
76) Hygrotus impressopunctatus (Schaller, 1783)



77) Hygrotus inaequalis (Fabricius, 1777)

78) Hygrotus lernaeus (Schaum, 1857)

79) Ilybius chalconatus (Panzer, 1796)

80) Ilybius fuliginosus fuliginosus (Fabricius, 1792)

81) Laccophilus hyalinus (De Geer, 1774)

82) Laccophilus minutus (Linnaeus, 1758)

83) Laccophilus poecilus Klug, 1834

84) Liopterus haemorrhoidalis (Fabricius, 1787)

85) Nebrioporus stearinus suavis (Sharp, 1882)

86) Rhantus suturalis (W.S. MacLeay, 1825)

87) Scarodytes halensis (Fabricius, 1787)
Family Gyrinidae

88) Gyrinus distinctus Aubé, 1838
Family Haliplidae

89) Peltodytes caesus (Duftschmid, 1805)
Family Noteridae

90) Noterus clavicornis (De Geer, 1774)

Adiyaman ilinden tespit edilen bazi kinkanath tiirlerinin gergek gorintiileri
asagida sunulmustur.
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Sekil 4. Dytiscus marginalis ergin

Sekil 5. Dytiscus marginalis larva
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2.2. Diptera

Latince bir kelime olan “dipteros”, Tiirkge “iki kanatlhilar” anlamina
gelmektedir (Lancester and Downes, 2013; Nair et al., 2015). ingilizce “true
flies” (gergek sinekler) de denilmektedir (Ivkovic et al., 2020). Tiirkge iki
kanatlilarda denilen bu takimin adi, sahip olduklar1 bir ¢ift zarimsi1 kanattan
gelmektedir. Bircogunda birinci ¢ift kanatlardan sonra gelen, ugarken dengeyi

sagladigi diisiliniilen, kisalmis ve korelmis kanat benzeri adina halter organi da
denilen yapilar bulunmaktadir. Resim 5’te halter organi agikca goriilmektedir.

Adiyaman ilinden Diptera takimina bagli bugiine kadar 18 sucul tiiriin varlig
kaydedilmistir. Adryaman ilinden bilinen sucul/yar1 sucul dipter tiirlerinin listesi;
Ekingen et al., 1978; Karsavuran et al., 2005; Kilig, 1999; 2006; Yavasoglu et al.,
2019 yaymlarindan faydalanilarak olusturulmustur.

Family Culicidae

1)
2)

Anopheles sacharovi
Anopheles superpictus

Family Tabanidae

3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Chrysops (s. str.) caecutiens (Linnaeus, 1758)
Chrysops (s. str.) flavipes Meigen, 1804

Chrysops (s. str.) viduatus (Fabricius, 1794)
Chrysops (Petersenychrysops) hamatus Loew, 1858
Haematopota bigoti Gobert, 1881

Hybomitra acuminata (Loew, 1858)

Hybomitra caucasi (Szilady, 1923)

10) Hybomitra ciureai (Seguy, 1937)
11) Silvius (s.str.) algirus Meigen 1830
12) Tabanus anatolicus Osufjev, Moucha & Chvala, 1967
13) Tabanus bromius Linnaeus, 1758
14) Tabanus regularis Jaennicke, 1866
15) Tabanus spectabilis Loew, 1858
16) Tabanus leleani Austen, 1920
Family Chironomidae
17) Chironomus plumosus (Linnaeus, 1758)

Chronomidae (Titrer sinekler) larvalarina ait ger¢ek goriintiiler Resim 4 olarak
asagida sunulmaktadir.
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Sekil 6. Diptera: Chironomidae larva

Family Muscidae
18) Musca domestica Linnaeus, 1758

Kozmopolit bir tiir olan, yumurtalarini nemli ve organik atiklarin bol oldugu
yerlere birakan ev sineklerini (Musca domestica’y1), Adiyaman'da da bol
miktarda gormekteyiz. Literatiirde dogrudan bulunmasa bile gozlemlerimiz
neticesinde dipter listesine eklenmesi uygun gorilmiistiir.

Family Tipulidae

Adiyaman/Go6lbag1 gollerinden bir disi ve bir erkek olmak iizere Diptera:
Tipulidae (Cayir sinekleri) familyasina ait oOrneklerde toplanmustir. Tiir
seviyesinde teshislerini yapamadigimiz igin listeye eklenmemigtir. Fakat
orneklerimize ait gercek goriintiiler Sekil 7 olarak asagida sunulmaktadir.

Sekil 7. Diptera: Tipulidae ergin (a): disi ve (b): erkek.
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2.3. Ephemeroptera

Latince bir kelime olan “ephemeros”, Tiirkce “bir giin siiren”” anlamina gelmektedir
(Lancester and Downes, 2013). Ingilizce mayflies (mayis sinekleri), dayflies (bir
giinliik sinekleri), fishflies (balik sinekleri) ve shadflies (golge sinekleri) de
denilmektedir (Jacobus et al., 2019). Bu takima ait tiirlerin erginlerinin dmiirleri cok
kisa oldugu i¢in “bir giinliik sinekleri” olarak adlandirilmaktadirlar.

Adiyaman ilinden Ephemeroptera takimina bagli bugiine kadar yedi sucul tiiriin
kaydi verilmistir. Bu tiirlerden; Oligoneuriella paulopilosa Sroka in Sroka et al., 2015
ve Oligoneuriella pectinata Bojkova & Soldan in Sroka et al., 2015 Adiyaman’a
endemik olup, ilk kez 2015 yilinda Sroka ve arkadaslari tarafindan kaydedilmistir.
Adryaman ilinden bilinen ephemeropter tiirlerinin listesi; Koch, 1988; Salur et al., 2016
yayinlarindan faydalanilarak olusturulmustur.

1) Baetis (Baetis) buceratus Eaton, 1870

2) Baetis (Baetis) lutheri Miiller-Liebenau, 1967

3) Caenis macrura Stephens, 1835

4) Epeorus (Caucasiron) caucasicus (Tshernova, 1938)

5) Ephemeralla ignita (Poda, 1761)

6) Oligoneuriella paulopilosa Sroka in Sroka et al., 2015

7) Oligoneuriella pectinata Bojkova & Soldan in Sroka et al., 2015

2.4. Hemiptera

Latince bir kelime olan “hemi”, Tiirk¢e “yarim”; “pteron” ise ‘“kanat”
anlamina gelmektedir. Bu takima, adina hemielitra da denilen 6n kanatlarinin
taban kismi sertlesmis, u¢ kismi ise zarimsi oldugu i¢in bu isim verilmistir
(Lancester and Downes, 2013). Tiirk¢e yarim kanatlilar denilmektedir.

Adiyaman ilinden Hemiptera takimina bagli bugiine kadar bir sucul tiiriin
varlig1 kaydedilmistir. Bu tiirlerin listesi: Yazici, 2020 yayimindan faydalanilarak
olusturulmustur.

1) Nepa cinerea Linnaeus, 1758

2.5. Odonata

Latince bir kelime olan “odous”, Tiirkge “dis”” anlamina gelmektedir. Digli, tirtikl1
alt cenelerinden dolay1 bu takima bu isim verilmigtir (Lancester and Downes, 2013).
Yerel olarak “yusufcuk, su bakireleri, helikopter bocekleri” olarakta adlandirilan bu
takimin {iyeleri, sahip olduklart iri gbzleri, uzun karinlari, giiclii gériiniimlii kanatlart,
rengarenk dig goriiniisleri ve erginlerinin hizli ve manevrali ugus yetenekleri ile diger
bdceklerden kolaylikla ayirt edilmektedirler.

Adiyaman ilinden bugiine kadar Odonata takimima bagl 22 sucul taxanin varligt
kaydedilmistir. Adiyaman ilinden bilinen odonat tiirlerinin listesi; Kalkman et al.,
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2004; Salur and Ozsarag, 2004; Kalkman and Van Pelt, 2006; Ayten and Ozgékee,
2009; Blow et al., 2021 yaynlarindan faydalanilarak olusturulmustur.

1) Anax parthenope (Sélys, 1839)

2) Brachythemis fuscopalliata (Sélys, 1887)

3) Calopteryx splendens intermedia Sélys, 1887

4) Cercion lindenii (Sélys, 1840)

5) Coenagrion ornatum (Sélys, 1850)

6) Crocothemis erythraea (Brullé, 1832)

7) Epallage fatime (Charpentier, 1840)

8) Ischnura elegans ebneri Schmidt, 1938

9) Ischnura intermedia Dumont, 1974

10) Ischnura pumilio (Charpentier, 1825)

11) Lestes barbarus (Fabricius, 1798)

12) Libellula depressa (Linnaeus, 1758)

13) Lindenia tetraphylla (Vander Linden, 1825)

14) Orthetrum brunneum (Fonscolombe, 1837)

15) Orthetrum cancellatum (Linnaeus, 1758)

16) Orthetrum coerulescens anceps (Schneider, 1845)

17) Orthetrum sabina (Drury, 1770)

18) Onychogomphus lefebvrii (Rambur,1842)

19) Platycnemis dealbata Sélys in Sélys & Hagen, 1850

20) Platycnemis kervillei (Martin, 1909)

21) Sympetrum fonscolombii (Sélys, 1840)

22) Trithemis annulata (Palisot de Beauvois, 1805)

Odonata takimina bagli bir tiiriin ger¢ek goriintiisii ve larvalara ait integiiment
kalintilar1 agagida sunulmustur.

Sekil 8. (a): Odonata ergin, (b): instar sonrasi kalan integiiment kalintilari.
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2.6. Plecoptera

Latince bir kelime olan “plektos”, Tiirk¢e “Orgiilii, seritli”’; “pteron” ise
“kanat” anlamina gelmektedir. Kanatlarinin belirgin damarlanma o6zellikleri
sebebiyle bu latince kelimeler kullanilarak adlandirilmislardir (Lancester and
Downes, 2013). Tiirkge “tas sinekleri” olarak bilinmektedirler.

Adiyaman ilinden Plecoptera takimina bagli bugiine kadar iki sucul tiiriin
varligr kaydedilmistir. Bunlardan biri aym1 zamanda iilkemize endemik olup,
Adana, Adiyaman, Hatay, Icel, Kahramanmaras, Kayseri, Malatya ve Nigde
illerinden de kaydedilmistir. Adiyaman ilinden bilinen plekolopter tiirlerinin
listesi: Darilmaz et al., 2016 yayinindan faydalanilarak olusturulmustur.

1) Nemoura taurica Zhiltzova, 1967
2) Protonemura bacurianica adana Vingon & Zhiltzova, 2004

2.7. Trichoptera
Latince bir kelime olan “tricho”, Tiirk¢e “sac, kil”’; “pteron” “kanat” anlamina
gelmektedir (Lancester and Downes, 2013; Sivaramakrishnan et al., 2018).
Viicutlarinin ve kanatlarinin yiizeyi uzun, ipeksi killarla kapli oldugu i¢in bu isim
verilmigtir. Kelebek ve giivelerden de bu yonleri ile ayirt edilmektedirler
(Lancester and Downes, 2013; Sivaramakrishnan et al., 2018; Morse et al., 2019).
Adiyaman ilinden Trichoptera takimina bagl bugiine kadar sekiz tiiriin varlig
kaydedilmistir. Adiyaman ilinden bilinen trikopter tiirlerinin listesi; Darilmaz and
Salur, 2015 yaymindan faydalanilarak olusturulmustur.
1) Rhyacophila nubila Zetterstedt, 1840
2) Stactobia forsslundi Schmid, 1959
3) Hydropsyche modesta Navas, 1925
4) Limnephilus tauricus Schmid, 1964
5) Micropterna muehleni McLachlan, 1884
6) Micropterna taurica Martynov, 1917
7) Micropterna testacea Gmelin, 1789
8) Stenophylax permistus McLachlan, 1895

3. Tartisma ve Sonug

Adiyaman ilinden bugiine kadar yedi takima ait 148 sucul bdcek tiiriiniin
varlig1 kaydedilmistir. Yapilan literatiir taramalarina gore; bunlarin bazilarinin
yabanci aragtirmacilar tarafindan yol kenarlarindan yapilan orneklemeler
neticesinde oldugu anlasilmaktadir. Detayli ¢alismalarin ise yerli aragtirmacilar
tarafindan son yillarda yapildig1 ve ¢ok sayida tiiriin tespit edilerek kaydedildigi
belirtilmektedir. Bunlarin igerisinde, Adiyaman ilimize ve iilkemize endemik
olan tiirlerin de var oldugu goriilmektedir. Ozellikle Coleoptera takimina bagh
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Hydrochus adiyamanensis Tasar, 2017, Bidessus anatolicus adiyaman Aykut,
Tasar & Fery, 2021 ve Ephemeroptera takimina bagh Oligoneuriella paulopilosa
Sroka in Sroka et al., 2015, Oligoneuriella pectinata Bojkova & Soldan in Sroka
et al., 2015 tiirleri lilkemize ve Adiyaman ilimize endemik olup, Plecoptera
takimina bagli Protonemura bacurianica adana Vingon & Zhiltzova, 2004
alttiirii ise lilkemize endemiktir.

Adiyaman cografik yap1 olarak; kuzeyi Toros daglari, gilineyi ise diizliik ve
ovalarla kapli olan bir ilimizdir. Ilin daglik kisimlar1 birgok gdl, golet, dere, nehir
ve su birikintilerine sahip olup, ilin batisinda yer alan ve ii¢ gélden (Biiyiik Gdl,
Inekli ve Azapl gollerinden) olusan Golbast Golleri, dikkate deger bir tiir
cesitliligine sahiptir. Uzun yillardan beri var olan bu gol kompleksinin, bir¢ok
sucul bocek tlirene ev sahipligi yaptigini, barindirdig tiir sayisi ile gérmekteyiz.

Sucul bocekler sucul ekosistemlerin 6nemli birer basamagmi teskil
etmektedirler. Diger bircok omurgasiz ve omurgali canlimin besin kaynagini
olustururken, ¢iirlik¢iil beslenenler madde dongiilerinde Onemli bir yere
sahiptirler. Parazit olan tiirlerin yan1 sira kanibalizim de goriilmektedir.

Diinyanin ¢esitli bolgelerinde, dogrudan ya da dolayli, insan besin kaynag:
olarak tiiketilen bir¢cok sucul bocek tiirii bulunmaktadir. Son doénemlerde
boceklerin ¢iftlik hayvanlarinin besin tedariginde ucuz protein kaynagi olarak
kullanilabilecegine dair ¢esitli yaklagimlar ve c¢alismalar da oldugu
bildirilmektedir (Tasar ve Canli Tasar, 2022).

Adiyaman ilimizden bugiine kadar, sucul kinkanathlar disinda diger sucul
takimlara ait detayli bir calismanin yapilmadigr goriilmektedir. Kinkanatlilar
disindaki diger sucul tiirleri barindiran takimlara has ayrintili ¢alismalarin
yapilmasiyla, Adiyaman ilimizin sucul bocek varliginin tespiti, tam olarak ortaya
konulabilecektir. Bu c¢alisma, ileride yapilacak arastirmalara detayli bir veri
tabani olacak ve bu konuda ¢aligan aragtirmacilara da kolayliklar sunacaktir.
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GIRIS

S1v1 kristal yapilar, molekdiller aras1 bag kuvvetleri zayif oldugundan elektrik
alan, manyetik alan, sicaklik ve basing gibi dis etkilere kars1 yiiksek hassasiyet
gosterirler. Molekiiler yonelimleri bu etkiler ile kolaylikla degistirilebildigi igin
arastirmacilar tarafindan yogun calisilan, popiiler malzemeler haline gelmislerdir
(Tripathi vd., 2013).

Sivi  kristaller morfolojik, elektro-optik ve dielektrik 6zelliklerinin
tyilestirilmesi, kullanim alanlarinda daha yiiksek performans ve daha diigiik enerji
tilketimi gibi Onemli Ozelliklerinin gelistirilmesi i¢in kuantum noktalar,
ftalosiyaninler, polimerler ve karbon nanotiipler gibi bazi 6zel malzemeler ile
katkilanmaktadir (Kocakiilah vd., 2018). Ayrica son yillarda siv1 kristallerin
Cinko oksit (ZnO) (Eskalen vd., 2021), Titanyum Dioksit (TiO,) (Pathak vd.,
2017), Baryum Titanat (BaTiOs3) (Dubey vd., 2017) gibi ¢esitli nanopargaciklar
(NP) ile katkilanmasinin sivi kristal yapilarn performansimi artirabildigi
goriilmekte ve sivi kristal tabanli cihazlar yogun olarak aragtirilmaktadir (Hsu
vd., 2017). Literatiir incelendiginde, s1v1 kristallerin 6zellikle metal oksit icerikli
NP’lar ile farkli oranlarda katkilandigi, katkinin sivi kristalin elektro-optik ve
dielektrik ozelliklerinde ©nemli iyilestirmelere neden oldugu goriilmektedir
(Monohar vd., 2009; Eskalen vd., 2015; Sharma vd. 2019).

Bu metal oksit nano malzemeler arasinda, II-VI grubu bir bilesik olan ZnO,
oda sicakliginda yaklasik 60 meV'lik baglanma enerjisine ve 3,37 eV'lik
dogrudan bant araligina sahip, genis bant aralikli bir yan iletkendir. Ayrica;
seffafligi, yliksek elektron hareketliligi, zararsizlig1, diisiikk maliyetli olmasi, oda
sicakligindaki kimyasal karakteristigi, optik ve elektriksel 6zellikleri nedeniyle
ZnO opto-elektronik uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Supreet vd.,
2013).

Birgok arastirmact ZnO katkisinin sivi kristalin karakterizasyonuna olan
etkisini aragtirmistir. Tripathi ve arkadaslar1 2012°de MBBA sivi1 kristaline %0,5,
%1,0 ve %1,5 oranlarinda katkilanan %8 Cu?* katkili ZnO nanopargacigin, sivi
kristalin esik voltajin1 arttirdig1, fakat anahtarlama davraniginda iyilesmeye neden
oldugunu rapor etmistir. 2013 yilinda yapilan arastirmalarinda ise MBEA
nematik sivi kristaline %0,5 ve %1 oranlarinda yapilan ZnO katkisinin, sistemin
dielektrik 6zelliklerini giiclii bir sekilde etkiledigi rapor edilmistir (Tripathi vd.,
2012; Tripathi vd., 2013). Eskalen ve arkadaslarmin 2015 yilinda yapilan
calismalarinda E7 sivi kristaline %1, %2 ve %4 oranlarinda yapilan ZnO
katkisinin esik voltajin1 6nemli 6l¢iide diisiirdiigii rapor edilmistir (Eskalen vd.,
2015). Ayni zamanda Sharma ve arkadaslar1 2019 yilinda yaptiklari arastirma ile
E7 siv1 kristaline %0,5 oraninda katkilanan ZnO nanopargaciginin esik voltajini
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disiirdiigii, ¢ift kirllma ve CR (kontrast orani)'da artisa neden oldugunu
bildirmislerdir (Sharma vd., 2019).

Literatiirde farkli kimyasal Ozelliklere sahip farkli sivi kristal yapilara
katkilanan ZnO nano malzemesinin sivi kristal yapinin 6zelliklerini énemli
Olciide etkiledigi goriilmektedir. Fakat incelenen 6zellikler daha ¢ok elektro-optik
parametrelerdir. Bu calismada E7 sivi kristal yapiya agirlikca %1 oraninda
katkilanan ZnO nanopargacigiin saf siv1 kristal yapinin dielektrik 6zelliklerine
etkisi detayli olarak aragtirilmistir.

MATERYAL VE METOT

Bu c¢alismada, kimyasal yapist Sekil 1'de verilen ve ticari olarak Merck
firmasinda temin edilen E7 kodlu nematik s1v1 kristal yap1 kullanilmistir (Eskalen
vd., 2015). E7 disiik frekansta pozitif dielektrik anizotropiye sahip (Ag' =
+13,8), genis bir sicaklik araliginda o6zelligini koruyabilen, arastirmacilar
tarafindan ¢ok tercih edilen bir siv1 kristaldir.

5% HC

CN

Sekil 1. E7 nematik s1v1 kristal karigiminin kimyasal bilesimi.

z

16% OCgH,;

8% CeHyi

E7 saf siv1 kristal igerisine agirlikca %1 oraninda ZnO NP katkilanmustir.
Homojenligin saglanmast i¢in karistm 50 °C’de 3 saat ultrasonik banyoda
bekletilmistir. ZnO NP’nin ¢oziilmesi igin ¢oziicli olarak yapiya kloroform
eklenmistir ve 6rnekler tekrar 10 saat 50 °C’de ultrasonik banyoda karistirtlmisgtir.
Coziiciiniin uzaklastirilmasi igin 6rnekler 30 dakika 60 °C’de sicaga maruz
birakilmistir ve 1 gece oda sicakliginda bekletilmistir. Elde edilen ZnO katkili
Sivi Kristal kompozit yapmin olglimlerinin yapilabilmesi i¢in indiyum kalay
oksit (ITO) kapli sivi kristal hiicrelere ornekler kilcallik yontemi ile
doldurulmustur. Kullanilan ITO kapli hiicreler planar yonelimli 7,7 um
kalinhiginda, 100 Q/cm? yiizey direncine sahiptir ve INSTECH firmasindan temin
edilmistir.
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Saf ve ZnO katkili kompozit yapinin dielektrik 6l¢iimii Novocontrol Alpha A
Dielektrik/Empedans Analizorii kullanilarak 100 Hz-10MHz frekans araliginda,
oda sicakliginda yapilmustir.

BULGULAR

Dielektrik spektroskopi, kutuplanabilme o6zelligine sahip sivi kristallerin,
iletkenlik ve polarizasyon gibi farkli fiziksel 6zelliklerinin sicaklik, voltaj ve
frekansa bagl olarak dl¢iilmesini saglayan 6nemli bir aractir. Bu 6l¢iimler ile s1vi
kristallerin molekdiler arasi etkilesim mekanizmalar1 hakkinda ayrintili bilgi elde
edilebilir (Jayoti vd., 2018). Siv1 kristal malzemelerin dielektrik 6zelliklerini
belirlemede ana parametre olan karmasik dielektrik sabiti (), su sekilde ifade
edilir (Kocakiilah vd., 2015);

e =g -¢£" (1)

Burada &’ karmagik dielektrik sabitinin ger¢ek kisminini, €' ise karmasik
dielektrik sabitinin sanal kismini temsil eder &', malzemede depolanan enerjinin,
¢'"ise malzemedeki enerji kaybmin bir Olgiistidiir. Paralel iletken plakalar
arasinda yari iletken siv1 kristal bulunan ve bir nevi kondansator olan sivi kristal
hiicrelerin dielektrik 6zellikleri asagidaki denklem ile ifade edilebilir;

g=t=2 @)

A Co

" Gd G

= e ©)

wWEYA - wCy

burada, € malzemelerin kapasitans degeri, G iletkenlik degerleridir. C,
ortamda dielektrik malzeme olmadigi durumdaki kapasitansi, &, boslugun
dielektrik sabitidir (g, = 8,85 X 1071* F/cm). A siv1 kristal hiicrede iletken
bélgenin yiizey alamdir ve d sivi kristal hiicresinin kalinligini ifade eder (Ozmen
vd., 2012).

Dielektrik sabitinin ger¢ek (¢') ve sanal (¢'") degerinin frekansa bagl
degisimi, saf ve ZnO katkili s1v1 kristal yapilar i¢in incelenmistir ve sirasiyla
Sekil 2 ve Sekil 3 ile verilmistir.
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Sekil 2. Orneklerin &’ — f grafigi.

Sekil 2, 1 V gerilim degerinde, saf ve ZnO katkil1 s1v1 kristal kompozitlerin
frekansa bagli €" degerlerini gostermektedir. Sivi kristal hiicresindeki dielektrik
ortam, harici bir elektrik alanina maruz kaldiginda, dielektrik gevseme yoluyla
yeni bir denge durumuna gecer, uygulanan elektrik alanin frekansin artmasi,
dielektrik sabitin azalmasiyla sonuglanir. Molekiillerin kutuplanabilirligi, iyonik
iletkenlik ve ylizler arasi yonelim nedeniyle artan frekansla &’ degerleri
diismiistiir (Karakus vd., 2011). Sekilde, ZnO katkil1 s1v1 kristal kompozit yapinin
€' degerinin, saf sivi kristale gore diistik frekans bolgesinde olduk¢a yiiksek
oldugu goriilmektedir. &' degerindeki artis, NP ve sivi kristal arasindaki
molekiiler etkilesimin artmasiyla agiklanabilir. Bu etkilesimlerin kompozit
yapidaki net dipol momentinde bir artisa yol agtig1, bu nedenle €’ degerinin arttig1
diistiniilmektedir. Yaklasik 1 kHz'den sonra ZnO katkisinin &' {izerindeki
etkisinin degistigi goriilmektedir. ZnO NP katkili s1v1 kristal kompozit yap1 bu
frekanstan sonra saf sivi kristalden daha disik &’ degerlerine sahiptir.
Molekiillerin anti-paralel yoneliminden dolay1 net dipol momentinde azalma
meydana geldiginden dolay1 &’ degerinin azaldig1 diisiiniilmektedir (Eskalen vd.,
2021 ; Kocakiilah vd., 2020).
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Sekil 3. Orneklerin &” — f grafigi.

Sekil 3, 1 V gerilim altinda, saf ve ZnO katkilt s1v1 kristal kompozitlerin
frekansa bagli €' degerlerini gostermektedir. Sekilde, ZnO NP katkisinin
ozellikle dusiik frekans bolgesinde saf sivi kristale gore €' degerini arttirdigi
goriilmektedir. Bu durum, ZnO NP ve saf s1vi kristal molekdilleri arasindaki boyut
farkina baglanabilir. Bu fark, NP'lerin siv1 kristal molekiilleri i¢in bir bariyer
olusturmasina neden olur. Bu nedenle katkili siv1 kristal kompozit yapida enerji
kayb1 daha yiiksektir (Singh vd., 2013). Bu artisin diger nedeni, katki nedeniyle
artan elektriksel iletkenlikten veya ZnO NP ve Sivi Kristal ara yiiz bolgeleriyle
iliskili olabilir (Prasad vd., 2013).

Relaksasyon frekansi, arastirilan sivi  kristal —sistemlerinin  polarize
edilebilirligi ve molekiiler hareketi hakkinda bilgi veren énemli bir parametredir
(Ozmen vd., 2012). Relaksasyon frekans1 (fz), &” —f grafiginin tepe
noktasindan bulunabilir. Bu nokta yaklasik olarak &' — f grafiginin orta
noktasidir. Orneklerin f; degerleri Cizelge 1'de verilmistir. ZnO katkis: ile
relaksasyon frekansinin diisiik frekans bolgesine dogru kaydigr Sekil 3’ten
goriilmektedir. Bunun sebebi sivi kristal malzemeye yapilan ZnO katkisinin,
molekiiler etkilesimi arttirdigi ve dolayisiyla ankraj kuvvetinin azalmasi olabilir
(Kocakiilah ve Koysal, 2022). Genellikle, sivi kristal molekiiler sistemi, kisa
eksen ve uzun eksen etrafinda dénme olan iki farkli molekiiler harekete sahiptir.
Relaksasyon frekansi yaklasik kHz-MHz araliginda meydana gelirse,
molekiillerin flip-flop hareketi olarak adlandirilan kisa eksen etrafinda dondiigii
sOylenebilir (Sharma vd., 2019).
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Cizelge 1. Kompozit yapilarin baz1 6nemli dielektrik parametreleri.

fr(kHz) T (us) oe’ a
E7 560 0,283 3,984 0,991
ZnO/E7 125 1,291 3,525 0,974

Stvi kristal molekiillerinin dielektrik relaksasyon davranisi Cole-Cole modeli
ile detayl1 olarak analiz edilebilir ve Cole-Cole denklemi asagidaki denklem
olarak ifade edilir (Katariya Jain ve Deshmukh, 2019);

el—glo

8* — 8, &5 €
o+ 1+(iwT)1-®)

4)
burada &, ve & disiik ve yiiksek frekans bolgesinde &' degeridir. » agisal
frekans, t relaksasyon zamani ve o dagihim parametresini ifade eder. &' ve &

parametreleri, Denklem (1)'i kullandiktan sonra cole-cole denklemi referans
almarak agagidaki sekilde ifade edilebilir (Kocakiilah vd., 2020);

1+(wD)™ cos(?)

1+2(wT)™ cos(?)ﬂwr)zn

€' = g5 + (& — &)

)

(wT)™ sin(nz—n)

1+2(wT)" cos(nz—”)+(w‘r)2"

e’ = (g5 — &)

(6)

burada n = (1 — ) olarak ifade edilir. Cole—Cole denkleminden yararlanilarak,
a, T, 8¢’ gibi baz1 6nemli dielektrik parametreler hesaplanmistir ve degerler
Cizelge 1 ile verilmistir. T degerinin ZnO katkisi ile arttigi goriilmektedir.
Relaksasyon zamani relaksasyon frekansi ile ters orantili oldugu i¢in bu beklenen
bir sonugtur (7 = 1/2mfR). Bu artigin sebebi ZnO nanopargaciklar ve sivi kristal
molekiilleri arasindaki siirtiinme nedeniyle molekiillerin ilk konumlarina donmek
icin daha fazla zamana ihtiya¢ duymasidir (Kocakiilah vd., 2020).
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Sekil 4. Cole-Cole grafigi.

o, dagilim parametresi O ile 1 arasinda herhangi bir deger alabilir. a sifira esit
oldugunda, molekiiller tek gevseme davranisi gosterir; bu durum Debye modeline
karsilik gelir. a sifira esit olmadiginda ise, molekiiller ikincil gevseme davranisi
gosterir, bu da Debye olmayan modele karsilik gelir. Yiiksek frekans bolgesinde
stvi kristal molekiillerinin dielektrik relaksasyon davranigimin kapsamli
degerlendirmesi i¢in o6rneklerin Cole-Cole grafikleri de cizilmistir (Sekil 4). E7
ve ZnO/E7 i¢in Sekil 4 incelendiginde Cole-Cole grafiginin bir yarim daire
olugturdugu goriilmektedir. Debye modelinde yarim dairelerin merkezi &’
ekseninin tizerinde yer alir. Yarim dairelerin merkezi €’ ekseninin altindaysa,
numuneler Debye tipi olmayan gevseme davranisi sergiler (Katariya Jain ve
Deshmukh, 2019). a degerleri ve Cole-Cole grafigi birlikte degerlendirildiginde,
saf sivi kristal yapinin yaklasik Debye tipi gevseme davranisi gosterdigi
gOrilmiistiir.

Malzemeler igin dielektrik dayanim (8&’ = (g5 — €5)) degeri kirilmanin
meydana gelmesinden once voltaja karsilik gelen deger olarak tanimlanir. ZnO
katkal1 s1v1 kristal kompozit yapi igin dielektrik dayanim degerinin saf E7’ye gore
kiigiildugii goriilmektedir. €, degeri yiiksek frekanslarda sifira yaklasirken, &
farkli kompozitler i¢in diisiik frekanslarda degisken degerler alabilir. Bu sonuglar
ZnO katkisinin  sivi  kristalin  dielektrik  o6zelliklerini ve relaksasyon
mekanizmasini énemli 6lgiide etkiledigini gostermektedir.
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SONUC VE TARTISMA

Bu calismada ZnO yan iletken nano malzemenin E7 nematik sivi kristal
yapilarin  dielektrik 6zellikleri iizerindeki etkileri kapsamli bir sekilde
aragtirtlmistir. Deneysel sonuglar, kompozit yapida artan molekiiler etkilesim
nedeniyle &' ve € degerlerinin 6zellikle diisiik frekans bolgesinde ZnO katkisi
ile arttigin1 gdstermektedir. Dielektrik 6zellikler icin 6nemli parametreler olan
relaksasyon frekansi ve relaksasyon zamani da E7 ve ZnO/E7 i¢in belirlenmistir.
Maksimum enerji kaybinin oldugu frekans degerine karsilik gelen relaksasyon
frekanst ZnO katkisi ile azalmistir. Relaksasyon frekansi ile ters orantili olan
relaksasyon zamani ise ZnO katkisi ile artmugtir. Ayrica her bir 6rnek igin d&’ve
a degerleri belirlenmistir. Sonuclar 6rneklerin neredeyse Debye modeline yakin
davrandig1r gostermektedir. Tiim sonuclar beraber degerlendirildiginde, saf
E7’nin dielektrik 6zelliklerinin, siv1 kristale ZnO katkilanmasiyla 6nemli ol¢iide
iyilestigi goriilmektedir. Bu sebeple calismanin sivi kristal tabanli cihaz
uygulamalarina 6nemli katki saglayacagi diistiniilmektedir.
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Bu calisma Izmir Bakirgay Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri
Koordinatorliigii  tarafindan  TEZ.2021.004 nolu proje  kapsaminda
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1. GIRIS

“Yeni ylizyilin sanayi devrimi” olan nanoteknoloji, nano 6l¢ekli (1-100 nm)
malzemelerin boyut ve seklinin kontrolli manipiilasyonu ile yapilarin,
sistemlerin ve cihazlarin tasarimi, karakterizasyonu ve uygulamasini igeren bir
teknolojidir (Santhoshkumar ve ark., 2017; Basnet ve ark., 2018). Nano boyutlu
partikiiller, yliksek yilizey-hacim oranlar1 nedeniyle gelistirilmis termal
iletkenlik, katalitik reaktivite, dogrusal olmayan optik performans ve kimyasal
kararliliga sahip parcaciklardir. S6z konusu yiiksek yiizey-hacim oranlari,
yiizeydeki atomlarin merkezdekilerden daha aktif olma egilimleri nedeniyle,
nanomalzemenin yigin malzemeden daha reaktif olmasini saglamaktadir
(Agarwal ve ark., 2017; Jayachandran ve ark., 2021; Hatipoglu ve ark., 2022).

Metal oksit nanopartikiilleri, yigin muadillerine kiyasla, agir (ekstrem)
kosullarda daha kararlidir, diisiik konsantrasyonlarda antimikrobiyal aktivite
sergiler ve insanlar i¢in toksisite diizeyi yok denecek kadar azdir (Malandrakis ve
ark., 2019). Bu nanomalzemeler, tarim, eczacilik, tip ve tekstilde kullanilmaya
baslanmis, 6te yandan giines pilleri, fotodetektorler ve fotokatalizdeki potansiyel
teknolojik uygulamalar1 nedeniyle son yillarda yogun bir sekilde iizerinde
calisilan ve bilim camiasinda bilyiik ilgi goren malzemeler arasinda yerini
almistir (Nava ve ark., 2017a; Akintelu ve Folorunso, 2020).

Ozellikle genis bant aralig1 enerjisi (3.37 eV) ve yiiksek eksiton baglanma
enerjisine (60 meV) sahip yar iletken bir madde olan Cinko oksit (ZnO)
benzersiz optik, termal ve kimyasal kararliliga sahiptir. Diisiik maliyetli ve toksik
olmayan ZnO en gilivenli metallerden biridir. ZnO’in diinya ¢apinda iiretimi
silisyum dioksit (Si0O;) ve titanyum dioksitten (Ti0O-) sonra en yliksek diizeydedir.
Ayrica yerkabugunun iginde mineral bir ¢inkoit olarak bulunan ZnO, en sert
malzemelerden biri oldugundan calisma sirasinda dislokasyon bozulmasindan
etkilenmez (Suresh ve ark., 2015; Mirzaei ve Darroudi, 2017; Nava ve ark.,
2017b; Ramesh ve ark., 2021). ZnO nanopartikiillerinin, kaplama, antimikrobiyal
tedavi, antioksidan aktivite, kozmetik, tip, fotokataliz, giines pilleri, elektrotlar,
akill1 UV sensorleri, biyosensorler, pestisitler, giines koruyucu malzemeler, tarim
(kuraklik toleransini artiran ajan ve {iriinlerin besin kaynagi) ve antimikrobiyal
ajanlardaki uygulamalar1 dikkat g¢ekicidir (Wang ve ark., 2018; Akintelu ve
Folorunso, 2020; Pillai ve ark., 2020).

ZnO nanopartikiiller kimyasal, fiziksel veya biyolojik yontemler kullanilarak
elde edilebilir. Kimyasal yontemler, proseste yiiksek sicaklik ve basing kosullar
gerektiginde fazla miktarda enerji tiiketimine yol agabilen mikroemiilsiyon,
homojen ¢okeltme, kimyasal indirgeme, hidrotermal ve sol-jel tekniklerini igerir.
Kimyasal yontemlere gore daha az kullanilmasina ragmen, ZnO
nanopartikiillerin iiretiminde mekanik 6giitme, buhar biriktirme, plazma ve
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ultrasonik 1ginlama gibi fiziksel tekniklerle sentezlenebilir (Vijayakumar ve ark.,
2018; Bandeira ve ark., 2020).

Geleneksel fiziksel ve kimyasal yontemler genellikle pahali, emek yogun ve
cevre i¢in giivenli degildir. Bahse konu yontemlerle elde edilen nanopartikiillerin
kararliligini korumak i¢in kapaklama ajanlar1 olarak genellikle toksik kimyasalar
kullanilir. Bu nedenle kimyasal ve fiziksel yontemlere gore alternatif olan, “yesil
sentez” olarak da bilinen biyolojik yontemler ¢evre dostu olmalarinin yanisira,
hizl1 ve daha ekonomik yontemler olarak kargimiza ¢ikmaktadir (Abdul Salam ve
ark., 2014; Vijayakumar ve ark., 2018). Yesil sentezde biyolojik materyal olarak
bitkilerin ¢esitli kistmlar1 kullanilabildigi gibi (Alkhulaifi ve ark., 2020; Baran ve
ark., 2021; Hatipoglu, 2021; Ilahi ve ark., 2021; Hatipoglu, 2022; Keskin ve ark.,
2022), algler (Chugh ve ark., 2021), deniz yosunlar1 (Mansour ve ark., 2022),
bakteriler (Javaid ve ark., 2017) ve funguslar (Wang ve ark., 2021) da
kullanilabilmekte ve bu yonde yapilan bilimsel ¢alismalar gittikce artmaktadir.
Nanopargacik iiretiminde kullanilan bitkilerin sekonder metabolitleri, metal
iyonlarini indirgeyen ve liretilen nanopargaciklarin seklini ve boyutunu stabilize
eden bir kapatma maddesi gorevi goriir. Bu bitki metabolitlerinin en 6nemlileri,
polifenoller, tanenler, flavanonlar, saponinler, proteinler, karbonhidratlar,
terpenoidler ve alkaloidlerdir (Akintelu ve Folorunso, 2020; Swilam ve
Nematallah 2020).

Yesil sentezin ilkeleri soyle 6zetlenebilir; 1) reaksiyon verimliligini artirmak
icin atom ekonomisi, 2) yenilenebilir kaynaklardan yapilan kimyasallar
kullanarak yenilenebilir hammaddeler, 3) enerji verimliligi, yiiksek enerji
tiiketimi proseslerinden kaginmak, 4) daha giivenli kimyasallar, proseslerin ve
iiriinlerin toksisitesini en aza indirmek, 5) bozunma i¢in tasarim, biyolojik olarak
pargalanabilen ve toksik olmayan iriinler tasarlamak, 6) onleme, siirecin her
asamasinda atig1 en aza indirmek, 7) daha az tehlikeli kimyasal sentez, daha
giivenli sentez yollar1 tasarlamak, 8) kirliligi Onleme, tehlikeli maddelerin
salimimint 6nlemek, 9) tiirevleri azaltmak, koruyucu veya stabilizatér gibi
tiirevlerin kullanimindan kaginmak, 10) kataliz, kataliz kullanmak enerji tiiketimi
veya verimliligi gibi siiregleri iyilestirmek, 11) daha giivenli solventler ve
yardimci maddeler, miimkiin olan en az tehlikeli solvent veya kimyasal
kullanmak ve 12) kaza 6nleme, kaza risklerini en aza indirmek (Bandeira ve ark.,
2020).

Bugiine kadar Aloe barbadensis miller (Sangeetha ve ark., 2011), Ocimum
basilicum (Abdul Salam ve ark., 2014), Hibiscus subdariffa (Bala ve ark., 2015),
Azadirachta indica (Elumalai ve Velmurugan, 2015), Lycopersicon esculentum,
Citrus aurantifolia, Citrus paradisi, Citrus sinensis (Nava ve ark., 2017a),
Camellia sinensis (Nava ve ark., 2017b), Eucalyptus globulus (Reddy ve Mandal,
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2017), Nyctanthes arbor-tristis (Jamdagni ve ark., 2018), Citrus sinensis (Luque
ve ark., 2018), Atalantia monophylla (Vijayakumar ve ark., 2018), Stevia
(Khatami ve ark., 2018), Solanum torvum (Ezealisiji ve ark., 2019), Ailanthus
altissima (Awwad ve ark., 2020), Eucalyptus globulus (Barzinjy ve Azeez, 2020),
Punica granatum (Ifeanyichukwu ve ark., 2020), Mussaenda frondosa (Jayappa
ve ark., 2020), Beta vulgaris, Brassica oleracea, Cinnamomum tamala,
Cinnamomum verum (Pillai ve ark., 2020), Deverra tortuosa (Selim ve ark.,
2020), Arthrospira platensis (El-Belely ve ark., 2021), Cayratia pedata
(Jayachandran ve ark., 2021), Justicia adhatoda (Pachaiappan ve ark., 2021),
Phoenix dactylifera (Rambabu ve ark., 2021) ve Thymbra spicata (Gur ve ark.,
2022) bitkilerinden ZnO nanopartikiillerinin biyosentezi bildirilmistir.

Bu arastirmada biyolojik materyal olarak ananas (Ananas comosus) kabugu
kullanildi. Ananasin kokeni Giiney Amerika’nin tropikal bdolgelerine kadar
uzanir. Bromeliaceae ailesinin ¢ok yillik otsu bir bitkisi olan ananasin, meyvesi
topac seklinde, yiiksekligi 1-2 m ve genisligi de 1-2 m’ye ulasabilmektedir.
Meyve sekli, dikenlilk ve cicek rengine gére Kralice, Ispanyol, Pernambuco,
Cayenne ve Perolera olmak {izere bes grup ananas tanimlanmistir (Wakasa, 1989;
Hassan ve ark., 2011). Ananas, meyvesinin yani1 sira hayvan yemi olarak
kullanilabilecek yiliksek miktarda lif igeren yapraklara sahiptir. Ananasin
kabuklari, tag 0ziitii ve c¢ekirdek oOzleri glukoz, fruktoz ve sakaroz igerir.
Meyvesinde terpenler, esterler, aldehitler, laktonlar, ketonlar, alkoller ve
hidrokarbonlar dahil 280'den fazla ugucu bilesik tanimlanmistir (Emeka ve ark.,
2014).

Bu calisma, ¢inko iyonlarinin (Zn?) ananas kabugu 6ziitii ile ¢inko oksite
(ZnO) indirgenmesi, kapatilmas1 ve stabilizasyonuna yonelik potansiyelini
aragtirmak i¢in tasarlandi. Bu aragtirmada, ananas kabugu oziitii ile ZnO
nanoparcaciklarimin sentezi, yapisal ve termal karakterizasyonu yapilmis ve rapor
edilmistir. Amacimiz sentez i¢in ¢evresel atik olan meyve kabugunu
kullanmaktir. Sentezlenen ZnO nanopartikiiller, Fourier Doniisiimlii Kizil6tesi
(FT-IR) Spektroskopisi, UV goriiniir (UV-vis.) Spektrofotometre, Enerji Dagitic
X-Ray (EDX), Emisyon Taramali Elektron Mikroskobu (FE-SEM), Zetasizer,
Termogravimetrik Analiz (TGA), Diferansiyel Termal Analiz (DTA) ve Atomik
Kuvvet Mikroskopisi (AFM) kullanilarak karakterize edildi.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

Arastirmada kullanilan ananas Diyarbakir’daki yerel marketlerden satin
alind1. ZnS0O4.7H>0 tuzu Sigma-Aldrich'ten temin edildi.

2.2. Metot

2.2.1. Bitki Kabuk Oziitiiniin Hazirlanmasi

Ananas comosus kabuklar saf su ile iyice yikandiktan sonra oda sicakliginda
kurumaya birakildi. Kurutulmus 4. comosus kabuklari laboratuvar tipi 6giitiicti
ile ince toz haline getirildi. Oziit i¢in 20 gram toz alinarak 50 mL deiyonize suda
kaynatildi ve Whatmann 1 No’lu filtre kagidi ile siiziildii. Daha sonra elde edilen
siizlintii ZnO-NP’lerin sentezinde kullanilmak tizere buzdolabinda +4 °C’de
muhafaza edildi.

2.2.2. Bitki Uyumlu ZnO-NP’lerin Biyosentezi

ZnO-NP’lerin biyosentezi i¢in ZnSO4.7H>O kati formundan 50 mM sulu
¢inko ¢dzeltisi hazirlandi. 25 mL 6ziit, 50 mM 10 mL ZnSO4.7H,0 ¢ozeltisi ile
karigtirildt ve 65 °C’de 4 saat boyunca reaksiyona birakildi. Renk degisimi
goriildiikten sonra elde edilen ¢ozelti 90 dakika boyunca (6000 rpm)
santrifiijlendi. Altta biriken kat1 faz birkag¢ kez distile su ile yikandi. Sentezlenen
NP’ler, bir firinda kurumaya birakildi (80 °C / 48 saat). Daha sonra kat1 kisim bir
havanda toz haline getirildi.

2.2.3. Biyosentezi Yapilan ZnO-NP’lerin Yapisal Karakterizasyonu ve
Termal Ozellikleri

Sentezlenen ZnO-NP'ler UV-vis Spektrofotometre (300-800 nm) (Agilent
Cary 60) ile tanimlandi. ZnO-NP'lerin morfolojileri, boyutlart ve yiizey
dagilimlart FE-SEM (Quanta FEG240), AFM (PARK NX10), EDX (Quanta
FEG240) ve Zetasizer (Malvern) ile 6lgiilerek ortaya konuldu. Oziitte
indirgemeye neden olan gruplari belirlemek i¢in FT-IR (Agilent Cary 630) analizi
uygulandi. Elde edilen nanoparikiiliin kararlilig1 ve dayanikliligin1 tespit etmek
icin TGA/DTA analizi (TA Instruments SDT-Q600) uygulandi.

3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. UV-vis. Spektroskopi Analizi

Ananas kabugunda bulunan sekonder metabolitler, ¢6zeltideki ¢inko
iyonlarini indirgeyip stabilize ederler. Biyosentezi yapilan ZnO-NP’lerin optik
0zelligi, sentezlenen nanopargaciklarin absorpsiyon spektrumundan gézlemlendi.
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Yani 300-800 nm dalga boylarinda UV-vis. spektrum analizi ile reaksiyonun
varlig1 dogrulanmis oldu.

Spektrum, 364.48 nm'de ZnO-NP’lerine 6zgii bir tepe noktasi gosterdi. Bu
tepe noktas1 6nceki arastirmacilarin ZnO-NP’ler i¢in bildirdigi 217-376 nm dalga
boyu degerleri ile uyumludur (Salem ve ark., 2015; Chikkanna ve ark., 2018;
Ramesh ve ark., 2021). Bant aralig1 enerjisi (Eg=1240/A eV) ise 3.4 eV olarak
hesaplandi.
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Sekil 1. Sentezlenen ZnO nanopartikiillerin UV-vis spektrumu

3.2. TGA-DTA Analizi

TGA, nanoparcaciklarin 1s1 direncini ve farkli sicakliklarda 1sitma sirasindaki
agirlik kayb1 miktarini belirlemek i¢in kullanilan 6nemli bir analizdir (Hamelian
ve ark., 2018). DTA ise ekzotermik/ endotermik reaksiyonlar sonucu meydana
gelen sicaklik degisimlerinin tespit edilmesi i¢in kullanilmaktadir. Sekil 2, 0-
1000 °C'de statik havada olgililen bitki uyumlu ZnO-NP'lerin TGA ve DTA
egrilerini gostermektedir. Sekilde de goriildiigii gibi, 54.10-185.06 °C sicaklik
araliginda drnekteki kiitle kaybi yaklasik % 7 olarak gergeklesti. En yiiksek kiitle
kayb1 207.89-471.92 °C araliginda % 54.24 oldu. Daha yiiksek sicakliklarda
(207.89-471.92 °C) ise bahsekonu kayip % 21.58 olarak gergeklesti. 207 °C’den
sonraki kiitle kayiplari, bitki Oziitiinde bulunan organik bilesenlerden
kaynaklanmaktadir. Bu durum nanomalzemenin yavas yavas bozundugunu ve
sentezlenen ZnO-NP’lerin yiiksek sicakliklarda bile kararli oldugunu
gostermektedir. Nanopartikiillerin yiiksek sicakliklardaki kararli yapilari,
Azadirachta indica (Handago ve ark., 2019), Eucalyptus spp. (Chauhan ve ark.,
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2020), Moringa oleifeira (Dejen ve ark., 2020), Alchemilla vulgaris
(Rajendrachari ve ark., 2021), Tectona grandis ve Abutilon indicium (Eswari ve
ark., 2022) bitkilerinden sentezlenen ZnO-NP ¢alismalarinda da rapor edilmistir.

TGA DTA
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Sekil 2. Bitki uyumlu ZnO nanopartikiillerin TGA-DTA egrileri

3.3. FE-SEM ve EDX Analizi

Karbon kapli bakir 1zgara iizerine sentezlenen Ornekten ¢ok az miktarda
damlatilarak ince bir film olusturuldu, fazla ¢ozelti bir kurutma kagidi ile
uzaklastirildi ve ardindan SEM 1zgarasi lizerindeki film kurumaya birakildi.
Indirgenmis ZnO-NP’lerine sahip ananas kabuk 6ziitii damlas1 karbon film ile
kaplanmis olarak kurutuldu ve EDX analizi termo EDX ekleri ile donatilmis SEM
cihazinda gerceklestirildi. Sekil 3’te de goriildiigii gibi, numunenin elemental
bilesiminde Zn diginda P, S, C, ve O elementleri de tespit edildi. Bu elemetlerin
varligi, sentezlenen ZnO-NP'lerinin indirgenmesinde ve kapatilmasinda bitki
fitokimyasal gruplarmin reaksiyona katildigini gostermektedir (Bala ve ark.,
2015). FE-SEM goriintiisiinden biyosentezlenmis ZnO-NP’lerinin ¢ogunlukla
kiire seklinde oldugu goriilmektedir (Sekil 4).
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Sekil 3. Biyosentezi yapilan ZnO nanopartikiillerin EDX spektrumu
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Sekil 4. Sentezlenen ZnO nanopartikiillerin FE-SEM goriintiisi
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3.4. FT-IR Spektroskopi Analizi

FT-IR analizi Cinko oksit nanopar¢aciklarinda yer alan olas1 fonksiyonel
gruplarin belirlenmesine yardimci oldu. Ananas yaprak 6ziitlinden sentezlenen
ZnO-NP’lerin FT-IR spektrumunda 3207.28 cm™', 1626.85 cm™, 1319.70 cm™,
1050.19 cm™, 825.05 cm™ ve 709.37 cm™'de absorpsiyon bantlar1 goriilmektedir
(Sekil 5). Bantlarda goriilen indirgemeye —C=C—, —-N-H, -O-H, -N=O ve -C—N
fonksiyonel gruplarinin neden oldugu sdylenebilir. S6z konusu fonksiyonel
gruplar tanenler, organik asitler, terpenoidler ve amidlere atfedilir. Proteinlerin
amid gruplari, aglomerasyonu dnlemek i¢in kapaklama maddesi olarak rol oynar
ve bdylece ZnO nanopartikiil stabilizasyonuna yardimci olur (Vijayakumar ve
ark., 2018). Ote yandan Sekil 5° te 1050.19, 852.05 ve 709.37 cm™’de gériilen
pikler metal baginin olustugunun bir kanit1 olarak degerlendirilebilir.
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Sekil 5. Biyosentezi yapilmis ZnO nanopartikiillerin FT-IR spektrumu

3.5. AFM ve Zetasizer Analizi

A.comosus kabuk oOziitinden sentezlenen ZnO-NP’lerin boyut ve sekil
dagiliminin {i¢ boyutlu etkisi AFM ile analiz edildi (Sekil 6). AFM sonuglari,
biyosentezi yapilmig olan nanopartikiillerin diizenli dagilimin1 dogruladi.
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Data Width 256 (px)
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Sekil 6. Biyosentezi yapilan ZnO nanopartikiillerin AFM sonuglar

A.comosus aracili ZnO-NP'lerin iizerindeki ylizey yiikiinii ortaya koymak i¢in
zeta potansiyeli Ol¢iildii (Sekil 7). Sentezlenen ZnO-NP'lerin zeta potansiyeli
degeri -13.4 mV olarak 6l¢iildii. Bu negatif deger, ananas kaynakli ZnO-NP’lerin
hem kararli hem de tekdiize bir yapida oldugunu goéstermektedir (Baran ve ark.,
2022). Genellikle NP’lerin yiizey potansiyel degerleri -30 mV ile +30 mV
arasinda olmaktadir. Bu degerler sentezlenen nanomalzemenin kararli yapida
olduguna atfedilir (Irfan ve ark., 2020).
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Sekil 7. Sentezlenen ZnO nanopartikiillerin zeta potansiyeli diyagrami
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SONUC

Son yillarda kozmetik, tarim ve tip gibi kritik alanlardaki benzersiz
uygulamalari nedeniyle bilim insanlari nanopartikiil caligmalarina yogunlasti. Bu
caligmada atik bir materyal olan Ananas comosus kabugunun ¢inko ile
biyosentezi basarili bir sekilde gergeklestirildi. Bahse konu biyosentez hizli,
cevreye zarar1 olmayan, basit ve ekonomikti. Bitki uyumlu biyosentezi, UV-vis
spektroskopi ve EDX analizleri dogruladi. Sentezlenen ZnO-NP'lerin termal
stabilitesinin ve kararliliginin yiiksek oldugu TGA-DTA analizleri ile ortaya
konuldu. FE-SEM ve AFM caligmalari, ananas kabuk oziitiinden sentezlenen
ZnO-NP'lerin agirlikli olarak kiiresel sekilli oldugunu gosterdi. Mevcut
caligmaya benzer sekilde diger bitkisel atik materyallerden de nanopartikiiller
iiretilmeli ve bu yonde yapilacak caligmalar desteklenmelidir. Uretilecek
nanomalzemelerin antimikrobiyal, antioksidan, sitotoksik ve famakolojik
aktiviteleri gibi ileri diizey analizleri de yapilmalidir.
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Yesil sentez terimi, mikroorganizmalari, enzimleri ve dogal ekstraktlar
kullanan tretim tekniklerini ifade etmektedir. Cevre dostu, cevresel acidan
stirdiiriilebilir ve diisiik maliyetli olmasi, onu geleneksel fiziksel ve kimyasal
yontemlere gore daha g¢ekici hale getirmektedir (El-Seedi vd., 2019). Soyle ki,
nanopar¢aciklarin fiziksel ve kimyasal yontemlerle sentezi igin kullanilan
kimyasallar ¢ok tehlikeli olup yiliksek maliyet gerektirmektedir. Ayrica bu
yontemde ¢evre dostu olmayan ve toksik oldugu bildirilen harici bir stabilizator
kullanilmakta ve {iretilen nanopartikiiller biyolojik uygulamalarini kisitlayacak
toksik yapiya sahip olabilecegi diigiiniilmektedir. Bu nedenle, gerek maliyet
gerekse toksisite goz oniinde bulundurularak ¢evre dostu nanopartikiilleri (NP)
gelistirmek i¢in alternatif bir yontem arayisi zorunlu hale gelmistir. Bu bilgiler
1s181nda, arastirmacilar bitki Ozlerini veya biyomolekiillerin indirgeyici ve
stabilize edici ajanlar olarak kullanilabilecegi ve dolayisiyla harici stabilizatore
ihtiya¢ duyulmadigi nanopartikiillerin yesil sentez caligmalari alternatif bir yol
olarak sunmaktadirlar (Akhtar vd., 2013). Yesil sentez yontemleri igin, bitki
kaynakl 6zler, algler, bakteriler ve mantarlar gibi (Sekil 1) biyolojik materyaller
kullanilmaktadir (Giinalan vd., 2012; Teimouri vd., 2018).
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Sekil 1. NP sentez yontemleri ve etki bigimleri (Ozlii, 2021)

Bitki kaynakli ekstraktlarin kullanimi, mantar veya bakteri sentezine kiyasla,
nanomateryalleri tiretken bir 6l¢ekte sentezlemek icin basit ve daha kolay bir
prosediir oldugu bildirilmistir (Shanker vd., 2016). Yani, bitkiler 6zellikle de tibbi
bitkiler aracilifiyla gergeklestirilen sentez ekstra avantajlar sunmakta ve
karmasik protokoller veya metodolojiler gerektirmemektedir.

Bitkiler, ¢esitli biyoaktif fitokimyasallarin zengin bir kaynagidir. Farkli bitki
pargalari, cesitli morfolojilerdeki NP'leri sentezlemek i¢in farkli yeteneklere
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sahiptir. Bitki tohumlari, yapraklar, kabuklar, kokler ve meyvelerinden
hazirlanan ekstraktlar, cesitli morfolojilerdeki NP'leri sentezleme yeteneklerini
aciklayan farkli fitokimyasallara sahiptir (Altemimi vd., 2017; Rai vd., 2008).
Fitokimyasallar hem indirgeyici hem de yiizey stabilize edici madde olarak islev
gormektedirler ve ilave indirgeyici veya ylizey stabilize edici maddelere ihtiyag
duyulmamaktadir (Borase vd., 2014).

Nanoteknoloji, biyomedikal alanda geligsmis 6zellikleri ve sayisiz uygulamayi
kanitlayan, uyarlanabilir nano 0&lgekli materyallerin - nanomalzemelerin
gelistirilmesi de dahil olmak {izere, simdiye kadar teknolojik yeniliklere
olaganiistii katkilar saglayan, nano Olgekli maddeler olup, umut verici ve hizla
gelisen bir bilim alanidir (Khan vd., 2018; Mahdavi vd., 2019; Mostafa vd., 2019;
Pal vd.., 2019). Nanoteknolojinin; gida paketleme, hayvancilik, elektronik, tarim,
tip ve saglik hizmetleri gibi hayatin her alaninda ¢ok sayida uygulamasi
bulunmaktadir (Silva, 2004; Bachandar vd., 2019). Bu baglamda, basta giimiis,
altin ve demir gibi metaller olmak {izere farkli elementlerin nanoparcaciklari ,
etkili antimikrobiyal aktiviteleri nedeniyle kapsamli bir sekilde arastirilmusgtir.
One ¢ikan diger bir element ise, nanoparcaciklarin yiiksek biyoaktiviteye ve
antibakteriyel etkiye sahip oldugu selenyumdur. Derleme ¢aligmamizin amaci;
tibbi bitki temelinde selenyum nanopartikiil (SeNP) sentezi, karakterizasyonu ve
uygulama alanlarin1 ortaya koymaktir. Selenyum destekli metal oksit
nanoparcaciklar1 (Se-MO NP'ler), hiicresel organellerde giiglii redoks potansiyeli
sagladigindan, ila¢ dagitimi ve antikanser tedavisi i¢in etkili bir terapdtik ajan
olarak ortaya ¢ikmaktadir (Majeed vd., 2020; Liu vd., 2016). Son ¢alismalar,
selenyumun metal oksit nanopargaciklarinin ortalama boyutlarini diisiirmek i¢in
metal oksitlerdeki gecis metallerinin yerini kolayca aldigini, genis bir yiizey
alani/hacim orani1 olusturdugunu ve bdylece ¢ok sayida aktif substrata baglanarak
gelismis aktivitelere yol agtigini ortaya koymustur (Dutta vd., 2014; Ahmad vd.,
2020).

SeNP'lerin yesil sentezi

Selenyum nanopartikiillerinin yesil sentezinde bitkilerin pargalari, yaprak,
tohum ve kabuklarin 6zleri ya da tamami kullanilmaktadir. Bitki ekstraktlarinda
bulunan biyomolekiiller, selenyum nanopartikiilii sentezinde hem stabilize edici
hem de indirgeyici ajan olarak islev gormektedir (Kumar ve Prasad, 2021).
Nanopartikiillerin sentezinde asil amag¢, minimum pargacik boyutu ile maksimum
stabilite elde etmektir. Elde edilen partikiilleri, pH, sicaklik, ekstraktin
konsatrasyonu ve ¢esidi gibi faktorler etkilemektedir.

Tipik bir deneyde, 6nceden yikanmis ve 6giitiilmiis bitki ekstraktlar1 selenyum
onciisii (sodyum selenat veya selenit, sodyum selenosiilfat, selenoz asit) ile
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belirlenen oranlarda karistirilmaktadir. Baz1 yontemlerde askorbik asit indirgeme
reaksiyonunun baglaticisi olarak ortama eklenmektedir. Reaksiyona giren ¢ozelti,
oda sicakliginda belirli zaman araliklarinda karistirilmaktadir. Karigtirma siireci
prosediire gore farkliliklar gostermekte, 12 saatten 72 saate ve bazi prosediirlerde
de karanlikta 5 ila 7 giin arasinda siirebilmektedir. Siire¢ sonrasinda karisimin
rengi kirmiziya donmekte ve bu renk degisimi ortamda selenyum
nanopartikiillerinin varligim1 gdstermektedir (Sekil 2). Daha sonra elde edilen
karisim yiiksek hizda santrifiijleme islemine tabi tutulmakta ve sonrasinda
yikanarak igerigindeki SeNP’lerin ayristirilmasi gergeklesmektedir (Pyrzynska
ve Sentkowska, 2022).

——=> yikamave 6gitme ——>  sudabekletme veya
kaynatma

ﬂ filtreleme
sentez
< *
SeNPs

Sekil 2. SeNP’lerin biyolojik sentezi (Pyrzynska ve Sentkowska, 2022)

Bitki kismi

SeNP’lerin boyutlar1 ne kadar kiigiik olursa, antioksidan kapasiteleri de bir o
kadar biiyiik olmaktadir. Yesil sentezde kullanilan tibbi bitkiler, beslenme, gida,
ilag ve kozmetik sektoriinde uzun zamandir kullanilmaktadir. Sinir otu (Plantago
lanceolata L.), civanpercemi (Achillea millefolium L.) ve 1sirgan otu (Urtica
dioica L.) gibi geleneksel olarak kullanilan sifali bitkiler ile Sentkowska’nin
2022’de yaptig1 ¢alismada kullanilan bitkilerde in vivo olarak meydana gelen ve
biyomolekiillere zarar verebilecek reaktif oksijen tiirlerinden olan hidroksil
radikallerinin temizlenmesi yeteneklerinde farkliliklar gozlenmis ve en iyi
aktivitenin %86 lik bir oranla 1sirgan otunda gozlendigi ifade edilmistir. Ayrica
isirgan otundan digerlerine gore daha kiigiik boyutlar elde edilmistir. Limon
bitkisinin yaprak ekstrakti kullanilarak gerceklestirilen bir ¢alismada, sodyum
selenit ¢ozeltisi indirgenmis ve kolloidal selenyum nanopartikiillerinin
sentezinde kullanilmistir. Uretilen SeNP’ler hiicre canlilii testlerinde
kullanilmis ve diisiik hiicre 6liimii insidanslar1 elde edilmistir (Prasad vd., 2013).
Selenyum ve nanopartikiilleri genis bir uygulama alanina sahiptir (Tablo 1). Bu
nedenle, selenyum nanopartikiillerinin biyofabrikasyonu ¢esitli alanlarda
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potansiyel olarak yararli olabilir. Vitis vinifera’nin meyve 0zii ile yapilan
sentezde yaklasik 3-18 nm boyutlarinda partikiiller elde edilmistir (Sharma vd.,

2014).

Tablo 1. SeNP’lerin sentezi i¢in kullanilan bazi bitki ve malzemeler

Oncii Indirgeyici
Kaynak malzeme bitki kismu Boyut Kaynak
Wztha'ma Selenik asit Yaprak 45-90 nm Alagesan ve
somnifera ekstrakti Venugopal, 2019)
] 50-200 (Citt \
[ifg):; eagza Selenoz asit | Yumru 6zl i ) (?21 1 rarasu vd
Pszatzum Sody}lm Yaprak 8 -20 nm Alam vd.. 2019
guajava selenit ekstrakti
Cratacgus | Sodyum | meyve ort. 113nm | (Cuivd.,2018)
orientalis selenit ekstrakti
Citrus limon Sody}lm Sulu yaprak | 60-80 nm (Prasad vd., 2013)
selenit ekstrakti
(Fardsadegh ve
Sod Yaprak
Aloe vera se(:er)n]il:m ekifrr:ktl ort. 121 nm Jafarizadeh-
Malmiri, 2019)
S?lanum Sody}lm Meyve 100-115 nm Saranva vd.. 2022
nigrum selenit ekstrakti 3 . 2022)

Vyas ve Rana, (2018)’e gore Allium sativum 0ziitii kullanilarak sentezlenen
SeNp’ler gram pozitif bakterilere karsi etkin bir antimikrobiyal aktiviteye
sahiptir. Dahast, sentezlendikleri andan itibaren § ila 52 nm arasinda gézlemlenen
boyutlariyla iki aydan fazla siire kararli formda kalabilmektedirler.
Antibakteriyel etkinin arastirildig1 bir baska caligmada greyfurt ve limon 6zleri
kullanilarak SeNP sentezi gerceklestirilmis ve standart bir antibiyotik olan
siprofloksasin ile karsilastirildiginda E. coli, B. Subtilis, K. Pneumoniae ve M.
luteus’a kars1 farkli dozlarda uygulanmis ve tiim patojenlere karst onemli dlciide

antimikrobiyal aktivite gozlemlenmistir (Alvi vd., 2021).
SeNP'lerin karakterizasyonu

Yesil sentez yontemiyle elde edilen naopartikiillerin karakterizasyonunu
belirlemek amaciyla gegirimli elektron mikroskobisi (TEM), Atomik gii¢
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mikroskobu (AFM), Termal garvimetrik analiz (TGA), Raman spektroskopisi,
Taramali elektron mikroskobu (SEM), Fourier Doniisimi KizilGtesi
Spektroskopisi (FTIR), UV spektrofotometre, Zeta potansiyeli Slgiimii gibi
yontemler kullanilmaktadir.

FTIR analizinde, nanopartikiiller iizerindeki fonksiyonel varligin belirlenmesi
amaglanmaktadir. Bu teknik ile drneklerin tepe noktalarini elde edebilmek igin
kizil6tesi radyasyon (IR) kullanilmaktadir. Nanopartikiiliin belirli dalga boyunda
15181 nasil emdigini belirlemek igin yapilir. Domates bitkisi kullanilarak
gerceklestirilen yesil sentezden elde edilen selenyum nanopartikiillerinin FTIR
analizi absorbans degerleri hidroksil grubu, alkoller, fenoller ve NH bag
uzantilariin varligini dogrulamistir (Zahra vd., 2022).

Sentezi gerceklestirilen SeNP’lerin boyutu ve morfolojisini belirlemek
amaciyla gergeklestirilen SEM yontemi, Calendula officinalis  0ziitleri
kullanilarak sentezlenen selenyum nanopartikiillerinden geri sagilan elektronlar
kullanilarak gerceklestirilmis ve yesil sentezlenen SeNP’lerin yaklasik 100 nm
biiyiikliiglinde monodispers kiiresel bir morfoloji sundugu gézlenmistir. Bunun
yaninda selenyum nanopartikiillerinin seklini ve boyutunu dogrulamak icin de
TEM teknigi kullanilmaktadir. SeNP’lerin mikrograflarinda kiiresel bir morfoloji
ve 40 ila 60 nm arasinda ¢ap degerleri gbzlemlenmistir (Hernandez-Diaz vd.,
2021).

Bir nanopartikiiliin zeta potansiyeli, yiizeyindeki yiiklerin yogunlugunun
Olciisii olarak tanimlanmaktadir. Nanopartikiillerin stabilitesi etkilemekle birlikte
biyolojik sistemler ile etkilesime girme seklini de belirlemektedir. Zeta
potansiyelinde meydana gelecek olan degisimden kaynakli Slciilebilen yiizey
modifikasyonu, mukus tasinmasini, ¢oziniirliigiinii ve hiicresel tagimay:
etkileyebilmektedir. Zeta potansiyelinde oOlgiilecek negatif degerler de diigiik
sitotoksisitenin bir gostergesi olmaktadir (Gali¢ vd., 2022).

UV-vis spektrum analizi organik bilesiklerin, metal iyonlarinin ve
biyomolekiillerin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Spektral tarama sonucunda
selenyum nanopartikiillerinin sentezini farkli yontemlerle dogrulamak amaciyla
UV-vis spektrofotometre kullanilarak 250 nm ila 750 nm dalga boyu arasinda
gerceklestirilmektedir. Alam vd. (2019)’nin Psidium guajava yaprak o0ziitii
kullanarak selenyum nanopartikiilleri sentezledikleri ¢alismada UV-vis
6l¢iimlerinin maksimum absorbsiyonu 381 nm’de gosterdigini ve maksimum
sentezin 25 mM sodyum selenit konsatrasyonu kullanilmas: sonucunda meydana
geldigini ifade etmiglerdir.
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SeNP’lerin uygulama alanlari

Nano selenyum antikanser ve DNA hasar1 ¢alismalarinda, besin takviyesi
olarak, nanobiyosensor {iretimleri gibi tiptan sagliga ve tarima bircok alanda
genis bir kullanima sahiptir. Bu kadar cesitli alanlara hitap etmesinin temelinde
cevre dostu olmasi ve diigiik toksisite gostermesi yatmaktadir (Pyrzynska ve
Sentkowska, 2022).

Cui ve digerlerinin 2018’de yaptiklar bir ¢aligmada aligc meyvesi 6ziinden
selenyum nanopartikiilleri sentezlemisler ve bu parcaciklarin reaktif oksijen
tirlerinin tegvikiyle mitokondri yolu araciligiyla aracilik edilen HepG2
hiicrelerinin apoptozunu indiikledigini bildirmislerdir. Insan serviks kanseri
hiicre hatt1 lizerinde yapilan bagka bir ¢alismada ise selenyum nanopartikiillerinin
HeLa rahim agz kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasi {izerinde bir baski olusturup
olusturmayacagi incelenmis ve bunu belirlemek i¢in mitokondriyal rediiktaz
aktivitesi, MTT substrati kullanilarak Glgiilmiistiir. Calisma, SeNP’lerin Hela
hiicrelerinin ¢ogalmasini zamana ve doza baglh bir sekilde dnemli derecede
baskiladigini gostermistir (Pandey vd., 2021).

Limon bitkisinin sulu yaprak ekstraktintan sentezlenen selenyum
nanopartikiilleri ile gergeklestirilen MTT testi, tek hiicreli jel elektroforezi ve
kuyruklu yildiz testi sonuglar1 SeNP’lerin lenfosit hiicrelererinin daha az
Oliimiine sebep oldugunu ve UVB’ye maruz birakilan hiicrelerde olugacak DNA
hasarin1 engelledigini ortaya koymustur. Ayrica selenyum nanopartikiillerinin
floresan 6zelligi tan1 calismalarinda kullanilabilecegi ifade edilmektedir (Prasad
vd., 2013).

Selenyum memelilerde beslenme {izerinde etkili bir mineraldir. Selenosistein
aminoasidinin yapisinda bulunmaktadir ve selenoproteinlerin olusumunda
etkilidir. Birgok selenyum proteini hiicrelerde ya redoks durumlarinin
diizenlenmesine katildiklar1 antioksidanlara karsi savunma siirecinde, ya da tiroit
hormonlar1 metabolizmasinda kullanilmaktadirlar. Genel olarak gidalardan temin
edilen selenyum beslenmesinde eksiklik olmasi ve bazi hastaliklar
(kardiyovaskiiler hastaliklar, tiroit hastaliklari, HIV vb.) durumlarinda giinliik
alimlarmin artirllmast gerekmektedir. Siklikla kullanilan selenyum takviyesi
formu, organik SeMet ya da SeMet bakimindan zengin selenyum mayalar1 ve
inorganik sodyum selenittir. Fakat; takviye olarak SeNP aliminin inorganik
selenyuma veya selenyum iceren aminoasitlere gore daha yiiksek bir
biyoyararlanim aktivitesine sahip oldugu ifade edilmistir. Ayrica, diisiik ¢aph
selenyum nanopartikiilleri selenit ve selenometiyonine oranla daha diisiik
toksisite gostermektedir. Selenyum toksisitesini goz Oniinde bulundururken;
formu, oksidasyon durumu ve i¢ ortam kosullarinin hep birlikte degerlendirilmesi
daha dogru sonuglar ortaya ¢ikaracaktir (Skalickova vd., 2017).
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Biyosensorler, biyolojik bilesenleri fizikokimyasal dedektorlerle birlestiren
bir analitin tespiti amacryla kullanilmaktadirlar. Nano o&lgekli biyosensorler
nanobiyosensorler olarak adlandirilmaktadir ve nanopartikiiller, nanotiipler ve
nanoteller 6rnek olarak verilebilmektedir. Hastaliklarin teshisinde, ilag dagitim
sistemlerinde, ¢evre kirliligi ve toksisite tespitlerinde, yeralti suyu taramasi ve
tarimsal izleme c¢alismalarinda kullanilmaktadirlar. Selenyum nanopartikiilleri
nanobiyosensorlerin iiretiminde kullanilmakta ve hastaliklari tedavi etmek amagh
ilaglarin hedeflenen bolgelere dagitimi igin ilaglarla entegre edilmektedir. Ayrica,
SeNP’ler yar1 iletken dogasi sebebiyle bir¢ok hastaligin erken teshisinde
kullanilan nanocihazlarin yapiminda kullanilmaktadir (Kumar ve Prasad, 2021).

Tarimsal uygulamalarda nanopartikiil kullanimi bu alanda gerceklestirilen
biiylik bir yeniligi temsil etmektedir. Daha verimli ve uygun maliyetli iirlinler
sayesinde tarim endiistrisini kalkindirir. Esas olarak, tarimda SeNP kullanimi
sayesinde mantar ve patojenler gibi zararli organizmalarin neden oldugu
hasarlarin ve hastaliklarin kontroliinde; zirai kimyasallarin kontrollii salniminda;
bitkinin fizyolojik ve biyokimyasal siireclerinin gelistirerek mahsul biiylimesinin,
veriminin ve kalitesinin artirilmasinda temel besin elementleri olarak; abiyotik
stresin  azaltilmasinda ve gidalarin  besin degerlerinin  artirilmasinda
kullanilmaktadir (Garza-Garcia vd., 2021).

SONUC VE ONERILER

SeNP'lerin bitki 6zleri yoluyla sentezi, basit prosediirleri, maliyet etkinligi,
cevre dostu olmasi ve toksik olmamasi nedeniyle yakin ge¢miste biiyiikk dnem
kazanmistir. Birgok bitki 6zii, biyosentez yoluyla SeNP'leri tiretmek i¢in etkin bir
sekilde kullanmilmistir. Nanoparcacik sentezi siirecini yonlendirebilecek cesitli
biyomolekiillerdeki malzemelerin bollugu, devrim niteligindeki yesil yaklagimlar
kullanilarak daha biiyiik Sl¢cekte nanopargaciklarin iiretilmesi i¢in ekonomik
olarak uygun araglara yol agacaktir. Bitki bazli SeNP'lerin ¢evresel strese karsi
korumak igin siireci iyl yonetmek ve mekanizmay1 anlamak i¢in birgok bilim
alaninin igbirligine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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11. Boliim

Endiistriyel Enzim: a-Amilaz

Sema AGULOGLU FINCAN?!
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Dogal katalizorler olarak gorev yapan enzimler, hiicrede meydana gelen ¢ok
sayidaki tepkimenin hizimi ve 6zgiilliigiinii belirmektedir (Bahar 1996). Binlerce
yildir bilingsizce de olsa peynir, ekmek, yogurt, bira ve sarap yapiminda, deri,
civit, keten islemede kullamilmiglardir. (Kirk ve ark. 2002). Ilk bulgular eski
Misir’a kadar dayanmaktadir. Modern {iretim teknikleri ile birlikte enzim
endiistrisi ve enzim biyoteknolojisinde 6nemli gelismeler kaydedilmis, bdylece
enzimlerin ekonomik olarak bol miktarda tiretimi saglanmistir.

Bir enzimin endiistriyel alanda kullanilabilmesi igin alerjik ya da toksik etkiye
sahip olmamasi, ekonomik olarak elde edilebilmesi ve c¢esitli alanlarda
kullanilabilirliginin olmas1 gerekir (Wiseman 1987). Endiistriyel olarak {iretilen
enzimlerin %75'ini kullanan baglica endiistriler; deterjan (%37), tekstil (%12),
nisasta (%11), firincilik (%8) ve hayvan yemidir (%6) (Das ve ark. 2011).

Enzimler; kimya, kagit, deri, biyoyakit, kaucguk, fotograf, gida endiistrisinde,
boya ve temizlik maddeleri iiretiminde, ziraatte, kontak lens temizleyicilerinde,
endiistriyel atiklarin degerlendirilmesinde, tipta teshis ve tedavi ile biyolojik
savasa kadar genis alanlarda genis kullanim alani1 bulmustur (Enez ve Agiiloglu
Fincan 2016, Agiiloglu-Fincan ve ark. 2014, Ozdemir ve ark. 2018, Miiderriszade
ve ark. 2001).

Endiistriyel olarak iiretilen ilk enzim amilaz olup tedavi amagl kullanilmigtir
(Sarikaya ve Gilirglin 2000). Kirchoff 1811 yilinda bugdayda ilk nisasta
parcalayici enzimi, a-amilaz1 kesfetmistir (Gupta ve ark. 2003). 1831'de Erhard
Leuchs tarafindan tiikiiriikte, 1846'da Magendie tarafindan serumda, 1862'de
Alexander Jakulowitsch Danilewsky tarafindan pankreasta,1863'te Cohnheim
tarafindan idrarda tanimlanmistir (Nater ve ark. 2007). 1951 yilinda Bernfeld ise
tiikkiiriigiin sahip oldugu bu 6zellige, Persoz ve Payen’in diastaz, Berzelius’un ise
pityalin adinin verildigini belirtmektedir. Giiniimiizde ise nisastay1 parcalayan

Nisasta ve glikojen gibi polisakkaritleri pargalayabilen genellikle bakteri,
mantar ve maya gibi cesitli organizmalarda bulunan amilazlar, gidadan
biyoyakitlara kadar c¢esitli endiistriyel sektorlerde yer almalar1 nedeniyle biiyiik
biyoteknolojik potansiyele sahiptir. Amilazlar bitki, hayvan ve mikroorganizma
gibi dogal kaynaklardan elde edilebilir.

Ancak mikrobiyal enzimlerin bitki ve hayvan enzimlerine gore ekonomik
oluslari ve smirhh yer ve zamanda biiyiik Olcekte kolayca {iretilip
saflagtirilabilmeleri nedeniyle ticari uygulamalar i¢in ¢esitli mikroorganizmalar
endiistriyel amilaz kaynaklar1 olarak kullanilmaktadir (Ortakaya ve ark. 2017,
Agiiloglu ve ark. 2000). Bacillus tiirleri, Aspergillus niger, Penicillium,

Rhizopus, Cephalosporium,  Neurospora  baglica  amilaz  {ireten

mikroorganizmalardir (Rakaz ve ark. 2021, Aladejena ve ark 2020, Abd-elaziz
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ve ark. 2020, Kannan ve ark. 2019, Kalyani ve ark. 2018, Wolfgang 2007, Du ve
ark. 2018, Al-Johani ve ark. 2017).

a-Amilaza olan yliksek talep nedeniyle sentezi, rekombinant DNA teknolojisi,
farkli fermentasyon yontemleri kullanilarak ve fermentasyon sirasinda sicaklik,
pH ve fermentasyon siiresi gibi ¢esitli parametrelerin optimize edilmesiyle enzim
dretimi arttirilabilmektedir. Biyoteknoloji bakimindan énemli endiistrilerde ve
alkol fermentasyonu, nigasta hidrolizi, silaj tiretimi, kagit, gida, tekstil, deterjan
klinik, eczacilik, medikal, analitik kimya gibi alanlarda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Agiiloglu Fincan ve ark. 2021, Balakrishnan ve ark. 2021,
Farooq ve ark 2021, Savaner ve Sohani 2020, Rezzukoglu ve ark. 2018,
Agiiloglu-Fincan ve Enez 2014). Son 5 yilda yapilan patent arastirmalarinda alfa-
amilaz kullanimina iliskin 186 patent bulunmaktadir. Bunlarin dagilimi su
sekildedir; 84 (biyoyakit), 41 (igecek), 16 (ilag), 15 (deterjan), 11 (gida), 10
(hayvan yemi), 9 (tekstil) (Ferreira ve ark. 2020).

Sekil 1 a-Amilazin yapisi (Janecek and Balaz 1992)

Amilaz Tiirleri:

Ohlsson malttan elde ettigi pargalayici enzimleri, alfa (o) ya da beta () amilaz
olarak isimlendirmistir. Mybrach ve Neamuler ise amilazlar1 endoamilaz ve
ekzoamilaz olarak siniflandirmiglardir. Giiniimiizde ise etki mekanizmalar ve
olusturduklari iiriinlere bagl olarak a-amilaz, f-amilaz ve y-amilaz olmak iizere
3 gruba ayrilmaktadir. (Simair 2017).
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o-Amilaz

Alfa-amilaz (1,4-a-D-glukan glukanohidrolaz; E.C.3.2.1.1), glikoz ve maltoz
gibi iirlinler elde etmek i¢in nisastadaki a-1,4-glikosidik baglarin hidrolizini
katalizleyen bir hidrolaz grubuna bagl bir kalsiyum metalloenzimdir (Sundarram
2014). Amilaz nisasta molekiiliinde bulunan a-1,4 baglar {izerine rastgele etki
ederek maltoz ve glukoz olusturmaktadir. Nisastanin enzimatik hidrolizi sonunda
olusan iiriinler a-optik konformasyonu gostermektedir. Bu nedenle bu enzimler
o-amilazlar olarak tanimlanmaktadirlar. Ayrica bu enzimler nigastanin ig¢
kisimlarinda bulunan o-1,4 baglarmi etkilediklerinden dolay1r endoamilazlar
olarak ifade edilmektedir (Ray ve ark. 2008).

P — Amilaz

Beta-amilaz (E.C.3.2.1.2), maltoz tiretmek icin a-1,4 baglarimi hidrolize eder
(Kossmann ve Lloyd, 2000). 1,4-a-D-glukanmaltohidrolaz, glikojenaz veya
sakarojen amilaz olarak ta bilinir. Nisasta molekiiliiniin hidrolizi sonucu agiga
cikan iiriinler B -optik konformasyonu gosterdiklerinden dolay1 bu enzimlere p-
amilazlar adi verildigi belirtilmistir (Gomes ve ark. 2003).

v — Amilaz

Gama-amilaz, (E.C.3.2.1.3) glukan 1, 4-a-glukosidaz, amiloglukosidaz, ekso-
1, 4-a-glukozidaz, glukoamilaz, lizozomal a-glukosidaz veya 1,4-a-D-
glukanglukohidrolaz olarak ta bilinir (Tateno ve ark., 2007). y-Amilazlar
amilopektin ve amiloz molekiillerini indirgen olmayan uglarindan keserek
maltoz, glukoz, oligomaltoz ve maltotrioz olusumuna neden olduklar
belirtilmistir (Hsieh ve ark. 2008). Diger amilaz tiirlerinden farkli olarak, -
amilaz asidik ortamda en aktiftir, optimum pH degeri 3'tiir (Kumar ve ark. 2009).

o -Amilazin Kullanim Alanlar

Stirdiiriilebilir kalkinmanin artan 6nemi, biyolojik olarak parcalanabilen ve
biyolojik kaynaklar kullanilarak iiretilebilen enzimleri ¢esitli alanlarda kullanma
konusunda insanlara ilham vermistir. Enzim, fruktoz surubu iiretimi, ¢evre
acisindan giivenli deterjanlar ve firinlanmisg iiriinler dahil olmak iizere ¢ok dnemli
uygulamalara sahiptir. Fosil yakitlarin tiikendigi ve alternatif enerji bigimleri
iretmeye yonelik ¢aligmalara bu enzim, bir umut 15181 olmustur. Rekombinant
DNA teknolojisinden faydalanilarak, enzim kullanimi giderek yayginlagsmis ve
iiretimi de biiyiik miktarlara ulasmistir (Gessese 1999).
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Nisasta Endiistrisi

a~Amilazin en yaygin kullanimi nisasta endiistrisinde nisastay1 fruktoza ve
glukoz suruplarina doniistiiren nisasta sivilastirma islemidir (Rakaz 2021,
Nielsen ve ark. 2000). Nisastanin pargalanmasi ile agiga ¢ikan glukoz ve fruktoz
gibi tirlinlerinin iretimi, alkolsiiz icecek endiistrisinde tatlandirict 6zelliklerinden
dolay1 en biiyiik pazari olusturmaktadir (Souza ve Magalhdes 2010). Gilinlimiizde
gida endiistrisinde 6nemli bir {iriin olan yiiksek fruktoz icerikli misir surubu
iiretimi daha ¢ok misir nisastasinin enzimatik hidrolizi ile gergeklestirilmekte
ancak kimyasal yontemlerle iiretime de halen devam edilmektedir. (Parker ve ark.
2010). Nisastanin enzimatik doniisiim agamalar1 sunlardir: nigasta graniillerinin
¢cOziinmesini ve bdylece viskoz bir siispansiyon olusturmayr igeren
jelatinlestirme; kismi hidroliz ve viskozite kaybi iceren swvilastirma; ve daha
fazla hidroliz yoluyla glikoz ve maltoz liretimini iceren sakarifikasyon (Gupta ve
ark. 2003, Prakash ve ark. 2009).

Deterjan Endiistrisi

o-Amilaz nigasta igeren zorlu lekelerin temizlenmesi amaci ile deterjanlarda
patates, makarna, mubhallebi, cikolata vb. nisastali gidalarin kalintilarii
dekstrinlere ve alkali pH ve daha diisiik sicakliklarda aktiviteye sahip olan diger
daha kiiciik oligosakkaritlere ayristirmak i¢in camasir ve bulasik deterjanlarinda
kullanilmaktadir (Mukherjee ve ark. 2009). Nisasta, toz partikiiliinii kumagin
ylizeyinde tutar, a-amilaz ise nisastali bilegenleri bozarak kumasin beyazligini ve
parlakligint arttirir. Benzer sekilde kullanilmis yemek kaplarinda bulunan
nigastali gida kalintilar1 da a-amilaz tarafindan uzaklastirilir. Ozellikle sivi
deterjanlarin igeriginin %90’dan fazlas1 amilazdir. Deterjanlardaki enzim ilavesi
ile daha iyi temizleme saglanmakta ve ortam kosullar1 yumusatilmaktadir. ilk
iiretilen enzimsiz deterjanlarin ahgap malzemelere ve ¢in porselenlerine zarar
verdigi tespit edilmistir. Deterjan endiistrisinde kullanilan amilazlar Bacillus
veya Aspergillus'tan elde edilir (Priyadarshini ve Ray 2019, Mitidieri ve ark.
2006).

Tekstil Endiistrisi:

Ticari amach a-amilaz ilk olarak 1905°’te Japonya’da tekstil endiistrisi i¢in
hasil alma isleminde kullanilmak iizere tiretilmistir. Tekstil endiistrisinde dokuma
sirasinda ipliklerin saglam ve diizgiin olmas1 amaciyla kumas tiretiminden 6nce
nisasta gibi hasil maddeleri iplige uygulanir. Yiiksek nisastaya maruz birakilma
islemine hagillama (sizing) denir. Hasillama i¢in genellikle ucuz ve kolay elde
edilebildiginden nigsasta tercih edilmektedir. Kumas dokunduktan sonra,
kullanilan nisastanin fazlasi sonlandirma isleminde uzaklastirilir (Simsek 2006).
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Bu islem de “hasil alma” (desizing) olarak adlandirilir (Kiran ve ark. 2006).
Saglam liflerin yapimi igin tekstil fibrillerinin hagillanmasinda ¢oziinmeleri
onlemek icin hasil alma ajan1 olarak a-amilaz kullanilmaktadir. a-Amilaz liflere
zarar vermeden ¢ozgii ipliginin kopmasini 6nlemek i¢in giiclendirme ajani olarak
gbrev yapan nisastanin kumastan c¢ikarilmasini saglar (Ahlawat ve ark. 2009,
Feitkenhauer 2003, Gupta ve ark. 2003). Dericilikte ise a-amilaz, derinin
renklendirme ve koyulastirma islemlerinde kullanilmaktadir (Simsek 2006).

Gida Endiistrisi:
o-Amilazlar firmcilik, igecek ve ¢ikolata gibi islenmis gida endiistrilerinde
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Ekmek ve unlu mamiiller

o-Amilaz ekmekgilikte Oonemli bir yere sahiptir (Gupta ve ark. 2003).
Firmcilik endiistrisinde, hamurdaki nisastayr hidrolize etmek icin o-amilaz
kullanilir. Bu islem, unlu mamullerde 6zellikle daha iyi kabarma, daha iyi renk,
daha lezzetli iiriin eldesi ve raf omriinii uzatmak amaciyla uygulanmaktadir
(Ghorai ark. 2009, Mitidieri ve ark. 2006). Hamurda mayalanma siireci ve
pisirme baslangicinda olusan degisiklikler o-amilaz aktivitesine baghdir. a-
Amilaz fermantasyon oranini arttirmak suretiyle, hamur mayalanma siiresini
kisaltmakta ve boylece daha cok ekmek iiretimine neden olmaktadir. a-Amilaz
etkisi ile olugan seker, pisme sirasinda karamelizasyona neden olarak dig kabuk
rengini ve tadim arttirmakta, ayn1 zamanda maya tarafindan kullanilarak agiga
¢ikan karbondioksit gazinin firin sicakliginda genleserek ekmegin daha hacimli,
daha diizgiin kolay sindirilebilir olmasina neden olmaktadir. Ayn1 zamanda a-
amilaz ekmegin bayatlama siirecini yavaslatarak raf dmriinii uzatmasi agisindan
da onemlidir. Firinlama yapildiktan sonra, firinlanmis {riinlerin saklanmasi
sirasinda degisiklikler olabilir. Ekmek i¢i sertliginin artmasi, kabugun
gevrekliginin kaybolmasi, ekmek i¢ci nem igeriginin azalmasi ve ekmegin
lezzetinin kaybolmasi gibi istenmeyen degisikliklerin tiimiine bayatlama denir.
a-Amilazin fermente olabilen {iriinleri, bayatlama 6nleyici maddeler olarak islev
gorerek kirinti sertligi, kabugun gevrekliginin kaybolmasi ve nem igeriginin
azalmasi1 gibi bayatlama etkilerini Onler. Ayrica glukozdan firetilen fruktoz
surubu pasta yapiminda kullanilmaktadir (Simsek 2006).

Icecek endiistrisi

Amilazlar meyve sularin berraklastirilmasinda kullanilir (Mitidieri ve ark.
2006, Ahlawat ve ark.2009). Endiistride meyve suyu iiretiminde kullanilan
meyvelerden heniiz olgunlagsmamis olanlar1 nigasta agisindan oldukca yiiksek
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igerige sahip olduklarindan bulanikliga neden olmaktadir. a-Amilaz ise armut,
elma gibi meyvelerin sularini berraklastirma isleminde basariyla kullanilmaktadir
(Li ve ark. 2005).

Cikolata endiistrisi

Alfa amilaz, kakao bulamaglarindan ¢ikolata surubu iiretiminde kullanilir
(Saini ve ark. 2017). Cikolata surubu, dondurulmus ¢ikolata, aromali
sekerlemeler, vb. imalatinda kullanilan, oda sicakliginda yiiksek stabilite ve akisg
ozelliklerine sahip kakao aromali bir bilesiktir (Kumari ve ark. 2012; Dey ve
Banerjee 2014).

Biyoyakit Uretimi icin Nisastamin Etanole Fermantasyonu

Etanol, bir¢ok {iilkede cevre kirliligi ve kiiresel i1sinmaya karsi savasta
biyoyakit olarak kullanilmakta, substrat olarak da diisiik maliyeti ve maksimum
kullanilabilirligi nedeniyle nisasta tercih edilmektedir. Amilazlar, biyorafineri
endiistrilerinde biyoetanol {iretimi i¢in daha ¢ok fermantasyondan once gerekli
olan nisasta enzimi hidrolizi i¢in kullanilan ana enzim grubudur (Pervez ve ark.
2014, Hesham 2013).

Nisasta Isleme Atik Sularmin Aritilmasi

Nisasta, tekstil, kagit, seker, unlu mamuller, sekerleme, biracilik vb. gibi
cesitli endiistrilerin atik suyunda bulunur. Endiistriyel atiklardan atiklarin
uzaklastirilmast pahali bir islemdir ve bazen c¢evrede biyokimyasal tehlikeler
olusturur. Nisastali atiklarin a-amilaz ile muamele edilerek islenmesi hem
ekonomik olarak hem de ¢evre agisindan 6nemli bir uygulamadir. (Kumar ve ark.
2014).

Yem Sektorii ve Hayvan Besleme

Hayvanlar 6zellikle tahil agirlikli yemlerle beslendiklerinde bazi sindirim
bozukluklarina sebebiyet vermektedir. Bu nedenle indirim sisteminde nisasta,
protein ve yaglar1 pargalayarak sindirimin desteklenmesi amaci ile hayvan
yemlerine enzim ilavesi yapilmaktadir. Bunlardan amilaz da tek basina veya
cesitli enzimlerle kombine olarak yemlere katilmak suretiyle yem sanayinde
kullanilmaktadir. Enzim kullanimi ile yemlerin sindirilme dereceleri, metabolik
enerji degerleri ve hayvanlarin yemden yararlanma oranlari arttiriimast
saglanmaktadir. Yem katki maddesi olarak mantar ve bakteri kdkenli enzimler
tercih edilir. Kiimes hayvanlarina da kulugka c¢ikisindan itibaren ilk 10 giinde
yeterince amilaz iiretimi {retilmedigi durumda kaliteyi arttirmak amaciyla
yemlerine %0.1 diizeyinde o-amilaz eklenmektedir (Ozdemir ve Ozcan 2020).
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Kagit Endiistrisi

Enzim kullanabilecek en 6nemli alanlardan birisi kagit endustrisidir (Fukara
2007, Agiiloglu-Fincan ve Enez 2014). Tekstilde oldugu gibi, kagit da nisasta ile
kaplanarak mekanik hasarlara karsi korunmasi saglanmaktadir. a-Amilazlarin
kagit ve kagit hamuru endiistrisinde kullanimi, nigastanin kagit kaplama igin
modifiye edilmesi ile olmaktadir. Dogal nisastanin yogunlugu cok fazla
oldugundan amilaz kullanilarak nigastanin belirli diizeyde hidrolizasyonu ile
nisastanin istenilen yogunluga ulagsmasi saglanmaktadir. Bu islemle, son iiriin
halindeki kagidin kalitesi, sertligi, direnci, piiriizsiizliigii, yazma ve silinebilirlik
kapasitesi arttiritlmaktadir.

Klinik Uygulamalar

Aspergillus oryzae kaynakli a-amilaz sindirime yardimci olmak amaciyla
hazimsizlik tedavisinde kullanilir. Sindirim ilaglarinin sivi ve kapsiil formlari
piyasada mevcuttur. o-Amilaz ayrica pankreatik fistiil, akut stres, mide
aspirasyonu vb. icin bir biyobelirteg gorevi goriir (Saini 2017). Boylece,
biyosensor aracili amilaz tespiti, hiperamilazemi i¢in teshis aracidir (Gupta ve
ark. 2014).
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GIRIS

Son yillarda endiistrilesmenin hizla biiylimesi ile ¢esitli kimyasal maddeler
cevreye atilmaktadir. Bu kimyasal maddelerin yiliksek miktarlar1 cevresel
sorunlar1 da beraberinde getirmektedir. Bu maddelerin igerisinde pestisitler, agir
metaller, polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) bulunmaktadir. Bu
kirleticilerin insan sagligini tehdit eden cesitli kanserlere, sindirim sistemi
hastaliklarina yol agan maddeler oldugu bildirilmektedir (Lusher vd., 2017).

Bunlardan biri olan polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), karbonlu
malzemelerin yiiksek sicaklikta yanma isleminde olusan bir grup c¢evresel
kirleticilerdir (Gutierrez-Valensia vd., 2017; Molle vd., 2017; Pogorzelec ve
Piekarska, 2018). Iki veya daha fazla aromatik (benzen) halkaya sahip bir organik
bilesik smifindandir. Suda ¢oziiniirliigii ¢ok diigiik olan lipofilik bilesiklerdir
(Cavaliere vd., 2018; Ncube vd., 2018). Genellikle PAH’lar hava, su ve gevre
gibi ortamlarda, komiir, katran gibi maddelerde bulunur (Kabzinski vd., 2002).

PAH'larin ¢evredeki riski, kalici, toksik, mutajenik ve kanserojen
ozelliklerinden dolay1 ele alinmasi oldukca 6nemlidir. Baz1 PAH'lar 6ncelikli
kirleticiler olarak smiflandirilmistir. PAH’larin kanser ile iliskisi ilk olarak
1775’de Londra’da St. Bartholomew's Hospital’da cerrah, baca temizleme
iscilerinin derilerindeki isten kaynakli testis kanserine yakalandiklarim
gbzlemlemesi sonucu ortaya ¢ikmigtir (Alver vd., 2012).

PAH’lar yagisla gelen yiiksek konsantrasyonlarda denizlere ve karasal
alanlara ulasarak c¢evre sorunlarina sebep olmaktadirlar. Bundan dolay:
PAH’larin izlenmesi g¢evreye etkisi hakkinda bilgi sahibi olmak son derece
onemlidir (Yan vd., 2012).

Yaygin olarak tayin edilen PAH’lar, Benzo(a)piren, Benzo(b)floranten,
Benzo(k)floranten, Benzo(g,h,i)perilen, Indeno (1,2,3-cd)piren, Floranten’dir.
Bunlar canli ekosistemine zarar vermektedir (Mastral vd., 2003).

PAH'lar1 belirlemek icin kullanilan en yaygin teknikler; kiitle dedektorlii gaz
kromatografi (GC/MS) ve yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC) dir
(Lombardi ve Bortolato, 2018; Benedetti vd., 2019; Jillani vd., 2019; Qing vd.,
2019; Shang vd., 2019; Yang vd., 2019; Yuan vd., 2019).

Yiiksek konsantrasyonda PAH'larin, farkli matrislerde organik girisim yapan
tiirlerin diisiik konsantrasyonunun belirlenmesi olduk¢a zordur (Amigo vd.,
2010). Son yillarda, sivi matrislerde PAH miktar tayini farkli kemometrik
tekniklerle yapilmistir. Uyarma-emisyon matrisi (EEM) (Driskill vd., 2018; Gu
vd., 2018) floresan spektroskopisi ve paralel faktor analizi (PARAFAC) (Cafias
vd., 2014; Liu vd., 2018; Ferrotto vd., 2014) ve kismi en kiiciik kareler (PLS)
tabanli teknikler (Brssan vd., 2017; Goicoechea vd., 2012) son ¢aligmalarda en
sik kullanilan yontemlerdir.
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Yapilan arastirmalara gore, PAH'larin belirlenmesi igin kullanilan
ekstraksiyon yontemlerinde g¢aligma siiresinin uzun ve daha fazla solvent
tiilketimine neden oldugu goriilmektedir. Bu yontemlerde kullanilan solventlerin
¢ogu Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajanst (US EPA) tarafindan
ozellikle sular icin oncelikli kirleticiler olarak kategorize edilmistir. Bu yiizden
literatiirdeki tespit edilen bazi bosluklar1 doldurmak amaglanmistir. Bunlar; a)
kaynak sularinda PAH’larin tayini i¢in ekstraksiyon yonteminin (Otomatik Kati
Faz Ekstraksiyonu (SPE)-FMS) kullanilmasi b) metot validasyonu d) kullanilan
yontem ig¢in nicel yesil kimya degerlendirmesi yapmaktir.

2. MATERYAL VE METOT

2.1. Kullamlan Kimyasallar ve Standartlar

Benzo(a)piren, Benzo(b)floranten, Benzo(k)floranten, Benzo(g,h,i)perilen,
Indeno (1,2,3-cd)piren, Floranten igeren PAH mix sertifikali standardi (Dr
Ehrenstorfer, LGC, Almanya) kullanildi. HPLC dereceli safliktaki metanol,
asetonitril ve diklorometan Sigma-Merck’den saglandi. C18 FMS Inc. PAH
Kartus ve Sodyum siilfat SS05G-109 Kartus kullanildi. 14 adet kaynak sular1 en
cok tiiketilen farkli bolgelere ait markalar tercih edilmistir.

2.2. Turbo Sistem SPE (Otomatik Kati Faz Ekstraksiyonu) Cihaz ile
Numune Hazirlama

Kaynak sularinda PAH ektraksiyonu i¢in FMS-SPE cihazi kullanilmigtir
(Sekil 2.1.). Kullanilan ekstraksiyon cihazi 6nce 10 mL metanol ile tiim hatlar
yikandi, C18 PAH kartusu 10 mL metanol kullanilarak sartlandirildi. Sistemde
kalan metanolii uzaklagtirmak i¢in azot gazi yardimiyla purge edilerek azot gaz
valfleri kapatildi. Orijinal ambalajli 500 mL kaynak suyu 6rnegi metanol ile
sartlandirilan C18 kartustan vakum altinda yaklasik 20-30 dakika siire ile
gecirildi. Ornek gegisinden sonra kartuslarda ve sistemde kalan numune azot gazi
ile purge edildi. C18 kartuslar1 hari¢ tutularak 6n hazirlik cihazi sirasiyla 10 mL
diklorometan ve 10 mL metanol ile yikandi daha sonra C18 PAH kartuslarindan
20 mL diklorometan 2.5 mL dk’da gegirildi ve sonrasinda azot gazi ile sistem
ve kartuslar purge edildi. FMS cihazina bagli olan SuperVap 6rnekleyici sistemi
tizerinde takili olan sodyum siilfat kartuglarindan gecen numuneler cam numune
kaplarma toplandi. Azot altinda 40°C sicaklikta yaklasik 50 dk siirede tam
kuruluga kadar uguruldu (US EPA 550.1, 1990). 1 mL asetonitrilde ¢oziilerek
viyallere alman numuneler, HPLC-FLD cihazinda analiz edilmek iizere -8 °C
saklandi.
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> >
Sekil 2.1.Numune ekstraksiyonu i¢in kullanilan FMS-SPE cihazi

2.3. Metot Validasyon Calismalari

Metot validasyonu, kullanilacak analiz metodunun dogru olarak
uygulanabilirligini ortaya koymak amaciyla yapilmaktadir. Uygulanan yontemin
kalibrasyon grafikleri, tespit ve tayin sinirlari, tekrarlanabilirlikleri ve geri
kazanim calismalar1 yapildi. Lineer 6l¢lim araligini belirlemek i¢in 2, 5, 10, 15,
20, 30 ug L"lik 6 farkli konsantrasyonda kalibrasyon grafikleri olusturuldu. 3
farkli marka kaynak suyu numunelerinden 5’er L alinarak, karistirildi ve boylece
15 L matriks elde edildi. Elde edilen matrikten numune 6n hazirlik ¢alismasi ile
paralellik saglanabilmesi i¢in 500 mL matriks iizerine 10 ug L' PAH mix
standartindan sirastyla 0,005 pg L', 0,010 ug L ve 0,020 ug L olacak sekilde
spike yontemi ile her bir konsantrasyon i¢in 7 paralel geri kazanim 6rnekleri
hazirlandi. Elde edilen verilerden tespit sinir1 olan LOD, standart sapmanin 3
kat1, tayin simir1 LOQ ise standart sapmanin 10 kati olarak hesaplandi. Geri
kazanim c¢alismasindan elde edilen sonuglarin bagil standart sapma degeri olan
%RSD degeri hesaplandi (Taverniers ve ark. 2004).

2.4. Kromatografik Kosullar

HPLC-FLD cihazinda C18 (250*%2.1 mm) 5 pm Vydac C18 kolonu
kullanilmistir. Kolon sicaklign 25 °C’ye ayarlandi. Kolon akis 0.2 mL dk’,
enjeksiyon hacmi 20 pL, mobil faz olarak asetonitril ve su kullanildi. Cihaz
kosullar1 Cizelge 2.1.’de verildi.
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Cizelge 2.1. Cihaz kosullar1

Zaman (dk) A(Asetonitril (%)) B(Su(%))
0 80 20
25 100 0
30 80 20
35 80 20
Dedektor:FLD
Zaman (dk) Excitation(nm) Emission(nm)
0 285 425
31 298 501
3. BULGULAR

3.1.Metot Validasyon Sonuclari

Numune ¢alismalarindan 6nce yontemin dogrulugu icin tespit ve tayin siniri,
tekrarlanabilirlik ve geri kazamim c¢aligmalart yapilmistir. Kalibrasyon
denkleminin R? degerini 0,9799-0,9998 araliginda bulunmustur. LOD, LOQ,
geri kazanim ve %RSD sonuglar1 Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1.Metot validasyon sonuglari

Poli aromatik Gergek |Ortalama | % Geri |[LOD |LOQ | %

hidrokarbonlar deger |bulunan |kazamm RSD
deger

Benzo(a) piren 0,005 0,0046 92,00 0,0004 |0,0014 | 3,07

Benzo(a) piren 0,010 |0,0086 85,85 0,0004 |0,0013 1,56

Benzo(a) piren 0,020 |0,0183 91,28 0,001 |0,0033 | 1,81

Benzo(b) floranten | 0,005 |0,0046  |91,71 | 0,0004 |0,0013]2,93
Benzo(b) floranten | 0,010 |0,0085 |85,14 |0,0007 |0,0024 |2,83
Benzo(b) floranten | 0,020 |0,0176 | 88,14 | 0,0019 |0,0062 3,50
Benzo(k) floranten | 0,005 |0,0045 |89,71  |0,0004 |0,0013 (2,99
Benzo(k) floranten | 0,010 |0,0085  |84,71  |0,0003 |0,0011]1,31
Benzo(k) floranten | 0,020 | 0,018 89,85  [0,0009 [0,0031]1,75
Benzo(g,h,i) perilen | 0,005 |0,0047  |93,71 | 0,0004 |0,0013 2,87
Benzo(g,h,i) perilen |0,010 |0,0087  |87,42  |0,0012 |0,004 |4,61
Benzo(g,h,i) perilen |0,020 |0,0191  |95,35 | 0,0007 |0,0024 | 1,27

Floranten 0,005 |0,0047 94,28 0,0003 |0,0009 | 1,90
Floranten 0,010 |0,0091 90,85 0,0008 |0,0025 |2,80
Floranten 0,020 10,0193 96,64 0,0004 |0,0014 | 0,71
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3.2. Numune Sonuglari

Numune 6n hazirlik i¢in Otomatik Kati Faz Ekstraksiyonu (SPE)-FMS
teknigi, solvent kullanimi, ekstraksiyon siiresi, uygun maliyetli, kolay ve gerekli
numune miktari agisindan geleneksel ekstraksiyon yontemlerine gére daha ¢evre
dostu oldugu i¢in ve orneklerde diisiik konsantrasyonlarda bulunma ihtimaline
gore daha basarili sonuclara ulasilabildigi i¢in tercih edilmistir. 14 farkli marka
ve Dbolgelere ait olan numunelerde benzo(a)piren, benzo(b)floranten,
benzo(k)floranten, benzo(g,h,i)perilen ve floranten tespit sinirinin altinda
bulunmustur (<LOD).

4. TARTISMA SONUC

Hizlh ve yiiksek performansh sivi kromatografisi-floresan dedektorii (HPLC-
FLD) teknigi ile 14 adet farkli marka kaynak suyu numunelerinde polisiklik
aromatik hidrokarbonun (PAH) tespiti i¢in ekstraksiyon yontemi olarak Otomatik
Kat1 Faz Ekstraksiyonu (SPE)-FMS yontemi kullanildi. SPE-FMS prosediiriiniin
optimum kosullar1 literatiire gore gelistirildi (US EPA 550.1, 1990). En cok
kullanilan 5 adet PAH’larm, numunelerdeki bolge bazli ve tiim kromatografik
veri analizleri yapildi ve sonuglar degerlendirildi.

Tiim PAH'lar i¢in en diisiik, orta ve en yiiksek konsantrasyondaki % 84,71 ile
% 96,64 arasinda degisen geri kazanimlar ve % 4,61'den az bagil standart
sapmalar (RSD'ler), ile kullanilan yontemin uygunlugu dogrulandi. Bu sonuglar,
HPLC verilerinde ikinci dereceden kalibrasyon algoritmalarinin kullanilmasinin,
numunelerde PAH'larin hizli, uygun maliyetli ve kolay tespiti icin giiclii bir
yontem oldugunu dogrulandi. Uygulanan metoda gbre numune sonuglart <LOD
olarak tespit edildi. Bu metodun yapilacak ¢aligmalara 6ncii olarak literatiire katki
saglayacagi diisiiniilmektedir.
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1. Giris

Ulkemizde teknolojik gelismelere bagli olarak siirekli artmakta olan enerji
talebi, fosil yakitlar olarak adlandirilan dogalgaz, petrol iriinleri, kdmiir vb.
yakitlarla karsilanmaktadir [1]. Fakat halihazirda kullanilmakta olan bu fosil
yakitlarin; saglik ve cevre sorunlarina neden olmalari, rezervlerinin sinirh
olmalari, ilerleyen yillardaki fiyat belirsizligi ve iiriin haline doniistiiklerinde
termal acgidan verimsiz olmalar1 gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir [2]. Bu
dezavantajlar dogrultusunda hidroelektrik, biokiitle, riizgar ve gilines enerjisi
olarak smiflandirilan yenilenebilir ve ¢evre dostu enerji kaynaklarina olan ilgi
giin gectikce artmaktadir. Ozellikle fotovoltaik (PV) olarak bilinen giines enerjisi
sistemleri yogun talep gormektedir. PV sistemlerde verimlilik iyilestirmeleri,
iiretim maliyetlerinin diigiiriilmesi gibi alanlarda yapilan ¢alismalar da artig
gostermektedir [3].

Gilinlimiizde teknolojinin getirmis oldugu imkanlarin artmasi ve elektronik
aygitlarin kiiciik boyutlara indirgenmesiyle teknolojik cihazlara olan ilgiyi ¢ok
daha fazla arttirmis durumdadir. Bu aygitlarin boyutlarindaki kiiciilme cihazin
daha az yer kaplamasiyla beraber, cihazlarin daha kiigiik boyutta malzemeler
kullanilarak hazirlanmasiyla ¢alisma hizlarinin arttirilmasini ve bu sayede
malzemelerin kazanmis oldugu yeni 6zelliklerin kullanilmastyla yiiksek kaliteli
fonksiyonel cihazlar iiretilebilmesi saglanmaktadir. Ayn1 zamanda {iretilen bu
cihazlar atomik diizeyde malzemeler kullanilarak hazirlanmasindan dolay1
nanoteknolojinin de gelismesine yol agmaktadir.

Ilerleyen teknoloji ile beraber modern cihazlar yardimiyla PV sistemlerde
kullanilmak iizere ince filmler iiretilmekte ve bunlarin kristal yapilari, elektriksel
ozellikleri, optiksel ozellikleri gibi alanlarda yapilan ¢aligmalar artmaktadir [4].
Tim bu gelismeler sayesinde ince filmlerin yari iletken ve piezoelektrik cihaz
iiretimi, yansitici ve yansitici olmayan kaplamalar, sert kaplamalar ve mikro
mekanik cihaz iiretimi, sensor teknolojisi gibi farkli alanlarda kullanim olanagi
dogmustur [5].

Ince film teknolojilerinin en biiyiik uygulama alani ise yari iletken
sanayileridir. Bir¢ok yerde kullanilan LED olarak bilinen 1s1k yayan diyotlar, IC
olarak adlandirilan entegre devreleri, lazerler, transistorler, ekranlar, gece goriis
diirbilinleri, giines pilleri, optik ve manyetik kayit cihazlari bu teknoloji
kullanilarak iiretilmektedir. Ozellikle ince film teknolojisinin en yaygm olan
kullanim alanlar1 kimyasal ve fiziksel aginmalara kars1 direngli dekoratif ve sert
kaplamalar, optik ve manyetik kayit cihazlar1 ve giines pilleridir [6]. Gegmiste
teorik olarak incelenen ince film teknolojileri, son yillarda gelisme gostererek
genis kullanim alanlarina sahip olan malzemelerin daha kolay elde edilmesine
imkan saglamakta ve giinliik yasamda daha fazla kullanilmaktadir [7].
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Ince film teknolojilerinde nanoteknolojik aygitlarin gelistirilmesi {izerine
yapilan ¢aligmalarda en yaygin olarak kullanilan malzeme ¢inko oksit (ZnO)
yariiletkenidir. Genis bant araligina sahip olmasindan dolayi, LED ve ozellikle
UV bolgelerde caligabilen lazer diyot gibi aygitlarin iiretilmesinde kullanim
olanag1 saglamaktadir [8-17]. Bu kullanim alanlar1 sayesinde iletken ve saydam
yapida olan ince filmlerin hem endiistride kullanimi hem de yapilacak olan yeni
aragtirmalara zemin hazirlamaktadir. Literatiire ve endiistriye yeni bir malzeme
eklemek adina yapilan ¢aligmalarda ¢inko oksit (ZnO) ve ¢inko oksit (ZnO) esasli
filmlerin farkli kaplamalar ile bir¢ok alanda kullanilmasi artig gostermistir.

Boyutlar1 1 ile 100 nm arasinda degisiklik gosteren, kuantum etkileriyle
beraber malzemelerin hacimsel halleriyle kiyaslandiginda yeni ve Onemli
kimyasal ve fiziksel 6zellikler gosteren yapilar nanopartikiil (nanorod) olarak
adlandirilmaktadir. Nano boyutlara sahip partikiiller gostermis olduklari {istiin ve
benzersiz 6zelliklerinden dolay1r malzeme bilimine ve ayn1 zamanda disiplinler
arasi bir¢ok ¢aligmaya ortam hazirlamaktadir.

Nanorodlarin kimyasal tepkime sirasinda harcanip iiriine doniigsmeleri;
sekillerine, ylizey atomik dizilimlerine, ylizey bilesimlerine ve boyutlarina bagh
olarak degisiklik gostermektedir. Uretilen nanorodlarim yiizey/hacim oranlarinin
yiiksek olmasi, yapilarina iistiin manyetik, optik, termal, mekanik ve elektriksel
ozellikler kazandirmaktadir [18]. Ornegin; kuantum etkisi sayesinde malzemede
mikro seviyelerde gozlemlenemeyen kataliz 06zellii nano seviyelerde
gozlemlenebilmektedir. Kuantum etkisiyle malzeme pargaciklarinin boyutlart
azalmakta elektronik 6zellikleri degismektedir. Bazi metaller, yariiletkenler ve
yalitkanlar bu o6zelliklerinde meydana gelene optik, manyetik ve kimyasal
degisimlerle onem kazanmaktadir [19]. Kisacas1i nanoteknoloji sayesinde,
malzemelerin farkli ve iistiin 6zellikleri kullanilarak yeni malzemeler, cihazlar ve
sistemler gelistirilebilmektedir.

Nanorodlarin iiretilmesinde iki temel hedef yer almaktadir. Birincisi; 6zel
iretim yontemlerinin kullanilmasiyla yeni malzemeler gelistirerek farkli
oOzelliklerinden faydalanmak, ikincisi ise, biiyiik boyutlara sahip malzemelerinin
icyapilarinda bulunan 6zelliklerini atomik diizeyde kontrollii bir sekilde
degistirerek {istiin 6zellikler kazandirabilmektir [20].

Nanoteknolojinin hizla gelismesi ile beraber yeni ve kullanim kolaylig
saglayan friinlere olan ilgi giin gectikce artis gostermektedir. Burada amag
gliniimiiz teknolojisini kullanarak daha dayanakli, hafif, hizl, kiiglik ve yiiksek
kapasiteye sahip iiriinler elde ederek ilgili alanlarda kullanmaktir. Bu sayede
insan hayati kolaylagsmakta ve iilkelerin geligsmiglikleri de artmaktadir [21].
Nanoteknolojik yontemlerle iiretilen nanorodlarin baslica kullanim alanlar su
sekildedir:
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e Elektronik

e  Opto elektronik (151kla etkilesim gosteren elektronik cihazlar)

e Nano elektromekanik cihazlar

e ileri kompozit malzemeler

e  Nano 0Ol¢ekli cihazlar

e Biyo-molekiiler nano algilayicilar [22].

Yapilan bu calismada PV hiicrelerde kullanilmak iizere ¢inko oksit (ZnO)

nanorodlarin iiretilmis ve tiretilen nanorodlarin bazi fiziksel 6zellikleri incelenmistir.

2. Deneysel Yontem
ZnO nanorod iiretmek i¢in Once sol-gel manyetik dondiirerek kaplama
teknigi ile ZnO c¢ekirdek tabakalar iiretilmis daha sonra kimyasal banyo depolama
teknigi ile ¢ekirdek katmanlar iizerine ZnO kaplama yapilmustir.

2.1. Sol-gel Yontemi

2.1.1. Manyetik Dondiirerek Kaplama Teknigi

Manyetik dondiirerek kaplama teknigi; alttas malzemenin {izerine ince film
biriktirmek i¢in kullanilan bir tekniktir. Bu teknikte kullanilan ekipmanlar; Yiiksek
hizlara sahip manyetik karistirici, 6zel yapiskanli PTFE yuvarlak teflon manyetik
dondiiriicii ve manyetik dondiiriicii iizerine konulan alttasa damlatilan ¢dzeltinin
etrafa yayilmasini Onleyen bir kapak kullanilmistir. Manyetik karigtirici olarak
kullanilan cihaz IKA marka, Big Squid White modelidir. Bu cihaz yiiksek hizlarda
donebilen, 1sitmasiz bir manyetik karistiricidir.

Sekil 1. Sol-gel manyetik dondiirerek kaplama cihazinin gosterimi.
Manyetik dondiirerek kaplama tekniginde, hiz1 ayarlanabilen manyetik
dondiiriici lizerindeki teflon manyetik dondiiriicli iizerine yerlestirilen alttag
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malzeme ve alttag lizerine hazirlanan sol-gel ¢ozeltisinin damlatilmasiyla igleme
baglariz. Donme hizindan olusan kuvvet ile alttagin iizerine damlatilan ¢ozelti alttas
iizerine yayilir ve fazla olan ¢ozelti alttasin iizerinden akar. Ddndiirma islemi
tamamlandiktan sonra alltag ilizerinde olusan filmin kristallesmesi igin belirli
sicakliklarda tavlama islemi yapilir. Tavlama igleminden sonra alttag {izerinde
kristallesmis, yogunlasmis ve homojen ince film elde edilir.

Alttag iizerinde olusturulacak olan ince filmin yapisal 6zelliklerini; manyetik
dondiirme hizi, manyetik dondiirme siiresi, ¢ozelti konsantrasyonu, damlatilan
¢ozelti miktari, tavlama sicakligl ve tavlama siiresi etkilemektedir.

Manyetik dondiirerek kaplama yontemi; film olusturacak olan alttagin {izerine
cozeltinin damlatilarak farkli hiz ve siirelerde manyetik olarak dondiiriilerek
¢ozeltinin taban iizerinde yayilmasi ile film olugturmasidir. Alttas tizerine kaplanan
filmin kalinlig1 déndiirme hizina baghdir.

Manyetik dondiirerek kaplama iglemi bes asamada olugsmaktadir. Bunlar;

> Hazirlanan ¢ozeltinin alttas tizerine damlatilmasi

> Alttasin farkl siirelerde ve hizlarda dondiiriilmesi

> Elde edilen ince filmin kurutulmasi

> Cok katl1 yap1 hazirlamak i¢in siirecin tekrarlanmasi

> Olusan ¢ok katli film tabakasinda kristallesme olmasi igin farkli sicakliklarda
tavlama igleminin yapilmasi.

2.1.2. Filmlerin Kaplanaca@ Alttaslarin Temizlenmesi

Ince film iiretiminde kullanilacak olan alttas malzeme olan ISOLAB marka 10
mm * 10 mm boyutlarinda kesilmis mikroskop lami1 kullanilmistir. Boyutlandirilmig
olan alttas malzemenin temizligi sirasiyla asagidaki prosediirler uygulanarak
yapilmistir.

>5 dk Ultrasonik banyoda aseton ile karigtirma

> 5 dk Ultrasonik banyoda metanol ile karigtirma

>Ultra saf su ile durulama

> Etiivde kurutma

Bu asamalarda sonra alttaslarin temizlenme iglemi gerceklesmis olur.

2.1.3. Sol-gel Cozeltisinin Hazirlanmasi

Ince film iiretmek icin kullanilacak olan ¢ozeltinin 0,5 M hazirlanmasi icin
Zn(CH3COO0)2.2H20 (ginko asetat dihidrat), ¢oziicii olarak 2-metoksietanol ve
stabilazor olarak monoetanolamin (MEA) kullanilmustir.

Sol-gel ¢ozeltisi hazirlanirken ¢ozeltinin  hazirlanacagt beher 30 ml 2-
metoksietanol konulmustur. Uzerine 3,3005 gr ginko asetat dihidrat eklenir. Isitmali
manyetik karistirict 70 °C de 10 dk karistirilir. Karisimdan sonra ¢ozeltiye 0,3 ml
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monoetanolamin (MEA) damla damla eklenir. Hazirlanan karigtmin 70 °C de 150 dk
boyunca karistirlldi. Hazirlanan ¢6zelti 2 giin boyunca bekletildi.

2.1.4. Deney Parametrelerinin Belirlenmesi

Uretilecek olan ince filmlerde en iyi sonuca ulasmak igin alttasa uygulanan
damlatma ¢ozeltisi, dondiirme hizi, ddnme siiresi, kaplanan katman sayisi ve tavlama
sicakliklar gibi parametreleri degistirerek sonuglar incelenmistir.

ZnO film olusturmak igin yapilan denemeler sonucunda; damlatilan ¢ozelti
miktar1 15 pl, dondiirme siiresinin ise 30 sn olmasi kararlastirilmistir. Ince film
kaplama katman sayis1 olarak da 3,6 ve 9 kat olarak yapilmustir. Yapilan ince filmler
icerisinde en iyi yiizey iizerinde bosluksuz ve homojen bir sekilde dagildig: kaplama
katman sayis1 9 katli olan kaplamada gézlemlenmistir.

Ince film iiretim parametreleri olarak;

» Cozelti miktari: 15 pl

» Alttag dondiirme siiresi: 30 sn

» Alttag kaplama katman sayisi: 9 kat

» Alttag dondiirme hizi: 1000, 2000 ve 3000 rpm

» Tavlama sicakligi: 300, 400 ve 500 °C olarak kararlastiriimistir.

Tablo 1. ZnO serisi filmlerin manyetik dondiirerek kaplama yontemi
parametreleri

Alttas dondiirme hizi (rpm) | Alttas katman sayis1 | Tavlama sicakhg (°C) Seri adx

300 Al

1000 9 400 A2 A
500 A3
300 Bl

2000 9 400 B2 B
500 B3
300 C1

3000 9 400 C2 C
500 C3

2.1.5. ZnO Cekirdek Yapinin Olusturulmasi

(ozeltinin hazirlanmasi ve alttag malzemenin temizlenmesinden sonra manyetik
dondiirerek kaplama islemine baslanmustir. ince film iiretmek icin belirlenen
parametreler dogrultusunda alttagin yiiksek hizlarda doénebilen manyetik platform
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iizerine uygun bir sekilde yerlestirildi. Manyetik dondiiriicii {izerine kapak kapatildi.
Hazirlanan ¢ozeltiden 15 pl ¢ozelti mikro pipet yardimiyla alttagin tam merkezine
gelecek sekilde damlatildi. Damlatma isleminden sonra manyetik olarak dondiirme
islemi belirlenen parametre dogrultusunda baslatildi. Dénme siiresi olarak belirlenen
30 sn bittikten sonra manyetik dondiirme cihazi durduruldu. Alttas manyetik
dondiirme cihazindan almarak kurutma islemi i¢in Etiive 100 °C de 10 dk boyunca
kurutma islemi yapildi. Alttagin kurutulmasit yiizeyde tutulan ¢ozeltiyi
buharlastirmak ve igerisinde bulunan organik bilesikleri yiizeyden uzaklagmasini
saglamak icin yapilir. Bu yapilmis olan islemle alttagin hazirlanmig olan ¢ozelti ile
bir katmanli ince film olusturulmus olur. Bu islemi tekrarlayarak 9 katl ince filmler
elde edildi. Uretilmis olan filmler tavlanmak igin belirlenmis olan parametre
sicakliklarinda 2 saat siireyle tavlandi. Tavlama isleminden sonra filmler oda
sicakligina kadar sogutuldu. Filmlerin sogutulma igleminden sonra karakterizasyon
yapilabilmesi i¢in hazir hale gelmis oldu.

2.2. Kimyasal Banyo Depolama Teknigi

Kimyasal banyo depolama yontemi; ince film olusumunda kullanilacak olan
kimyasal maddelerin belirli oranlarda karisim hazirlanan ¢ozeltinin, uygun
sicakliklarda alttas malzeme {tizerinde film olarak birikmesidir. Kimyasal
banyolamada kullanilacak olan ekipmanlar; termal manyetik karistirici, su banyosu,
hazirlanan ¢6zelti banyosu, kaplama yapilacak olan alttas malzeme, alttagin
sabitlenmesi i¢in masa, termometre ve turnusol kagidindan olugsmaktadir.

2.2.1. Kimyasal Banyo Cozeltisinin Hazirlanmasi

Manyetik dondiirerek kaplama yontemi ile iiretilen c¢ekirdek yapilar iizerine,
kimyasal banyo depolama yontemi ile ZnO nanorodlarin {iretilmesi i¢cin 100 ml saf
su ve igerisine 2,98 gr Zn(NO3)2.6H20 (ginko nitrat hagzahidrat) eklendi.
Hazirlanan ¢6zelti tamamen ve hizli ¢6ziinmesi i¢in manyetik karistirict ile 10 dakika
boyunca karistirildi. Karisim saglandiktan sonra ¢ozeltinin pH degerinin 10 olmasi
igin turnusol kagidi yardimu ile kontrollii bir sekilde damla damla sulu amonyak
(NH3OH) eklenerek kimyasal banyo ¢6zeltisi hazirlanmig oldu.

2.2.2. Deney Parametrelerinin Belirlenmesi

Uretilecek olan ince filmin kalmhigma ve kalitesine; cozeltinin
konsantrasyonu, katalizoriin yapisi, reaksiyon siiresi, ¢ozeltinin pH ve sicakligi,
¢oOzeltinin karistirma hizi gibi parametreler belirlemektedir. Film banyolama
siirecinde ¢oOzeltinin pH’i, sicakligi ve karigtirma hizi sabit tutulmasi
kararlastirilmagtir.
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Manyetik dondiirerek kaplama sonrasinda iiretilen ¢ekirdek yapilarn iginde
alttag iizerinde en iyi kristallesme gosteren; 3000 rpm dondiirme hizinda, 9
katmanli olarak tiretilen, 500 °C de tavlanan alttaslarin {izerine kimyasal banyo
depolama yontemi ile kaplama yapildi.

Kimyasal banyo depolama yonteminde ¢ozeltinin; pH 10, sicakliginin 85 °C
ve karigtirma hizinin ise 250 rpm olarak sabit tutulmasima karar verilmistir.
Kimyasal banyo reaksiyon siiresi ise 15, 30 ve 45 dk olarak belirlenmistir.

Tablo 2. ZnO nanorodlarin kimyasal banyo depolama yontemi ile liretim
parametreleri

Cozelti Cozeltinin Cozelti Reaksiyon
H karistirma sicaklig1 siiresi Seri ad1
P hizi1 (rpm) (°C) (dk)
15 Z1
10 250 85 30 Z2 Z
45 Z3

2.2.3. Kimyasal Banyo Depolama Yoéntemi ile ZnO Nanorodlarin
Uretilmesi

Kimyasal banyo depolama yontemi ile ZnO nanorod ince film iiretim
diizenegi Sekil 2°de gosterilmistir.

| PH metre

1 - ARk tutucu
Termometra -
\ | | « Ust Kapak
k— Cozelti kabi
| camaik
Dis Isitici -y
i3
| |
e
Cozelti — || .- C
Su — _:1_—: | Kanstinel

O Y Magnetik Kanstinci
O @/ ve Isitict

o o

Sekil 2. Kimyasal banyo yontemi ile kaplama cihazinin gdsterimi.
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Kimyasal banyo yonteminde diizenekte de goriildiigii gibi 1siticili ve sicaklik
kontrollii manyetik karistirici tizerine saf su ile yapilmis olan bir su banyosu
hazirlanir. Hazirlanmis olan su banyosu igerisine girebilecek sekilde bir beher
konulur. Bu beher icerisine hazirlanmig olan ¢6zelti doldurularak ¢ozelti banyosu
hazirlanmis olur. Cozelti banyosu igerisine bir adet manyetik balik konulur. Su
banyosu icerisine ise bir adet termometre konularak sicaklik takibi yapilir.

Cozelti banyosu igerisinde kimyasal banyo yaptirilacak olan alttaslar
belirlenen parametreler dogrultusunda segilerek masa yardimi ile tutturularak
¢ozelti icerisine daldirilir. Manyetik karistirict karigtirma hizi 250 rpm olacak
sekilde calistirilir. Sicak kontrolii ile ¢ozelti sicakligl 85 °C olana kadar 1sitic
sicakligr ayarlanir. Cozelti banyo sicakligi 85 °C de sabit tutulur. Cozelti banyo
sicakligt 85 °C de sabitlendikten sonra siire tutulmaya baglanir. 15 dakika
boyunca ¢ozelti banyosu icerinde duran bir alttag ¢ikarilir. Banyo igerisinden
cikarilan alttas saf su ile yikanarak ag¢ik havada kurutulmaya birakilir. Béylelikle
ZnO nanorod ince film iiretimi basariyla iiretilmis olur. Banyo islemi bu sekilde
15, 30 ve 45 dakika olarak belirlenen parametreler ¢ercevesinde yapildi.

Belirlenen parametrelerde yapilan kimyasal banyolama isleminden sonra
iiretilen ZnO nanorod ince filmler karakterizasyon islemi yapilmaya hazir hale
gelmistir.

3. Deneysel Sonuclar

Ince filmlerin X-Istm Kirinimi (XRD) cihazinda incelenmesi igin cihazin
calisma sartlari olarak; 45 kV voltaj ve 40 mA akim uygulanmistir. Dalgaboyu
1,5406 A olan CuKa 1smm kullanilarak, tarama hizi 2 derece/dakika olarak
secilmis ve 30°<26<60° smir degerleri belirlenerek incelemeler yapilmistir. X-
Isin1 Kirim1 (XRD) cihazi ile bulunan yapilar; hekzagonal yapida olan ZnO ince
film i¢in ICDD (International Centre for Diffraction Data) 98-003-1052 ile
karsilastirildi. Sol-gel manyetik dondiirerek kaplama yontemi ile tiretilen ZnO
cekirdek yapilar (A, B ve C serisi) XRD spektrumlari incelendiginde en iyi
kristallesmeyi gosteren serinin C3 serisi oldugu gorilmiistiir. C3 serisi ZnO
cekirdek yapisina ait XRD analiz spektrumu Sekil 3‘de gosterilmistir.
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Sekil 3. C3 serisi ZnO gekirdek yapisinin XRD analiz spektrumu.

XRD spektrumu incelendiginde; ZnO ¢ekirdek tabakanin polikristal yapida
olustugu ve hekzagonal ZnO yapisina ait sirasiyla (010), (002), (011), (012),
(110), (013), (020), (112), (021), (004) ve (022) piklerinin varlig1 goriilmektedir.

Uretilen C3 serisinin XRD spektrumundan elde edilen yari pik genislikleriyle
(FWHM) VE Scherrer Formiili ile hesaplana tane boyutu degerleri Tablo 3’de
verilmistir.

Tablo 3. Manyetik dondiirerek kaplama yontemi ile elde edilen filmlerin C3
serisi i¢in pik degerleri
Seri FWHM D (nm)
C3 0,18 107

Kimyasal Banyo Depolama Yontemi ile {iretilen ince filmlerin X-Isini
Kirmmimi (XRD) cihazinda incelenmesi i¢in cihazin ¢alisma sartlari olarak; 45 kV
voltaj ve 40 mA akim uygulanmgtir. Dalgaboyu 1,5406 A olan CuKa 1s1n1
kullanilarak, tarama hiz1 2 derece/dakika olarak secilmis ve 30°<20<60° sinir
degerleri belirlenerek incelemeler yapilmistir.

ZnO ince filmler kimyasal banyo depolama teknigi ile sol-gel manyetik
dondiirerek kaplama yontemi ile iiretilen ZnO c¢ekirdek yapilar {izerine degil de
kaplamasiz cam altliklar iizerine kaplandiginda iiretilen ZnO yapilarinin XRD
spektrumlar1 Sekil 4’de karsilagtirmali olarak verilmistir.
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Sekil 4. Cam altlik iizerine iiretilen Z serisi ince filmlerin XRD analiz
spektrumu.

Karsilastirmali verilen XRD spektrumundan goriildiigii gibi ¢ekirdek katman
olmadan kaplamasiz cam altlik {izerine kimyasal banyo depolama yontemi ile
ZnO ince filmler tiretildiginde, Z1, Z2 ve Z3 serilerinde hekzagonal ZnO yapisina
ait pikler gozlenmistir fakat ZnO nanorod olusumu ger¢eklesmemektedir. ZnO
yapisinin nanorod olarak olusmasi igin hibrit iiretim yontemi kullanilmasi
gerekmektedir. Oncelikle sol-gel manyetik dondiirerek kaplama yontemi ile ZnO
cekirdek yap1 olusturulmali, bu ZnO c¢ekirdek yapinin iizerine kimyasal banyo
depolama yontemi ile ZnO kaplanarak nanorod yapi elde edilmelidir. ZnO
¢ekirdek yapilar lizerine kimyasal banyo depolama yontemi ile ZnO kaplanarak
elde edilen Z serisi ZnO nanorodlara ait XRD analiz spektrumlar1 Sekil 5, Sekil
6 ve Sekil 7’de ayr1 ayn gosterilmistir.
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Sekil 5. Z1 serisi nanorodlarin XRD analiz spektrumu.
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Sekil 6. Z2 serisi nanorodlarin XRD analiz spektrumu.
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Sekil 7. Z3 serisi nanorodlarin XRD analiz spektrumu.

ZnO nanorodlarin XRD spektrumlari incelendiginde, Z1 ve Z2 serilerinde
baskin ve tercihli yonelim olmaya baslayan hekzagonal ZnO yapisina ait (002)
piki Z3 serisinde tek pik olarak gozlenmektedir. Z3 serisi neredeyse tek kristal
yapida olugsmustur. Bu (002) yonelimi, olusturulan ZnO nanorodlarin yonelimini

gostermektedir.
Uretilen ZnO nanorodlardan Z serisinin XRD spektrumundan elde edilen yari

pik genislikleriyle (FWHM) ve Scherrer Formiilii ile hesaplana tane boyutu
degerleri Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. Manyetik dondiirerek kaplama yontemi ile elde edilen filmlerin C
serisi i¢in pik degerleri

Seri FWHM D (nm)
Z1 0,27 35
72 0,26 33
Z3 0,23 29

Tablo 4’deki veriler ve XRD spektrumlart goz onilinde bulunduruldugunda,
iiretilen ZnO nanorodlarda Z serisindeki en iyi kristallesmeyi Z3 serisi

gostermistir.
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Uretilen ince filmlerde en iyi XRD sonuglarina gore kristallesme gosteren C3
serisinin ZnO ince filmlerin SEM goriintiileri 50 kx biiyiitiilerek Sekil 10’da
verilmektedir.

Mag= 5000KX 200 nm EHT = 15.00 kV
SUPRA 40VP-41-14 Noise Re: e Int. Don

Sekil 10. C3 serisi ZnO ince filmlerin 501()( biiytitmeli SEM goriintiisii.

C3 serisi ZnO ince filmin SEM goriintiileri incelendiginde, alttas tizerinde
olugmus olan filmin tiim yiizeyine homojen bir sekilde dagilmis nanoboyutta
taneciklerden meydana geldigi goriiliir. Taneciklerin yi1gilma sekline ve yiizeyde
bosluklar olmadiginin ve boylelikle taneciklerin birbirine daha iyi tutundugu
gbzlemlenmigtir.

SEM goriintiilerinden ortalama tane boyutunun degeri dl¢iildiigiinde yaklagik
120 nm olarak bulunmustur. Tane boyutu XRD spektrumunda hesaplanan tane
boyutu degeri ile SEM goriintiilerinde belirlenen tane boyutu degeri birbirine ¢ok
yakindir ve birbirini desteklemektedir.

ZnO ince filmler kimyasal banyo depolama teknigi ile sol-gel manyetik
dondiirerek kaplama yontemi ile tiretilen ZnO ¢ekirdek yapilar tizerine degil de
kaplamasiz cam altliklar izerine kaplandiginda iiretilen ZnO yapilariin SEM
gorlntileri Sekil 11, Sekil 12 ve Sekil 13’de sirasiyla verilmistir.
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SUPRA 40VP 4114 ———]

Sekil 11. Z1 serisi ZnO ince filmlerin 30kx biiyiitmeli SEM gériintiisii.

Sekil 12. Z2 serisi ZnO ince filmlerin 30kx biiyiitmeli SEM goriintiisii.
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Mag= 3000KX 300 am D - m SE2 Mar 2022 Time 11:02:22
SUPRA 40VP-41-14 Noi e Int. Done

Sekil 13. Z3 serisi ZnO ince filmlerin 30kx biiylitmeli SEM goriintiisii.

Swrasiyla verilen Z1, Z2 ve Z3 serilerine ait 30 kx biiyiitmeli SEM
goriintiilerinden goriildiigi gibi ¢ekirdek katman olmadan kaplamasiz cam altlik
iizerine kimyasal banyo depolama yontemi ile ZnO ince filmler {iretildiginde, Z1,
Z2 ve 73 serilerinde hekzagonal ZnO yapisina ait nanogicek yapist gézlenmistir
fakat ZnO nanorod olusumu ger¢eklesmemektedir.

ZnO ¢ekirdek yapilar tizerine kimyasal banyo depolama yontemi ile ZnO
kaplanarak elde edilen Z serisi ZnO nanorodlara ait 30 kx biiylitmeli SEM
goriintiileri Sekil 13 - 15°de ayr1 ayr1 gosterilmistir.
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Mag= 3000KX  ppp pm WD = 8.1 mm 2 Mar 2022 Time :13:.46:12
SUPRA 40VP-41-14

‘Sekil 15. Z3 serisi ZnO nanorodun 30kx biiyiitmeli SEM gériintiisii

Z serisi ZnO nanorodlarin SEM goriintiileri incelendiginde, alltas iizerinde
olugmus olan filmin tiim ylizeyinde nanorodlarin olustugu gézlemlenmektedir. Z
serisinde olusan nanorodlar incelendiginde Z1 ve Z2 serilerinde olusan rodlar
daha rastgele diizende yerleserek nanogicek yapida gézlemlenirken, Z3 yapisinda
rodlar ayn1 yonde yonelmis bir sekilde nanorod yapisini olugturmuslardir.

Elde edilen filmlerin yasak enerji araliklarinin belirlenebilmesi i¢in UV-Vis
Spektroskopisi dlgiimleri yapilmistir. Her bir filmin ayr1 ayr1 (ahv)? nin hv’ye
gore degisim grafikleri ¢izilir. Bu grafiklerin lineer kisimlarin dogrultusunun
hv eksenini, (ahv)? = 0’da kestigi noktanin enerji degerleri, filmlerin yasak
enerji araliklart olarak belirlenir. Bu metot Tauc Metodu olarak bilinir. Z serisi
ZnO nanorodlarin temel absorpsiyon spektrumu verilerinden yararlanarak yasak
enerji araliginin belirlenebilmesi i¢in Sekil 17°de (ahv)* nin hv’ye gore degisim
grafigi cizilmistir.
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Sekil 17. Z3 serisi ZnO nanorod UV-Vis. Spektrofotometresi

Buna gore Z serilerinde en iyi nanorod, yasak enerji araligi degeri 3,33 eV ile
7.3 serisi olarak belirlenir.

4. Sonuc ve Tartisma

Bu tez calismasi kapsaminda ZnO nanorodlar, hibrit ince film {iretim
teknigiyle iiretilmigtir. Uretim teknigi, kompleks ve pahali teknoloji ile iiretim
tekniklerine alternatif olarak “Sol-Gel Manyetik Dondiirerek Kaplama Y 6ntemi”
ve “Kimyasal Banyo Depolama Yontemi” kullanilarak elde edilmistir. ZnO
nanorod iiretim yontemlerinde ilk olarak Sol-gel manyetik dondiirerek kaplama
yontemi ile ZnO ¢ekirdek tabaka iiretimi yapilmistir. Bu yontemde en iyi filmin
olusacagi sarti belirlemek icin parametreleri degistirerek ZnO ince filmler
iiretilmistir. Belirlenmis parametreler ile iiretilen ZnO serilerinin yapisal
ozelliklerini belirlemek i¢in XRD spektrumlari incelenerek karsilastirilmistir.
Incelemeler sonucunda olusan filmlerin tamamu polikristal yapidadir. C3 serisi
ince filmin pik siddetleri diger ince film pik siddetlerinden daha biiyiik oldugu
goriilmiistlir. C3 serisi ince filmin XRD cihazi ile 6l¢iilen hekzagonal yapidaki
Zn0 ince filmin (ICDD. 98-003-1052) ile birbiriyle ortiismektedir. C3 serisi ince
filmin XRD spektrumu ile gdzlemlenen yar pik genisliklerine gore Scherrer
formiiliiyle yardimiyla tane boyutu degerinin 107 nm oldugu hesaplanmuistir.
Uretilen ZnO ince film serilerinde karsilastirilmasi sonucunda déndiirme hizinin
arttirtlmasi alttas iizerinde olugsan kristallesmenin iyilestigi goriilmiistiir.
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Seriler igerisinde en iyi kristallesme gosteren C3 serisi ZnO ince filmin SEM
goriintiileri incelenmistir. incelemeler sonucunda alttas iizerinde olusan filmin,
yigilma seklinde olusumlarin bulunmadigi, tabana homojen bir seklinde
kaplandigi, yiizeyde bosluklar olugsmadigr ve tanelerin birbirlerine daha iyi
tutundugu gortilmektedir. SEM goriintiisiinde ve XRD spektrumu ile belirlenen
tane boyutu degerleri birbirine benzer ve destekler oldugu goriilmiistiir.

C3 serisi ince filmin UV-Vis. Spektroskopisi ile temel absorbsiyon spektrumu
verilerinden ve Tauc metodu ile yasak enerji aralig1 grafigi ¢izilmis ve yasak
enerji araligi ise 3,31 eV olarak bulunmustur.

ZnO nanorod iiretimi i¢in Sol-gel manyetik dondiirme yontemi ile iiretilen en
iyl ince film serisi olan C3 serisi ince film iizerine belirlenen parametreler
dahilinde Kimyasal Banyo Depolama Y 6ntemi ile tiretim yapilmistir. Elde edilen
3 seriden en iyi ZnO nanorod yapiyt bulmak i¢in yapisal, ylizeysel ve optik
ozellikleri incelenmistir.

Belirlenmis parametreler ile iiretilen ZnO nanorod serilerinin yapisal
ozelliklerini belirlemek i¢cin XRD spektrumlar1 incelenerek karsilastirilmistir.
Incelemeler sonucunda olusan nanorodlarin tamamu kristal yapidadir. Z3 serisi
nanorodun pik siddetleri diger nanorodlarin pik siddetlerinden daha biiyiik
oldugu gorilmiistiir. Z3 serisi nanorodun XRD cihazi ile Olgiilen hekzagonal
yapidaki ZnO nanorodun (ICDD. 98-003-1052) ile birbiriyle ortiismektedir. Z3
serisi nanorodun XRD spektrumu ile gdzlemlenen yar1 pik genisliklerine gore
Scherrer formiiliiyle yardimiyla tane boyutu degerinin 39 nm oldugu
hesaplanmistir. Uretilen ZnO nanorod serilerinde karsilastirilmasi sonucunda
reaksiyon siiresinin arttiritlmasi alttag iizerinde olusan nanorodlarin kristallesme
ve yonelimlerinin iyilestigi ve tek kristal seklinde tiretilebildigi goriilmistiir.

Seriler icerisinde en iyi kristallesme gosteren Z3 serisi ZnO nanorodunun
SEM gériintiileri incelenmistir. Incelemeler sonucunda alttas {izerinde olusan
nanorodlarin, yigilma seklinde olusumlarin bulunmadigi, kristal yapinin
neredeyse tek kristal olarak olustugu ve yonelimlerin ayni yonde oldugu
goriilmektedir. SEM goriintiisiinde ve XRD spektrumu ile belirlenen tane boyutu
degerleri birbirine benzer ve destekler oldugu goriilmiistiir. Z3 serisi nanorodun
UV-Vis. Spektroskopisi ile temel absorbsiyon spektrumu verilerinden ve Tauc
metodu ile yasak enerji aralig1 grafigi cizilmis ve yasak enerji araligi 3,33 eV
bulunmustur.

Yapilan bu ¢aligmalar sonucunda, iiretilmis olan ZnO nanorodlarin yapisal,
ylizeysel ve elektriksel dzelliklerinin Manyetik dondiirme hizina ve banyolanma
reaksiyon siiresine bagh olarak degistigi gdzlemlenmistir. Sol-gel manyetik
dondiirerek kaplama yonteminde dondiirme hizi arttirildiginda alttas tizerinde
olusan filmin {izerindeki kristallesmenin iyilestigi ve film tabakanin iyilestigi
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gbzlemlenmistir. Kimyasal bonyo depolama yonteminde ise reaksiyon siiresinin
arttirllmasi ile nanorod olusumunun tek kristal yapida ve tek bir yonde
yonelimlerin oldugu goézlemlenmistir. Bu sonucglara gore yapilacak ileriki
calismalarda ZnO iretilen nanorodlarin; Elektronik, opto elektronik, nano
elektromekanik cihazlar, ileri nano kompozit malzemeler, sensorler gibi
uygulamalarda kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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Giris

Nanobilim g¢evre, tip, kimya, eczacilik, fizik, biyoloji ve malzeme bilimi gibi
farkli disiplinler arasinda hizla biiyiimektedir (Mohammadzadeh ve ark., 2019;
Ghoreishi ve ark., 2017; Mohammadi-Aghdam ve ark., 2018; Ardestani ve ark.,
2020). Morfolojileri ve boyutlar1 nedeniyle metal nano parcaciklarin 6zellikleri
birbirlerinden farklidir. Au (altin), Ag (giimiis), Pd (palladyum), ZnO (¢inko
oksit), TiO; (titanyum dioksit) ve Cu (bakir) gibi ¢esitli nanopartikiillerin sentezi
ve uygulamasi ile ilgili 6nemli miktarda calisma rapor edilmistir (Kumari ve
Meena, 2020; Yarahmadi ve ark., 2021; (Pushpamalini ve ark., 2021). Bunlar
arasinda glimiis nanopartikiili tip, biyoloji, kimya gibi farkli alanlarda oldukga
fazla ilgi cekmistir. Ayrica yapilan calismalar AgNP (giimiis nanopartikiil)’lerin
cesitli bakterilere karsi yiiksek antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu
gostermistir (Mortazavi-Derazkola ve ark., 2020; Yousaf ve ark.,, 2020;
Ebrahimzadeh ve ark., 2020).

Nanoteknoloji, maddeler ilizerinde nanometre boyutlarinda gerceklestirilen
diizenleme, isleme, tasarim, 6l¢iim, modelleme gibi ¢aligmalara imkan veren yeni
bir bilim dalidir. Teknolojik olarak maddeye yeni fiziksel, kimyasal ve biyolojik
ozellikler kazandirmay1 hedefleyen, atom ve molekiil seviyesinde ¢alismalarla
ilerleyen, yeni ve hizla gelisen bir teknoloji alanmdir (Beykaya ve Caglar, 2016).
Nanoteknolojik arastirmalar, yenilikler sunmasi, endiistriyel modellemenin ticari
boyut kazanmasiyla elde edilen yiiksek kar pay1 nedeniyle ilag, gida, fizik, enerji
iiretimi, elektronik, iletisim, tekstil, gibi neredeyse tiim bilim dallarinda en
popiiler arastirma alani olarak dikkat cekmektedir (Roco, 2007; Rai, 2009). 100
nanometrenin (nm) altinda boyuta sahip olan Nanopartikiiller ise nanoboyutlu
malzemelerin dolayisiyla nanoteknolojinin temelini olusturmaktadir. Bugiine
kadar nanopartikil iiretiminde pek ¢ok fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontem
kullanilmigtir. Ancak bu yontemler hizli ve istenilen boyutta nanopartikiil
iiretebilse de pahali olmas1 ve toksik ve kimyasal maddeler icermesinden dolay1
cevreye biiyiik dl¢iide zarar vermektedirler. Bu nedenle nanopartikiil liretiminde
toksik olmayan, ¢evre dostu, siirdiiriilebilir ve daha ucuz olan Yesil Sentez
yontemi ortaya ¢ikmustir. Azolla caroliniana, Garcinia indica, Camellia sinensis
gibi bitki o6ziitleri kullanilarak nanopartikiil sentezlendigini gdsteren ¢alismalar
mevcuttur (Anjana ve ark. 2020; Sangaonkar ve Pawar, 2018; Rolim ve ark.,
2019).

Yaprak doken, ¢ok yillik, fanerofit hayat formuna sahip bir aga¢ olan D. kaki
Ebenaceae familyasinin Diospyros cinsine ait bir taksondur (Onur 1990;
Anonymous 2012a). Eyliil-aralik aylar1 arasinda hasat edilen meyveleri renk,
sekil ve boyut bakimindan farklilik gostermektedir. Saridan kirmiziya veya
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turuncuya donen renklere sahiptir (Yildiz Akbulut, 2021). Meyve kabugu ince
parlak ve piiriizsiizdiir (Karasova ve ark., 2013).

Niifusun artigina paralel bir sekilde ortaya ¢ikan atik problemi diinyanin en
onemli giincel sorunlarindan birisidir. Ozellikle bitkisel iiriinlerin kullanimina
bagli olarak ortaya ¢ikan yaprak, ¢igek, kabuk, sap gibi farkli kisimlar1 6nemli bir
miktardadir. Bundan dolayi bitkisel atiklarin ham madde olarak farkli sekillerde
degerlendirilmesi ve yeniden kullanilabilecegi katma degeri yiiksek olan iiriinlere
dontistiiriilmesi oldukca dnemlidir (Hepsen, 2010; Yaman, 2012).

Fenolik kirleticiler ilag, petrokimya, tekstil, matbaa gibi farkli sektorlerde
yaygin olarak bulunan organik kirleticilerdir (Gutes ve ark., 2005). On binden
cesitte boya ve pigmentin kullanildig1 boya endiistrisinde yaklasik %15°lik
endiistriyel atik ortaya cikmaktadir (Kayranli 2011; Arslan ve ark., 2021).
Biyolojik olarak parcalanamayan boyalar 1518a, 1siya ve oksitleyici maddelere
kars1 dayanikhidirlar (Wang ve ark. 2018). Bu o6zelliklerinden dolay1 sularda
kirlilige ve oksijen kapasitesinin azalmasina neden olmakta ve hidrosfere verdigi
zararla ciddi ¢evre sorunlart yaratmaktadir (Piccin ve ark. 2012). Suda bulunan
boyalarin uzaklastirilmasinda aktif karbonlar, killer, bitkisel atiklar gibi
malzemeler kullanilmaktadir. Ancak bunlar sinirlt yiizey alani ve aktif bolgelere
sahip olduklar i¢in adsorbe etme yetenekleri de diisiiktiir. O nedenle organik
kokenli kirleticilerin bozunmasi i¢in fazla sayida aktif bolgeye ve genis yiizey
alanina sahip nanopartikiillerin kullanilmasi son zamanlarda oldukga fazla ilgi
¢cekmektedir (Arslan ve ark., 2021). Bu nedenle daha yesil daha siirdiiriilebilir
coziimler iiretmek amaciyla cesitli bitkilerin yaprak, meyve, tohum, kabuk gibi
kisimlarinin kullanildigr farkli 6zelliklere sahip nanomalzemelerin iiretildigi
uygulamalar yapilmistir (Alsubki ve ark., 2021; Kaplan ve ark., 2021; Gomathi
ve ark., 2021).

Bu ¢alismada Diospyros kaki L (Trabzon hurmasi) meyvesinin kabuklar ile
hazirlanan metanol, etanol ve su ekstraktlar1 kullanilmistir. Bu ekstraktlar 1 ve 2
mM’lik giimiis nitrat ile reaksiyona sokularak giimiis nanopartikiilleri (AgNP)
sentezlenmeye calisilmistir. Sentezlenen nanopatikiiller optimize edilerek UV-
Vis ve elektron mikroskobu ile karakterize edilmistir. Hazirlanan biitiin
ekstraksiyonlarin metilen mavisi boyasini indirgeme giicii incelenmistir.
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MATERYAL VE METOT
Materyal

Bu ¢alismada materyal olarak Diospyros kaki L. meyvesinin kabuklar
kullanilmistir (Sekil 1).

Sekil 1. Diospyros kaki meyvesinin genel goriiniisii ve toplanan meyveler

Trabzon hurmasi, cennet hurmasi, Japon hurmasi ve Akdeniz hurmasi gibi
yoresel isimleri ile bilinen Ebenaceae familyasinin Diospyros cinsine ait ¢ok
yillik aga¢ formunda bir bitkidir.

Taksonun sistematigi asagida verilmistir.

Kingdom (Alem): Plantae

Subkingdom (Alt Alem): Tracheobionta

Division (Bdliim): Magnoliophyta

Class (Simif): Magnoliopsida

Subclass (Alt simif): Dilleniidae

Order (Takim): Ebenales

Family (Aile): Ebenaceae

Genus (Cins): Diospyros

Species (Tiir): Diospyros kaki L.

Anavatan1 Cin olan meyve 0nce Japonya’ya, sonrasinda ise diger iilkelere
yayilmistir (Ozcan, 2005). Son yillarda ABD’de 6zellikle Kaliforniya'da, Italya,
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Brezilya, Yeni Zelanda, Avustralya ve Israilde modern Trabzon hurmasi
bahgeleri kurulmustur (Kuzucu ve Kaynas, 2004). Ulkemize hangi tarihte
getirildigi tam olarak bilinmemekle birlikte iilkemize Karadeniz bdlgesinden
giren meyvenin yetistiriciligi ¢cok eski tarihlere dayanmaktadir. Bir subtropik
iklim meyvesi olan Trabzon hurmasi iilkemizde en ¢ok Akdeniz Bolgesi'nde
yetistirilmektedir. Bu meyve tiirii kisin yapraklarmi doktiigii i¢in, daha serin
bolgelerde de 6zellikle Karadeniz, Ege ve Marmara Bolgeleri'nde yetistiriciligine
rastlanmaktadir (Sekil 2).

i
Sekil 2. Taksonun Tiirkiye’ deki dagilimi

Trabzon hurmasi meyvesinin iriligi, rengi ve sekli bakimindan ¢esitleri
arasinda biiyiik farkliliklar bulunmaktadir. 50-300 gr arasinda degisen agirlikta,
konik, uzun konik, yuvarlak ve basik arasinda degisim gosteren sekilde yesilimsi-
sar1, turuncu-sari, turuncu, turuncu-kirmizi renkte olan ¢esitleri bulunmaktadir.
Meyveleri askorbik asit ve fenolik bilesikler, karbonhidrat ve tanen agisindan ¢ok
zengindir (Parseker ve ark., 2008). Piire, kek, recel, kurabiye, icecek, salata ve
meyve gibi farkl tiikketim sekilleri bulunan Trabzon hurmasmin kabugunun
soyulmast ile ortaya ¢ikan bitkisel atik ¢aligma materyalimizi olusturmaktadir.

Metot

1-Orneklerin toplanmasi

Ordu ili Kayadibi kdyiinden (500m) aralik ayinda aym agagtaki meyveler
toplanarak tiiketim sirasinda soyulan kabuklar1 biriktirilerek oda sicakliginda
kuru agirligi sabitleninceye kadar kurutulmus (Sekil 3) ve daha sonra bitki
degirmeni ile 6giitilmistiir (Sekil 4). Elde edilen bu numunelerin metanol, etanol
ve su ekstraktlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan bu ekstraktlar kullanilarak giimiis
nanopartiikiilii tiretilmeye ¢alisilmistir. Elde edilen nano giimiisler UV-Visible ve
elektron mikroskobu ile tespit edilmistir.
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Sekil 3. Oda sicakliginda kurutulan meyve kabuklar1

2-Bitki Ekstraktlarimin Hazirlanisi

Su, metanol ve etanol ekstraktlari hazirlamak i¢in kurutulup, 6giitiilmiis bitki
ornekleri (5 gr) lizerine uygun hacimde (50 ml) su/metanol/etanol ilave edilerek
12-16 saat oda sicakliginda calkalamali su banyosunda ekstre edilmesi
saglanmistir. Stizgec kagidi ile siiziilerek birlestirilen siiziintiiler metanol/etanol
durumunda evaporatdr, su durumunda ise liyofilizator kullanilarak ¢oziiclisiinden
uzaklagtirilmistir. Bu islem sonunda kalan kat1 madde hassas bir sekilde tartilarak
bilinen miktarda ¢oziicli ilavesi ile konsantrasyonu bilinen stok numuneler
hazirlanmig ve analiz edilinceye kadar renkli siselerde +4 °C’de muhafaza
edilmistir.

3- Bitkisel Atik kullanilarak Nanopartikiil Sentezlenme Calismalari

Orneklerin metanol, etanol ve su ekstraksiyonlarindan elde edilen saf
maddeler 100°er ml saf su ile ¢ozilerek glimiis nanopartikilii olusturma
reaksiyonlari i¢in stok ¢ozeltiler elde edilmistir. Giimiis nanopartikiilii olusturma
reaksiyonuna katilmak {izere 1 mM (milimolarlik) ve 2 mM (milimolarlik)
AgNO:s stok ¢ozeltileri hazirlanmistir (Sinha ve Paul, 2014) (Sekil 8). Stok ¢ozelti
olarak hazirlanan Trabzon hurmasi kabugunun 1 ve 2 mM’lik metanol, etanol ve
su ekstrakti ¢ozeltilerinden 4’er ml alinarak tizerlerinde 1 ve 2 mM’lik AgNO;
cozeltisinden 4’er ml eklenmistir. Uzerine 1-2 damla NaOH tampon ¢dzeltisinden
damlatilarak pH indikator kagidi kullanilarak pH 7-8 arasinda sabitlenmeye
calisilmistir. Hazirlanan karisimlar ¢alkamali su banyosunda 38°C’de beklemeye
birakilarak renk degisimi gozlemi i¢in takibe almmistir. Renk degisimi
gerceklesen c¢ozeltilerden alinan rnekler Ordu Universitesi merkezi arastirma
laboratuvarinda bulunan UV-Visible Spektrofotometre (Shimadzu marka)
cihazinda 200-800 nm araliginda saf suya karst okunmus ve grafikler elde
edilmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiler SEM (Taramali Elektron Mikroskobu-
Hitachi marka) cihazina gonderilmeden 6nce de liyofilizator cihazina konularak
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saflagtirilmistir (Khalil ve ark., 2013). Bu saf maddeler igerisinde giimiis
nanopartikiiliin varligim gozlemleyebilmek i¢in SEM elektron mikroskobunda
farkli bityiitme oranlarinda incelenerek mikroskop goriintiileri elde edilmistir.

4-Boya Indirgeme Reaksiyonlar

Calismada bazik 6zellikte, yiikseltgenmis rengi mavi, indirgenmis rengi beyaz
olan metilen mavisi boyast kullanilmigtir. Uygulamalar i¢in meyve
kabuklarindan hazirlanan biitiin ekstraktlar kullanilarak NaBHs (Sodyum Bor
Hidriir) ile metilen mavisi boyasi indirgenmeye ¢alisilmistir. Bu amagla 1ml 10
* M metilen mavisi boyasina 1ml H,O ilave edilerek UV-Vis olgiimii alinmus,
okuma isleminden sonra ayni 6rnegin iizerine 1.5 ml NaBH4 ve hazirlanan
ekstraktlardan 0.5 ml eklenerek 2’ser dk. araliklarla, reaksiyon dengeye
ulagincaya kadar UV-Vis ol¢limleri alinmistir (Sahin ve Giibbiik, 2019).

BULGULAR

Nanopartikiil Sentezlenme Calismalari1 Sonuclari

Trabzon hurmasi meyve kabuklarinin 1 ve 2 mM ‘lik metanol, etanol ve su
ekstraktlarindan hazirlanan numunelerin  nano sentez reaksiyonlarinin
gercgeklestigini (Sekil 4) gosteren renk degisim siireleri asagida verilmistir;

2mM’lik AgNO:s ilave edilen Metanol ekstrakti 60. dakikada, 1 mM ‘lik
AgNO; ilave edilen Metanol ekstrakti 30. Dakikada, 2mM’lik AgNOs ilave
edilen Su ekstrakti 3. dakikada, ImM’lik AgNOs ilave edilen Su ekstrakti 15.
dakikada, 2mM’lik AgNO; ilave edilen Etanol ekstrakti 20. dakikada, 1mM’lik

AgNO:; ilave edilen Etanol ekstrakti 20. dakikada
Om e

o

qQ ol B

Sekil 4. 1 ve 2 mM ik AgNO3 ile yesil sentez reaksiyonuna giren
¢ozeltilerde gozlenen renk degisimleri.

Glimiis nanopartikiilii (AgNP) sentez reaksiyonlar1 ger¢eklesen numunelerin
UV-Visible goriintiileri Sekil 5-7°de verilmigtir.
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a b

Sekil 5. Su ekstrakti ile sentezlenen AgNP lerin UV-Vis analiz grafigi,
a; ImM’lik AgNO3 ilave edilen,
b; 2 mM’lik AgNO3 ilave edilen su ekstrakti 6rnekleri

a b

Sekil 6. Metanol ekstrakti ile sentezlenen AgNP lerin UV-Vis analiz grafigi,
a; ImM’lik AgNO3 ilave edilen,
b; 2 mM’lik AgNO3 ilave edilen metanol ekstrakt1 drnekleri

a | b

Sekil 7. Etanol ekstrakti ile sentezlenen AgNP lerin UV-Vis analiz grafigi,
a; ImM’lik AgNO3 ilave edilen,
b; 2 mM’lik AgNO3 ilave edilen etanol ekstrakti drnekleri
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UV-Vis goriintiilerine bakildiginda 2 mM’lik AgNOs ilave edilen su ekstrakti
ornekleri disindaki numunelerdeki pikler anlamli ve onemlidir. Sekil 8-10’da giimiis
nanopartikiilii sentez reaksiyonlar1 gerceklesen numunelerin SEM elektron
mikroskobu goriintiileri verilmistir. Su ekstraktindaki glimiis nanopartiikiil sentezini
gosteren elektron mikroskobu goriintiilerine bakildiginda 1 mM’lik 6rneklerde 106-
132 nm, 2mM ‘lik 6rneklerde ise 447-552 nm araliginda giimiis nanopartikiillerinin
olustugu goriilmektedir (Sekil 8). 2 mM’lik su ekstrakti 6rneklerinde goriilen
nanopartikiillerin boyutlarinin biiyiik oldugu goériilmektedir. Bu durum UV-Visible
grafiklerinde goriilen pikleri ile uyumluluk gostermektedir.

Sekil 9’ da metanol ekstrakti ile sentezlenen glimiis nanopartiikiillerinin elektron
mikroskobu goriintiileri goriilmektedir. 1 Mm’lik 6rneklerde 159-661 nm araliginda
partikiiller goriintirken 2 mM’lik 6rmeklerde 94.5-149 nm araliginda nanopartiikiiller
tespit edilmistir. Etanol ekstraktindaki giimils nanopartiikiillerinin elektron
mikroskobu goriintiilerine bakildiginda ise 1mM’lik Orneklerde 198-250 nm,
2mM’lik orneklerde ise 39,7-89 nm biiylikliigiinde giimiis nanopartikiilleri
belirlenmistir (Sekil 10).
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SU1510 15.0kV 8. 2mm x30.0k SE

SU1510 15.0kV 4.9mm x7.50k SE

Sekil 8. Su ekstrakt1 6rneklerindeki AgNP lerin goriintiisii,
a-b: ImM’lik AgNOsilave edilen AgNP lerin goriintiisii, c: 2mM’lik AgNO3
ilave edilen AgNP lerin goriintiisii

233



SU1510 15.0kV 4.9mm x7.50k SE

/ 4.4mm x4.20K SE

Sekil 9. Metanol ekstrakti 6rneklerindeki AgNP lerin goriintiisii,
a-b: ImM’lik AgNO:; ilave edilen AgNP lerin goriintiisi,
¢, d, e: 2mM’lik AgNO:s ilave edilen AgNP lerin goriintiisii
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SU1510 15.0kV 5.4mm x12.0k SE o

SU1510 15.0kV 5.5mm x20.0k SE

Sekil 10. Etanol ekstrakti 6rneklerindeki AgNP lerin goriintiisi,
a: ImM’lik AgNOs ilave edilen AgNP lerin goriintiisii,
b, ¢: 2mM’lik AgNO:s ilave edilen AgNP lerin goriintiisii

Metilen mavisi indirgenme reaksiyonlar: sonuglari

Trabzon hurmast meyve kabuklarindan hazirlanan ekstraktlardan metilen
mavisi boyasiin bozunma reaksiyonlar1 le 1ve 2 mM’lik AgNOs ilave edilen su
ekstraktlarinda 4. dakikada gerceklesmistir. 1 ve 2 mM ‘lik AgNO3 ilave edilmis
metanol ekstrakti ile 2 mM ‘lik AgNO3 ilave edilmis etanol ekstraktlarinda ise
bozunma 6. dakikada olmustur. 8. dakikada bozunmanin gergeklestigi 6rnek 1
mM ‘lik AgNO3 ilave edilmis etanol ekstraktidir. Sekil 11-17°de ekstraktlar
kullanilarak metilen mavisinin indirgenme reaksiyonlarim1 gosteren UV-Vis
grafikleri ve renk degisikligi fotograflar1 goriilmektedir.
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Sekil 11. 1 mM AgNOsilave edilmis su ekstrakti drneklerinin metilen mavisi
indirgenme reaksiyonlarinin UV-Vis grafikleri (4. dakikada bozunma) ve
metilen mavisi boyasindaki renk degisikligi

T

Sekil 12. 2 mM AgNOsilave edilmis su ekstrakti 6rneklerinin metilen mavisi
indirgenme reaksiyonlarinin UV-Vis grafikleri (4. dakikada bozunma) ve
metilen mavisi boyasindaki renk degisikligi

Sekil 13. 1 mM AgNO;s ilave edilmis metanol ekstrakti 6rneklerinin metilen
mavisi indirgenme reaksiyonlarinin UV-Vis grafikleri (6. dakikada bozunma)
ve metilen mavisi boyasindaki renk degisikligi
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Sekil 14. 2 mM AgNO; ilave edilmis metanol ekstrakti 6rneklerinin metilen
mavisi indirgenme reaksiyonlarinin UV-Vis grafikleri (6. dakikada bozunma)
ve metilen mavisi boyasindaki renk degisikligi

Sekil 15. 1 mM AgNO;s ilave edilmis etanol ekstrakti 6rneklerinin metilen
mavisi indirgenme reaksiyonlarinin UV-Vis grafikleri (8. dakikada bozunma)
ve metilen mavisi boyasindaki renk degisikligi

Sekil 16. 2 mM AgNO;j ilave edilmis etanol ekstrakti orneklerinin metilen
mavisi indirgenme reaksiyonlarinin UV-Vis grafikleri (6. dakikada bozunma)
ve metilen mavisi boyasindaki renk degisikligi
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Sekil 17. Calisilan biitiin numunelerdeki renk degisimlerinin
toplu halde gosterilmesi

Tartisma

Cevre acisindan bakildiginda tarim-gida endiistrisi tarafindan {iretilen bitkisel
atiklarin yeniden kullanilabilmesi hayati dnem tasir. O nedenle bitkisel atiklarin
dogru ve yeniden kullanimi ile hem dogaya hem de katma degeri yiiksek {iriinlere
doniistiiriilmesi ile ekonomiye kazang saglanacaktir. Yapilan bu ¢aligmada daha 6nce
calisilmamig olan bir bitkisel bir atik olan Trabzon hurmasi meyve kabuklarim
metanol, etanol ve su gibi farkli ¢oziiciiler kullanilarak hazirlanan ekstraktlarindan
yesil biyolojik bir yol ile glimiis nanopartikiilleri (AgNP) sentezlenmistir. Ayrica
hazirlanan biitiin ekstraktlarin metilen mavisi boyasini indirgeme giicii incelenmistir.

Bitkiler sahip olduklart kimyasal maddelerin indirgeme, kararlastirma ve
kapsiilleme gibi 06zellikleri ile nanopartikiil sentezinde kullanilmaktadirlar
(Sathishkumar 2009). Son yillarda bitkilerden glimiis nanopartikiillerinin iiretilmesi
tizerine yapilmis ¢ok sayida ¢aligma bulunmaktadir (Gonzalez-Montelongo ve ark.,
2010; Ahmed ve ark., 2015; Bagherzade ve ark., 2017). Calismamizda giimiis
nanopartikiiller (AgNP) sentez reaksiyonlarinda gozlenen renk degisimleri, UV-VIS
ve SEM goriintiileri ile desteklenmistir. Metanol ve etanol ekstraktlarinin 2mM’lik
AgNO; ilave edilmis 6rnekleri ile 1 mM’lik AgNOs ilave edilmis su drmeklerinden
sentezlenen AgNP boyutlarinin kiiciik oldugu belirlenmistir. Bununla beraber,
ozellikle metanol ve etanol dmeklerinin SEM goriintiilerinde 100 nm’nin altinda
oldukea kii¢iik boyutta AgNP’lere rastlanmistir. Bu da ayn1 materyalin farkli organik
coziiciilerde ve farkli konsantrasyonlarda goriillen nanopartikiil boyutlarinin
degisebildigini gostermektedir. Yapilan calismalar ile bitki tiirli, ekstraksiyonda
kullamilan ¢oziicii, pH, sicaklik, konsantrasyon gibi parametrelerin degismesinin
sentezlenen nanopartikiillerin capini ve boyutunu degistirdigi bildirilmistir (Akpolat,
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2018). Bizim ¢alismamizda 39,7 ile 550 nm dalga boyu arasinda degisen AgNP ‘ler
sentezlenmistir. Literatiirde farkli bitkilerin farkli kisimlarindan bizim sonuglarimiza
benzer boyutlarda AgNP ‘ler sentezlendigi belirtilmektedir (Aref ve Salem, 2020;
Rashmi ve ark., 2021).

Bitkilerden nanopartikiil sentezinden sorumlu flavonoidler, katesinler, askorbik
asitler gibi farkli bilesenlerin de oldugu bildirilmistir. Elettaria cardamom L.
bitkisinde biyosentezden sorumlu bilesenin esterler oldugu belirtilmektedir
(Rajeshkumar ve Bharath 2017). Bizim ¢alismamizda da Trabzon hurmasi meyve
kabuklarinin GC-MS analiz sonuglara gore yaklasik %50 kadar bir oranda ester ve
tiirevi bilesenlere sahip oldugu goriilmektedir.

Calisma kapsaminda hazirladigimiz biitiin bitki ekstraktlar1 katalizér olarak
kullanilarak metilen mavisi boyasinin indirgenme reaksiyonlart ger¢eklestirilmistir.
Tekstil, boya endiistrisinde yaygin bir sekilde kullanilan metilen mavisi boyasi sucul
ortamlara karigarak hem karigtigi ortama hem de orada yasayan canlilara zarar
vermektedir. Atik sulardan kirleticilerin 6zellikle boyalarin uzaklastirilmasinda nano
materyallerin katalitik performansi dikkat ¢ekmektedir (Hashemi ve ark., 2022).
Sahin (2019) tarafindan boyalarin kataliz islemlerinin ¢ok uzun siirebilecegi
belirtilmistir. Oysa bizim ¢aligmamizda ilk kez ¢alisilan 6rnege gore 4-8 dk. gibi gok
kisa bir zamanda metilen mavisi boyasinin bozundugu goriilmiistiir. Calisilan
ornekler igerisinde gerek gosterdigi UV-VIS pikleri gerekse boya renginin agilmasi
ile en iyi sonug verenler su ile AgNP sentezlenmis su ekstraktlaridir.

Sonuc ve Oneriler

Sonug olarak, yapilan bu ¢alismada ilk defa Trabzon hurmasi meyve kabugundan
yesil bir biyolojik yol ile giimiis nanopartikiilleri olusturulmustur. Ozellikle metanol
ve etanol ekstraktlarindan 100 nm’nin altinda giimiis nanopartikiilleri sentezlenmistir.
Nanokatalizor olarak kullandigimiz su ekstrakti ile hazirlanan AgNP’ler ile metilen
mavisi boyasinin bozunmasi ve boyanin renginin berraklasmasi gerceklestirilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, Trabzon hurmasi meyve kabuklarimin metanol ve etanol
ekstraktlart kullanilarak sentezlenen AgNP’leri cevre, tip, kimya, eczacilik, fizik,
biyoloji ve malzeme bilimi gibi farkli disiplinlerde yaygin olarak kullanilan
nanoteknolojik {irtinlere alternatif olabilir. Metilen mavisi boyasi indirgenmesinde en
iyi sonuglart veren AgNP’li su 6rnekleri 6zellikle bu tiir boyalan kullanan endiistri
kuruluglarinda boyalarin sulara karismadan 6nce ortamdan uzaklastirilmasim
saglayacak nanofiltrelerin yapiminda ham madde olarak kullanilabilir.

Tesekkiir
Bu ¢aligmada yer alan nanopartikiil deneylerindeki katkilarindan dolayr Ordu
Universitesi Ogretim Uyesi Dog. Dr. Yesim DAGLIOGLU’na tesekkiir ederiz.
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Giris

Bir organizmanin tiim DNA igerigi genom olarak adlandirilir. Insanlar
birbirlerinden farkli fenotipik 6zelliklere sahip olsalar da rastlantisal olarak
secilen iki insanin genom benzerligi %99’dan fazladir. Genomlar arasindaki
farkliliklar, genetik varyasyonlardan kaynaklanir. Bu varyasyonlar, cesitli
fenotipik 6zellikler ve hastaliklar ile iliskili olabilecegi gibi islevsizde olabilir
(Alzu'bi vd., 2019). Genetik varyasyonlar, sekans varyasyonlar1 ve yapisal
varyasyonlar olarak iki gruba ayrilabilir. Yapisal varyasyonlar, kopya sayisi
varyasyonu, inversiyon ve translokasyon olarak siniflandirilir. Sekans
varyasyonlar1 ise insersiyon, delesyon, tek niikleotid varyasyonudur (SNV)
(Brody, 2016). SNV’ler, genomun herhangi bir yerinde olusabilir. Genin, 5
UTR, ekson, intron veya 3" UTR bdlgesinde olabilecegi gibi genler arasinda da
bulunabilir. Ekson bolgesindekiler, kodlanan SNV (¢SNV) diger bolgelerdekiler
ise kodlanmayan SNV (ncSNV) olarak adlandirilir. Amino asit degisikligine
neden olan cSNV'ler yanlis anlamli (nsSNV), amino asit degisikligine neden
olmayanlar ise es anlamli (sSSNV)’dir. Hastaliklarla iliskili nsSNV’lerin islevsel
etkileri, protein seviyesinde oldukga gelismis sekilde agiklanmaktadir (Waldern
vd., 2021). Ancak, tim genom iliskilendirme calismalar1 insanlarda farkli
hastaliklar ilgili binlerce ncSNV tamimladi. Bu varyantlarin, molekiiler
mekanizmalar1 nasil etkilediklerinin belirlenmesi biiyiik zorluk teskil etmektedir
(L. Li vd., 2021; Steri vd., 2018). Arastirmacilar, genellikle bu etkileri DNA
diizeyinde (transkripsiyon regiilasyonu) agiklanma egiliminde olsa da (Gamazon
vd., 2018) gilinlimiizde, hastaliklarla iliskili ncSNV’lerin biiyiik boltimiiniin RNA
seviyesinde etkili oldugu disiiniilmektedir (Matt Halvorsen, 2014; K. M.
Kutchko vd., 2015; Ritz vd., 2012). Memeli genomunun yaklasik %1’i proteine
kodlanirken, %85’inin RNA’ya kodlanmasi bu goriisii desteklemektedir (Riihle
ve Stoll, 2016).

RNA, molekiiler mekanizmalarin diizenlenmesinde ¢ok yonlii role sahiptir.
Bu rol RNA’nin sekansina ve konformasyonuna baglidir (Hamada vd., 2016; Hu
vd., 2016). RNA'nin tek sarmalli dogasi, fonksiyonel rollerini yoneten gesitli
sekonder ve tersiyer yapilara katlanmasi icin gereken plastisiteyi saglar (Kwok
vd., 2015). RNA sekonder yapisini olusturan bilginin biiyiik kismi, RNA sekansi
igerisindedir (Ganser vd., 2019; Wan vd., 2014). Sekans spesifik katlandiklar
icin SNV’lerin bu yapiy1 bozarak hastaliklara neden olma potansiyeli vardir
(Waldern vd., 2021; Chanin Tolson Woods ve Laederach, 2017). Halvorsen ve
ark. (2010), mRNA’nin yanlis katlanmasina neden olan SNV’leri, riboSNitch
olarak tanimladilar. Arastirmacilar, riboSNitch terimini olustururken,
bakterilerdeki  riboswitch’lere  gonderme  yapmugslardir.  Bakterilerde
riboswitch’ler, ligandin varligina veya yokluguna gore farkli konformasyonlar
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arasinda gecis yaparak gen ekspresyonu regiile ederler (Strobel vd., 2016).
Halvorsen ve ark. (2010), riboSNitch’lerin mRNA’nin sekonder yapisinda
degisiklige neden olarak benzer sekilde translasyonu etkilediklerini &ne
siirmiislerdir (Matthew Halvorsen vd., 2010). Aragtirmalarinda, riboSNitch’leri
tahmin eden SNPfold algoritmasini kullanarak, hiperferritinemi katarakt
sendromu, B-talasemi, kikirdak sa¢ hipoplazisi, retinoblastom, kronik obstriiktif
akciger hastalig1 ve hipertansiyon ile iligkili riboSNitch’leri tanimladilar.
RiboSNitch’ler, ug birlestirme (splicing) (Andrews ve Moss, 2019; Ramya
vd., 2022), RNA baglayici protein (RBP) (Teng vd., 2020) ve miRNA baglanmas1
(Haas vd., 2012; Linnstaedt vd., 2018) gibi farkli molekiiler mekanizmalari
etkileyerek hastaliklara neden olabilir. Posttranskripsiyonel regiilasyonda, RNA
baglayict proteinlerin (RBP) &nemli rolii vardir (Sun vd., 2020). insan
hiicrelerinde, farkli islevleri gergeklestirmek icin 3-7 niikleotid uzunlugunda
motiflere baglanarak, RNA ile etkilesime giren 1500°den fazla RBP
tammlanmistir (Gerstberger vd., 2014). RBP’lerin RNA ile etkilesimleri, hem
sekansa hem de sekonder yaprya baglidir. RiboSNitch’ler neden olduklar1 yapisal
degisiklikler ile RBP baglanmasimi engelleyerek ¢esitli kanser tiplerine neden
olabilir (Teng vd., 2020). Splicing mekanizmas1 da benzer sekilde sadece spesifik
motiflere degil aynm1 zamanda RNA sekonder yapisina baglidir. RiboSNicth’ler,
splicing mekanizmasini etkileyerek ekson bolgelerinin hatali birlestirilmesine ve
sonug olarak fonksiyonel olmayan protein sentezine neden olabilir (Ramya vd.,
2022). Bununla beraber, 3' UTR bdlgesinde bulunan riboSNitch’ler, miRNA
baglanmasini etkileyerek gen regiilasyonunu bozabilir (Linnstaedt vd., 2018).
Son yillarda yapilan arastirmalar riboSNitch’lerin uzun kodlanmayan RNA’larin
(IncRNA) yapisim1 bozarak gen regiilasyonuna etki edebilecegi ve hastaliklara
neden olabilecegini gdstermistir (Martens vd., 2021; Singh ve Kumar, 2022).

RNA sekonder yapisi ve riboSNitch’lerin Belirlenmesi

Tek iplik¢ikli hiicresel RNA’nin katlanmasini, niikleotid dizisi belirler. RNA,
AU, GC ve GU standart baz eslesmeleri disinda, 25°ten fazla standart olmayan
baz eslesmesi gerceklestirerek sekonder yapilar olusturur (Zhang vd., 2020).
RNA’nin iglevini uygun sekilde yerine getirmesinde sekonder yapisi, niikleotid
dizisinden daha onemlidir. Homolog RNA’lar karsilastirildiginda, sekanslar
birbirlerinden farkli olsa da ayn1 sekonder yapiy1 gosterdikleri belirlenmistir. Bu,
sekonder yapinin énemini gosteren degerli bir kanitidir (Mathews vd., 2010).

RNA sekonder yapilari, in vivo veya in vitro ¢ozelti ortamina, RBP’lerin veya
ligandlarin varligina, sicaklik, pH ve iyon konsantrasyonu gibi parametrelere
bagli olarak degisebilir (Kwok vd., 2015; Sun vd., 2020; Wu ve D’Souza, 2020).
Bu dinamik siiregte, ayni sekansa sahip her RNA, ayni sekilde katlanarak
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homojen bir yap1 birligi olusturmaz. Aksine, RNA’larin biiyiik boliimi, farkl
konformasyonlara sahip gruplar halinde bulunurlar (Georgakopoulos-Soares vd.,
2022; Martin vd., 2012; Ritz vd., 2012, 2013). Bu nedenle, riboSNitch’leri
aragtirirken konformasyon gruplar1 arasindaki oransal degisim dikkate
alinmalidir (H. Li ve Aviran, 2018; Ritz vd., 2012; Chanin T Woods vd., 2017)
(Sekil 1). Bir riboSNitch varligindan bahsetmek icin, en az iki farklit RNA
konformasyonunun bulunmasi gerekmektedir. Dolayisiyla, RNA sekonder
yapilariin dogru sekilde belirlenmesi, riboSNitch’lerin tanimlanmasi i¢in temel
gereksinimdir (Andrews ve Moss, 2019). Tim riboSNitch’ler fonksiyonel
degildir, molekiiler mekanizmalara herhangi bir etkilerinin olup olmadiginin
belirlenmesi gerekir. Bunun i¢in, konformasyon gruplarinin yapisal benzerlik ve
farkliliklar karsilastirilmali ve hangi grubun daha yaygin oldugu tespit edilmelidir
(Chanin T Woods vd., 2017). RNA molekiilleri, DNA, ncRNA veya proteinlere
baglanma yetenegine sahip erisilebilir yapisal alanlara sahiptir (Martens vd.,
2017). Bu molekiillerin, hedef RNA’ya baglanma affinitesinin, hedef bdlgenin
erisilebilirligine ve sekansina bagli oldugu bilinmektedir (Solem vd., 2015).
Hedef bolgelerin erisilebilirliginin  dogru sekilde tahmin edilmesi, bu
mekanizmalarin anlagilmasinda 6nemli rol oynar (Corley vd., 2015; K. M.
Kutchko vd., 2015; Wan vd., 2014).
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Sekil 1. Martin ve ark (2012), ferritin hafif zinciri (FLT) geninin (Gen
ID:2512) mRNA 5' UTR yapilarini, temel bilesen analizi ile gruplandirdi. A’ da
goriildiigii tizere, dogal FLT mRNA's1 ii¢ konformasyon grubu olusturmaktadir
ve kirmizi grup baskindir. B ve C’de riboSNitch U22G ve A56U’nun, yanlis
katlanmig bolgelere sahip yesil grubun baskinligini arttirdigr goriilmektedir. Bu
iki riboSNitch, hiperferritinemi katarakt sendromu ile iliskili bulunmustur
(Matthew Halvorsen vd., 2010). Bu sekil, Martin ve ark. (2012) ve Solem ve ark.
(2015) makalelerinden uyarlanmistir.

Glnilimiizde, RNA sekonder yapilari, deneysel veya hesaplamali (in silico)
olarak belirlenebilmektedir. X 1511 kristalografisi (Reyes vd., 2009) ve niikleer
manyetik rezonans (Scott ve Hennig, 2008), RNA yapisinin belirlenmesinde
kullanilan geleneksel metotlardir. Her ikisi de, bir baz ¢ifti ¢oziiniirligiinde bilgi
verebilecek yiiksek kapasiteye sahiptir. Ancak bu yontemler, c¢ok yiiksek
maliyetlidir ve basar1 yiizdesi diisiiktiir (Hu vd., 2016; Ledda ve Aviran, 2018;
Chanin T Woods vd., 2017). In silico ve deneysel yontemlerde son yillarda
yasanan gelismeler, bu geleneksel kristalizasyon yontemlerinden ¢ok daha
verimli sonuglar elde etmemizi sagladi (H. Li ve Aviran, 2018; Martens vd.,
2017). Uzun yillardir jel elektroforezi kullanilarak yapilan enzimatik ve kimyasal
prob yontemlerinin yeni nesil dizilemeye (NGS) entegre edilmesiyle, RNA
yapisinin belirlenmesi dnemli derecede hizlanmistir (Wan vd., 2014; Zubradt vd.,
2017). Bu metotlarda, RNA’nin bir niikleotidinin lokal stereokimyasina duyarli,
kimyasal reaktifler veya enzimler kullanilir. Amag, hedeflenen niikleotidlerin
kesilmesi veya kimyasal olarak modifiye edilmesi yolu ile reverse transkripsiyon
polimeraz zincir reaksiyonun sonlandirilmast veya mutasyon meydana
gelmesidir. Sonu¢ olarak, ortaya c¢ikan cDNA'larin dizilenmesi ve
karsilastirilmasi ile ¢ift olusturmus veya olusturmamis niikleotidler belirlenir
(Kwok, 2016). RNA yapisinin paralel analizi (PARS) (Wan vd., 2013) gibi
enzimatik yaklasimlar veya dimetil siilfat (DMS) (Tijerina vd., 2007) ve primer
uzatma ile analiz edilen 2'-hidroksil asilasyonu (SHAPE) (Loughrey vd., 2014)
gibi kimyasal prob yontemleri ¢ift olusturmus veya olusturmamis niikleotidler
iizerinden, RNA yapisim1 belirleyen metotlardir. Bu metotlarin NGS ile
kombinasyonu, transkriptom c¢apinda RNA yapilarinin karsilagtirilmasin
mimkiin kilmigtir (Martens vd., 2017).

PARS yo6ntemi (Wan vd., 2013), bir numunenin RNAaz V1 ve RNAaz S1 ile
ayr1 ayrt muamele edilmesine dayanir. Ayri ayr her iki enzimin uygulandigi
orneklerden elde edilen cDNA sekanslanir ve her niikleodit i¢cin bir skor
hesaplanir. Bu skorlar, 6zel algoritmalarda islendikten sonra RNA sekonder
yapist tahmin edilir. Fragmentasyon sekanslama (Frag-Seq) metodunda
(Underwood vd., 2010) ise genellikle eslesmemis bazlar1 kesen niikleaz P1

250



enzimi kullanilir. Enzim uygulanmis ve uygulanmamis Ornek sekanslari
karsilastirilarak RNA yapis1 tahmin edilir. Kimyasal prob yontemleri, enzimatik
yontemlere gore daha yenidir ve daha iyi c¢oziiniirliik sunar. Ayrica in vivo
aragtirmalar i¢in uygundur. DMS metodu (Tijerina vd., 2007), DMS reaktifinin
RNA’nin eslesmemis adenin ve sitozin bazlarinin metilasyonunu degistirmesine
dayanir. Bu degisiklik reverse transkriptaz reaksiyonunun kesilmesine neden
olur. Prob uygulanmis ve uygulanmamis 6rneklerinden elde edilen cDNA dizileri
karsilastirilarak baz bagina eslesme olasiliklar1 hesaplanir. Bu yontemin yarattigi
onemli fark, canli hiicrelerde de kullanilabilmesidir. DMS hiicreye kolayca
sizarak RNA yapisini degistirebilmektedir. SHAPE metodu (Loughrey vd., 2014)
temelde DMS’ye benzemektedir. RNA’y1 modifiye ederek reverse transkripsiyon
reaksiyonunu kesintiye ugratma temeline dayanir. Bu yontemde, genellikle 1-
metil-7-nitroizatoik anhidrit problar kullanilir. DMS ile karsilastirildiginda, dort
bazdan herhangi birine baglanma yeteneginden dolay1 daha yiiksek ¢oziiniirliik
sunmaktadir (Martens vd., 2017).

RNA sekonder yapisini in silico tahmin eden algoritmalar, genellikle
karsilagtirmali analizlere ve minimum serbest enerjilerin (MSE) hesaplanmasina
dayanirlar. Karsilagtirilmali analizlerde, ¢cok sayida homolog dizi hizalanarak
evrimsel olarak korunan baz ciftleri (AU, CG, GU) belirlenir (Loughrey vd.,
2014; Reuter ve Mathews, 2010) ve bu bilgiye dayanarak sekonder yap1 tahmin
edilir. MSE hesaplamalari kullanarak yapisal tahminlerini {ireten algortimalar ise
en diisiik MSE’ye sahip yapiy1 en kararli ve olas1 olarak kabul ederler (Andrews
ve Moss, 2019; Mathews, 2006). Her RNA molekiili, stabilitesini korumak i¢in
cevre kosullarina gore yapisini ayarlamaya ¢alisir. Bunun i¢in yapinin, Gibbs
serbest enerjisini (G) azaltilmast gerekir. G’nin maksimum diizeyde
indirgenmesi, stabil durum olarak tanimlanir ve MSE konformasyonu olarak
adlandirilir (Loughrey vd., 2014). Ancak tek bir niikleotid degisiminin, RNA
yapisi iizerine etkisinin belirlenmesinde MSE tabanli yaklasimlar yeterli degildir
(Andrews ve Moss, 2019). Mutant ve dogal RNA sekonder yapilarinin
karsilastirilmasinda, RNA yapi1 topluluklarinin belirlenmesinin daha iyi sonug
verir (Sabarinathan vd., 2013). Kisaca, en diisiik MSE’ye sahip bir model 6neren
algortimalar yerine, olasi tiim yapilar1 gruplandirarak sunan algoritmalar
riboSNitch belirlemek i¢in daha uygundur (Miladi vd., 2020). riboSNitch'leri
belirlemek i¢in 6zel yazilmis algoritmalar (Churkin vd., 2011; Corley vd., 2015;
Matthew Halvorsen vd., 2010; Lam vd., 2011; Shu vd., 2006; Waldispiihl vd.,
2009), genel olarak RNA sekonder yapisini tahmin eden algoritmalardan daha iyi
performans gdsterir. Bu algoritmalar, tek bir SNV nin veya ¢oklu SNV ’lerin yap1
tizerine etkilerini tahmin edebilir.
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Son yillarda, RNA sekonder yapisim1 tahmin eden algoritmalara, derin
ogrenme tekniklerine (Fu vd., 2022) dayanan yaklasimlarda eklenmistir.
Biyolojik yapilarin in silico tahmin edilmesi, her gecen giin daha yiiksek
dogruluga ulagsa da (Bugnon vd., 2022) hala deneysel yontemler ile RNA
yapisinin belirlemesinde daha giivenilirdir. Enerji modellemelerinin fizyolojik
kosullar altinda yapilamamasi gibi kisitlamalar ve yapiyr tahmin etmek igin
yazilan algoritmalarda kullanilan c¢esitli varsayimlar nedeniyle, in silico
yontemlerin tahmin dogrulugu sinirlidir (Andrews ve Moss, 2019).

Hastaliklar ile iliskili RiboSNitch’ler

Hastalikla iliskili bir SNV, RNA yap1 topluluklarinda biiyiik bir degisiklige
neden oldugunda, hastaligin potansiyel bir nedeni olarak gosterilebilir.
riboSNitch’ler her zaman hastaliga neden olmaz, aksine cogu zaman etkisizdir.
Bunu 6nemli bir kanit1 olarak, Wan ve ark. (2014) yaptig1 calisma gosterilebilir.
Ayni aileden {i¢ saglikli bireyde (anne, baba ve ¢ocuk) transkriptomun sekonder
yapisinin belirlenmesi ile yaklasik 2000 riboSNitch tanimlandi ve bunlardan 22
tanesinin hastaliklar ile iligkili oldugu rapor edildi (Wan vd., 2014). Bir baska
degisle, incelenen tiim SNV’lerin yaklasik %15’inin RNA yapisini degistirdigini
belirlendi, ancak bunlarda %]1.1°1 hastaliklar ile iligkiliydi. Bu durum,
riboSNitch’lerin yaygin oldugunu ve c¢ogu zaman iyi huylu oldugunu
diisiindiirmektedir (K. M. Kutchko vd., 2015). Halversen ve ark. (2010) ise daha
once hastaliklar ile iligkili oldugu rapor edilmis SNV’lerin riboSNitch olma
potansiyelini degerlendirdikleri ¢aligmada, alt1 farkli hastalikla (Hiperferritinemi
Katarakt Sendromu, [-Talasemi, Kikirdak-Sa¢ Hipoplazisi, Retinoblastom,
Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi ve Hipertansiyon) ile iligkili olabilecek
riboSNitch’leri rapor ettiler (Matthew Halvorsen vd., 2010). Benzer bir
yaklagimla yapilan bir bagka caligmada, meme kanseri taramasinda patojen
oldugu rapor edilen TP53 genindeki rs587782272 (Lang vd., 2020) ve beta
talasemiye neden oldugu bilinen HBB genindeki rs34690599’un (Russo vd.,
2019), splicing mekanizmasii etkileyen riboSNitch’ler oldugu, 3 farkh
algoritma (SNPfold, rumuRNA, RNAsnp) kullanilarak tahmin edilmistir (Ramya
vd., 2022). Ramya ve ark. (2022) bu arastirmalarinda, riboSNitch’lerin splisozom
kompleksi ile dogrudan etkilesime girerek splicing islemini regiile
edebileceklerini varsaymislardir.

Son yillarda yapilan c¢aligmalar, riboSNitch’lerin uzun kodlanmayan
RNA’larin (IncRNA) yapisin1 degistirerek hastaliklara neden olabilecegini
gostermistir  (Martens vd., 2021). IncRNA'lar en az 200 nikleotid
uzunlugundadir ve c¢esitli insan hastaliklar ile iligkili diizenleyici siireglerin
merkezinde yer alirlar (Martens vd., 2021; Singh ve Kumar, 2022). RNA

252



polimeraz II tarafindan sentezlenmeleri, poliadenile olmalar1 ve splicing
mekanizmalar1 bakimindan mRNA'ya benzerler. Bazi1 IncRNA’lar RBP’ler ile
kompleks olusturarak komsu genlerin ekspresyonunun kontrol eder (Engreitz vd.,
2016). IncRNA’nin sekonder yapisi RBP ile kompleks olusturmasinda 6nemlidir.
RNA vyapisinda degisiklige neden olacak SNV’ler, RBP ile kompleks
olugturmasint  engelleyebilir. Bu durum gen ekspresyon seviyesini
degistirebilecegi gibi IncRNA’nin rol oynadigi farkli molekiiler mekanizmalarda
da (¢ogalma, farklilasma, apoptoz gibi) aksakliga neden olarak hastalilara neden
olabilir (Singh ve Kumar, 2022). IncRNA’larda bulunan riboSNitch’lerin, rahim
agz1 kanseri (Sharma Saha vd., 2016), kolorektal kanser (S. Li vd., 2016), aort
anevrizmasi (Wang vd., 2017) ve dilate kardiyomiyopati (Martens vd., 2021)
geligimi ile iligkili olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.

mRNA ve IncRNA gibi miRNA yapisini degistiren SNV’lerin de hastaliklar
ile iligkili olabilecegi rapor edilmistir. SORL1 geninin alzheimer hastaliginin
gelisimi ile iligkili oldugu daha 6nceki ¢aligmalarda gosterilmistir (Campion vd.,
2019; Yin vd., 2015). SORL1 geninin posttranskripsiyonel regiilayonunda rol
alan miRNA-1229 onciisii lizerinde bulanan bir riboSNitch’in (rs2291418)
alzheimer ile iligkili olabilecegi rapor edilmistir (Ghanbari vd., 2016; Imperatore
vd., 2020). miRNA’larin hedef motiflerini veya bu motiflerin sekonder yapilarini
degistiren SNV’ler de hastaliklara neden olabilir. Miller ve ark. (2014), TCF21
geninin 3" UTR’sindeki bir SNV’nin (rs12190287), miRNA-224’iin
baglanmasini etkiledigini ve koroner kalp hastalig: ile iliskili oldugunu rapor
etmislerdir. Bu calismada, rs12190287 hem miRNA-224’lin hedef motifini
degistirmesi yoniinden hem de mRNA'ya baglanmasi i¢in uygun olan sekonder
yapiy1 bozmasi yoniinden etkili bulunmustur.

RBP’ler RNA’larin transkripsiyonunu, metabolizmasini ve translasyonunu
diizenlenmede 6nemli rol oynar. RBP’lerin RNA ile etkilesimi spesifik niikleotid
dizileri ve sekonder yapisina bagli olarak degisebilir (Glisovic vd., 2008; Wan
vd., 2014; Zeng ve Bromberg, 2022). Popiilasyon diizeyinde SNV verilerine
dayanilarak aragtirmalar, RBP baglanma bolgelerinin niikleotid dizileri ve
sekonder yapilarinin genellikle korundugunu goéstermistir (Zhang vd., 2020).
SNV’lerin bu korunmus yapilari bozarak hastaliklara neden olabilecegi one
stiriilmiistiir (Sun vd., 2021; Wan vd., 2014).

Sonuc¢

Genetik aragtirmalarin en temel amaci, genotipik degisikliklerin fenotipi
{izerindeki etkilerini belirlemektir. Insan genomu, milyonlarca sekans varyanti
icermektedir. Bunlardan hangilerinin fenotip veya hastaliklar iizerine etkili
oldugunun bulunmasi uzun siiredir arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir.
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Molekiiler genetik alanindaki ilerlemeler, bir bireyin genomunu dizileme
maliyetlerini azaltmis ve daha kolay hale getirmistir. Boylece giliniimiizde, her bir
genomda var olan varyantlar tanimlanabilmektedir. Tiim bu ilerlemelere ragmen
hastaliklar ile iligkili genetik varyasyonlarin tanimlanmasinda dnemli eksiklikler
bulunmaktadir. Yogun olarak, iyi tanimlanmig genlerin ekson veya promator
bolgelerinin arastirilmasi, hastaliklarin ardinda yatan genetik mekanizmalarin
aydinlatilmasinda kisitlayici bir yaklasimdir (Bhartiya ve Scaria, 2016; Marian,
2020) ve tek basina karmasik hastaliklar1 haritalamak i¢in yetersiz oldugu agiktir
(Steri vd., 2018). Genom ¢apinda iligkilendirme ¢aligmalari, hastaliklar ile iligkili
SNV’lerin biiylikk c¢ogunlugu genomun kodlama yapmayan bolgelerinde
bulundugunu agiga ¢ikarmistir (Bhartiya ve Scaria, 2016; Martin vd., 2012).
Insan hastaliklarinin olusumunda RNA yanhs katlanmalarinin roliinii aciga
cikaran ¢aligsmalar, genotip fenotip iliskisinin belirlenmesinde énemli bir bakis
acgist  kazandirmustir  (Strobel vd., 2016). Fonksiyonel riboSNitch’lerin
belirlenmesi, hastaliklar ile iligkili molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasinda
onemli ilerlemeler saglayabilir (Bhartiya ve Scaria, 2016).

RNA, genetik bilginin transferini ger¢eklestiren basit islevinin 6tesinde birgok
hiicresel siiregte 6nemli roller alir (Quan vd., 2020; Wu ve D’Souza, 2020).
Niikleotidleri arasindaki molekiiler etkilesimler sonucu karmagik yapilara
katlanir (Miladi vd., 2020). Proteinlerden farkli olarak, ayni sekansa sahip
RNA’lar farkli konformasyonlar olusturabilirler (Wu ve D’Souza, 2020).
Kodlanmayan birgok RNA ve mRNAmin islevi biiyilk o6l¢iide dogru
katlanmalarina bagldir. RiboSNitch’ler, RNA’nin yanlis katlanmasina neden
olarak onu islevsiz hale getirebilir (Miladi vd., 2020; Mustoe vd., 2018).
SNV’lerin, hastaliklara ve ¢esitli ¢evresel faktorlere verilen yamitlar gibi kritik
stireclerde rol oynadig1 uzun yillardir kabul gérmiistiir. Ancak SNV’lerin hangi
molekiiler mekanizmalar ile biyolojik siireglere etki ettigi genellikle
belirlenememistir. RiboSNitch yaklasimi, hastaliklar ile iligskili molekiiler
mekanizmalarin RNA seviyesinde aydinlatilmasina yardimer olabilir (K.
Kutchko, 2017; Marian, 2020).
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