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OZET

Sucul ortamlarda olusan agir metal kirliligi neticesinde, bu alanda yasayan canlilarda
agir metaller birikimi ve toksik etki meydana gelebilirr. Calismamizda farkh
konsantrasyonlardaki Arsenik (As), Kursun (Pb), Nikel (Ni) ve Kadmiyum (Cd) agir
metallerinin 8 giinliik periyotta Azolla filiculoides bitkisinde meydana getirdikleri bazi

fizyolojik ve morfolojik degisiklikler arastirilmigtir.

Calismamizda agir metal uygulanan bitki 6rneklernde biiyiime oranlari (RGR), ve lipid
peroksidasyonu markeri malondialdehit (MDA) tayin edilmistir. Agir metal igeriklerini
tespit etmek i¢in mikrodalga numune hazirlama cihazinda 6rnekler ¢oziilerek, element

miktarlar1 I[CP-MS cihazinda belirlenmistir.

Aynm1 zamanda Azolla filiculoides bitkisinin antioksidan aktiviteleri DPPH radikali

indirgemesi, metal iyonlar1 selatlama ve total fenol miktar1 metotlar1 ile belirlenmistir.

Sonuglar degerlendirildiginde agir metal konsantrasyonu arttik¢a bitkinin akiimiilasyon
miktarinin artti1, en yiiksek akiimiilasyonun As 50 mgl™’lik konsantrasyonda (103763
ugg'l) oldugu tespit edilmistir. Bitkiye uygulanan agir metal konsantrasyonu arttik¢a
tim Orneklerde biiyiime oraninin azaldigi, belirlenmistir. MDA agir metal
konsantrasyonu arttik¢a strese bagli olarak artis gostermistir. As kontrol Orneginde
MDA miktar1 3,143 nmol/g iken 50 mgl™lik konsantrasyonda 8,015 nmol/g

bulunmustur.

Bitkinin DPPH radikali indirgemesi incelendiginde; 1 mg ml™ konsantrasyonda A.
filiiculoides ortamdaki serbest radikali %100 oraninda temizlerken, aym
konsantrasyonda BHA %80, a-tocopherol %74 ve BHT %68 oraninda temizlemistir.
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1 mg ml* konsantrasyonda A. filiiculoides 991,35 metal selatlama kapasitesine
sahipken, ayn1 konsantrasyonda EDTA %94 metal selatlama kapasitesine sahiptir.
Ayrica Azolla filiiculoides tiiriiniin B-karoten icerigi 0,478 pg mg™, likopen miktar

0,074 ug mg™ ve toplam fenolik miktarina ise ortalama 367,95 pg mg™ tespit edilmistir.

Sonucta; agir metallerle kirlenmis alanlarda bitkinin, bitkisel giderim amaciyla etkili
sekilde kullanilabilecegi ve ¢aligmanin bitkisel aritim (fiteromediasyon) ¢aligmalarina

bu baglamda katki saglayacagina inanilmaktadir.

Anahtar kelime: Agir metal, Azolla filiculoides, akiimiilasyon, bitkisel aritim
Tez Damismani: Prof. Dr. Sahlan OZTURK
SayfaAdedi: 75
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ABSTRACT

Because of heavy metal pollution in the aquatic environment, accumulation of heavy
metals and toxic effects may occur in living organisms in this area. In Our Study, some
physiological and morphological changes were investigated on different concentrations
of Arsenic (As), Lead (Pb), Nickel (Ni) and Cadmium (Cd) heavy metals of Azolla

filiculoides plant for 8 days period.

In our study, growth rates (RGR) and lipid peroxidation marker malondialdehyde
(MDA) were determined in plant samples treated with heavy metals. In order to detect
the heavy metal contents, the samples were dissolved in the microwave sample

preparation device and the element quantities were determined in the ICP-MS device.

At the same time, antioxidant activities of Azolla filiculoides plant were determined by

DPPH radical reduction, chelating metal ions and total phenol amount.

When the results were evaluated, it was determined that as the heavy metal
concentration increased, the accumulation amount of the plant increased and the highest
accumulation was at a concentration of As 50 mgl™ (103763 pgg™). It has been
determined that as the heavy metal concentration applied to the plant increases, the
growth rate decreases in all samples. MDA increased as the heavy metal concentration
increased. As for the As control, the amount of MDA was found to be 3,143 nmol/g

while it was found to be 8,015 nmol/g at the concentration of 50 mg I™.

When the plant DPPH radical reduction reviewed; A. filiiculoides cleared the free
radical in the medium by 100% at a concentration of 1 mg ml™, while at the same
concentration BHA 80%, a-tocopherol 74% and BHT 68% cleared. At a concentration
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of 1 mg mlI™}, A filiiculoides had a metal chelating capacity of 91.35%, while EDTA at

the same concentration had a metal chelating capacity of 94%.

In addition, B-carotene content of Azolla filiculoides was found to be 0,478 pg mg™,
lycopene amount 0.074 pg mg™, and average total phenol content was found to be
367,95 ug mg™.

Consequently;.it is believed that the plant can be used effectively for the purpose of
plant removal in heavy metal contaminated areas and that the study will contribute to

the phytoremediation studies in this context.

Keyword: Heavy metal, Azolla filiculoides, accumulation, phytoremediation
Thesis Advisor: Prof. Dr. Sahlan OZTURK
Page Number: 75
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1.BOLUM
1.1.Giris

Insanlar birlikte yasamaya basladiklarindan ve toplumsal ihtiyaclar artmaya
basladigindan itibaren dogayi kirleterek dogal dengeleri degistirmeye baslamislardir [1].
Dengelerin bozulmasinda, endiistrilesme, fabrika atiklari, enerji santralleri, otomobil
eksozlari, tibbi ve evsel atiklardan baglayarak tarimda kullanilan giibre ve pestisitlerde
dahil olmak tizere bir¢ok etken sayilabilir. Tiim canlilar1 tehdit eden ¢evre kirliligine
neden olan bu bilesikler dogal dongii igerisinde havaya, topraga, yeralti sularina,

nehirlere karisarak tiim canlilari tehdit etmektedir [2].

Kisacasi insanlarin ihtiyaglar1 dogrultusunda, ekolojik dengeye etki etmesi neticesinde
ekosistem de kirlilik olgusu siirekli artmaktadir. Kirlilik, ekosistem tizerinde zararlara
neden olarak, canli yagamini1 olumsuz etkileyebilecek olan kirletici faktorlerin dogal

dongiiye girisi ve dogal ¢evre de yiiksek miktarlarda birikmesi seklinde agiklanabilir
[3].

Insan faaliyetleri sonucun da ¢evreye birakilan organik ve inorganik bilesiklerin cogu
onemli ¢evresel sorunlart meydana getirmektedir. Kalic1 6zellikteki toksik Kirleticiler,
insan sagligina, tarimsal verimlilige ve ¢evreye ciddi zararlar vermektedir. Endiistriyel
aktiviteler nedeni ile dogadaki agir metal birikmesi 6nemli bir sorun haline gelmistir.
Giibre kullanimi, sanayi atiklari, madencilik atiklari, lagim ve kentsel atiklar sonucunda

cevrede Zn, Cd, Pb ve Cu gibi agir metaller birikmektedir [4].

Bitkiler tarafindan sucul ortamlarda ve toprakta biriken agir metaller alinarak bitkilerin
vejetatif ve generatif organlarmin gelisimine ve bitkinin biiylimesine negatif etki
etmektedir. Ayrica bitkilerde su tasinimi, terleme, fotosentez, enzim metabolizmasi,
protein sentezi, membran stabilitesi ve ¢cimlenme gibi ¢ogu fizyolojik olayin da olumsuz

olarak etkilenmesine sebep olusturmaktadir [5, 6].



Cevresel kirlenmenin  ekosistemde artmasi  sonucunda bunlarin  dogadan
uzaklastirilabilmesi i¢in ¢alismalar yapilarak teknikler gelistirilmesini bir zorunluluk

haline getirmistir [7].

Cevresel kirliligin ortadan kaldirilmas1 i¢in gelistirilen tekniklerden biri olan
biyoremediasyon; bitki, bakteri, alg gibi canli organizmalar kullanilarak kirliligin
temizlenmesini amaglamaktadir. Biyoremediasyon tiirii olan fitoremediasyon;
kirletilmis su, toprak ve havanin temizlenmesi i¢in bitkilerin kullanildig1 bir yontemdir

I8, 9.

Fitoremediasyon teknigi, diisiik maliyetli ve biyolojik alt yapili olmasi sebebiyle
kirlenmis su ve topraklardan kirletici maddelerin bertaraf edilmesinde kullanilan bir
tekniktir. Topragin ve suyun temizlenmesinde kullanilan bazi giincel teknikler,
ortamdaki canli aktivitesini bitirebilmekte ve bitki gelisimini negatif etkileyecek bir
ortam olusmasma neden olmaktadir. Fitoremediasyon ise su ve topraktaki canli

aktivitesini ve fiziksel yapisini koruyan bir tekniktir [10].

Calismamizda, Azolla filiiculoides bitkisine degisik yogunluklarda uygulanan As, Ni,
Pb ve Cd gibi agir metallerin lipit peroksidasyonu ve goreceli biiyiime oranina ve etkisi
incelenmis ve bitkinin agir metal depolama miktar1 tartisilmistir. Ayrica bitkinin
antioksidan aktivitesi DPPH radikali indirgenmesi, metal iyonlar1 selatlama ve total
fenol miktar1 metotlari ile belirlenmistir. Azolla filiiculoides bitkisinin biyoakiimiilasyon
yetenegi ve antioksidan aktivitesi belirlenerek bu bitkiden fitoremediasyon tekniginde

nasil daha verimli sonuglar elde edilebileceginin tespiti yapilmaya ¢alisilmistir.



2.BOLUM
GENEL BILGILER
2.1. Agir Metaller Hakkinda Genel Bilgi

Agir metal; fiziksel 6zellik bakimindan konsantrasyonu 5g/cm® ten daha fazla olan
metallere denir. Bu metallerden bazilar bitkilerin beslenmesi igin gerekli olmalarina
ragmen belirli konsantrasyonun iizerine ¢iktiginda toksik etkilidirler. Agir metaller
grubunu; kursun, demir, krom, bakir, civa, ¢inko, kadmiyum, kobalt gibi metaller
olusturmaktadir. Bu elementler dogalar geregi yeryiiziinde silikatlar iginde bagh olarak

ya da silikat, karbonat ve siilfiir halinde dengeli bir sekilde dagilim gostermislerdir [9].

Dogada mevcut olan bazi agir metaller belli bir yogunluga ulagana dek organizmalarin
yasami i¢in gereklidirler. Endiistriyel atiklar, evsel atiklar, tarimsal faaliyetler, maden

arama gibi insan faaliyetleri bu elementlerin konsantrasyonlarini artirmaktadir [10-11].

Bunun sonucun da agir metallerin ekolojik sistem de yayilmasia dogal ¢evrimlerden
¢ok insanin neden oldugu goriilmektedir (Tablo 2.1.). Ortalama yil bazinda dogal
dongiilere bagli olarak 18800 ton arsenik, 3600 ton civa, 332000 ton kursun ve 7600 ton
Cd atmosfere atilmakta iken insansal faaliyetler neticesinde Civa, Kursun, Kalay 6 kat,

Kadmiyum 8 kat, Krom ise 3 kat daha artmaktadir [11].

Termik santraller, ¢opler, demir ¢elik sanayi, ¢imento liretimi, lagimlar agir metallerin
cevreye yayllmasinda rol oynayan insansal faaliyetlerin basinda gelirler. Havaya atilan
agir metaller karaya, karadan da bitkiler ve besin zinciri yolu ile de hayvanlara ve
insanlara ulasarak toksik etki gdstererek insan ve hayvan sagligi iizerinde tehdit unsuru

olustururlar [12].



Tablo 2.1. Agir metal kaynaklar1 [11].

Atiklar e Kazma-delmeler (As, Pb, Cd)
e Lagim (Mo, Ni, Pb, V, Zn, Cu, Hg, Cd, Cr, Mn)
e Kiiller (Pb, Cu)

Endiistri e Agag isletmeciligi (Cu, As, Cr)

e Plastikler (Cr, Cd, Co, Hg)

e Rafineri ( Ni, Pb, Cr)

e Ev aletleri tiretimi (Cd, Zn, Ni, Cu, Sh)
e Tekstil (Sn, T, Al, Zn)

Metal ve maden sanayi e Demir-gelik endiistrisi (Cu, Cr, Hg, As, Ni, Pb, Cd,
Zn)

e Metallerin eritilmesi (As, Cd, Hg, Pb, Sb, Se)

e Metal isletmeciligi (As, Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Zn)

Partikiil ve dumanlar e Fosil yakitlardan (Cu, Mn, Cr, Ni, As, Pb, Sr, TI, U,
Cd, V, Zn)

e Tagsitlardan (Mo, Cd, Pb)

e Sehir, fabrika (Hg, Pb, Cd, Sn, Cu, V)

Tarim e Giibreler (Mn, As, U, Cd, V, Cu, Zn)
e Metal asinmasi (Zn, Pb)

e Kiregler (Pb, As)

e Sulama (Pb, Cd, Zn)

2.1.1 Arsenik ( As)

Arsenik; metal ile ametal arasinda 6zellik gosteren azot ailesinden olan bir elementtir.
Arsenik, kursun ve bakir iceren mineral ve cevherlerde, toprakta ve bazi kaya tiirlerinde

dogalolarak bulunur [13].




Arsenik; kanatli hyavan yemlerinde, tekstil sanayinde, tarimsal ilaglarin iceriklerinde,
sigarada, bocek Oldiiriicii ilaglarin igeriklerinde, discilikte katki maddesi olarak
kullanilmaktadir. Bu kadar genis bir kullanim alanmi olan arsenik dogaya ¢ok kolay

karigabilmektedir.

Arsenikli endiistriyel atiklar suya, havaya, toraga kolaylikla karisir. Bu topraklarda
yetisen besinlerin kullanimi, havanin solunmasi veya sularin kullanilmasi ile arsenik

ekosisteme dahil olur (Sekil 2.1.).

Kuru agirlik hesabina gore bitkilerde 0.1-1.0 mg/kg arsenik bulunabilir; ancak bu deger
bitkinin bulundugu cografi konum, cevresel etkenler ve topraktaki arsenik miktarina

gore degisiklik gosterebilir. Deniz bitkilerinde arsenik konsantrasyonu daha yogundur.

Arsenik bilesikleri dogada bulunan ¢ok dayanikli bilesiklerdir. Ornegin Arsenik trioksit
(As,03) su ile arsenit asidini olusturur. Arsenit asidi alkaliler de ¢6ziindiigiinde arsenit
tuzlarini olusturur ki siddetli zehirdir. Arsenigin bilesikleri tatsiz ve zehirlidir. Arsenik

trioksit genellikle discilikte kullanilir [13].
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Sekil 2.1 Dogada Arsenik dongiisii [13].
2.1.2 Kursun (Pb)

Kursun; insan faaliyetleri sonucunda ekosisteme yayilan toksik ozelliginden dolay1
cevre kirliligine neden olan en 6nemli agir metaldir [14-2]. Kursunun kullanimi antik
caglar da heykel yapiminda kullanilmasina dayanmaktadir. Romalilarda su borularinda
kullanilmistir, bunun sonucunda kursun suya karisarak saglik sorunlarina neden

olmustur [2].

Kursun; akii imalatinda, yeralt1 kablolarinin izolasyonunda, paslanmay1 dnleyen kursun
oksit boyalar olarak, kursun tetraetil ve tetrametil formlarindan benzin igerisinde oktan
ayarlayici bilesikler olarak, radyasyonu en az geciren madde olarak X- 1smlarinin

izolasyonu gibi bir¢ok insan kaynakli faaliyette kullanilmaktadir.

Kullanim alanlarina bagli olarak baca ve eksoz dumanlarindan; akii, boya ve
petrolatiklarindan topraga ve atmosfere karigmaktadir. Cevre kirliligine neden olan

kursunun % 98 i eksoz gazlari kaynaklidir [15-16 ].
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Toprakta 15-40 ppm konsantrasyonunda bulunan kursunun dozu 150 ppm’ in iizerine
cikmadikga saglik agisindan tehlike olusturmaz [17]. Kursun kokler tarafindan tutularak

kok gelisimini koyli yonde etkiler; buna bagli olarakta besin alinmasini azaltir [18].
2.1.3 Nikel (Ni)

Glimiisimsii beyaz renkli suda ¢oziinmeyen sert bir metaldir. Piskiirik vebazik
Ozellikteki kayaglardan olusan topraklarda Ni konsantrasyonu 100-5000 mg Ni/kg
arasinda bir deger gosterirken tarimsal topraklarda konsantrasyonu azdir. Sudaki dogal

nikel miktar1 ¢ok diistiktiir [19].

Komiir, fuel-oil ve kentsel atiklarin yakilmasi atmosferdeki nikel olusum kaynaklarinin
basinda gelmektedir. Nikelin yiiksek konsantrasyonlar1 bitkiler de c¢imlenmeden
baslayarak biiylime ve gelismesinde toksik etki yapar [20]. Aym1 zamanda nikel
bilesikleri kanser arastirma merkezi ( IARC) tarafindan Grup 1 insan karsinojenik ajani

olarak degerlendirilmistir [21].
2.1.4 Kadmiyum ( Cd)

Kadmiyum elementi canli organizmalar icin toksik etkisi olan ekosistemdeki en
tehlikeli agir metallerden biridir. Doga da kadmiyum stilfat ve siilfit, kadmiyum kloriir,
kadmiyum oksit seklinde bulunur [22].

Kadmiyumun tarim topraklarina karismasi ve yogunlugunun artmasi lagim atiklarina,
fosforlu giibrelere, endiistriyel faaliyetlere baglidir [22]. Kadmiyum yogunlugu bitki
kuru maddesinde 1 mg/kg, toprakta 3 mg/kg’dan fazla ise toksikdir [23].

Kadmiyum otomotiv ve metal endiistrisinde, demir ¢elik ve aliiminyum kaplamasinda
kullanilmaktadir. Kadmiyumun en 6nemli kullanim alami giinliik hayatta elektronik
cihazlarda kullanilan Ni-Cd pilleridir. Kadmiyum bitkilerin nitrat asimilasyonunu
azaltmakta kok bilyiime ve gelismesini engellemektedir. Insanda karsinojen etki
yaptigindan kanser arastirma merkezi tarafindan Tip 1 Kkarsinojen olarak

simiflandirilmistir [24].



2.2 Agir Metallerin Bitkiler Tarafindan Alinmasi

Bitkilerde agir metal alimmi genellikle kokler ile atmosferdeki agir metaller ise az

miktarda yapraklar ile alinmaktadir. Agir metaller bitkiler tarafindan ti¢ sekilde alinir;

» Pasif Alinim
» Aktif Alinim
» Kolaylastirilmig Alinim

2.2.1 Pasif Alinim

Genel difiizyon yasalarina gore konsantrasyon farkliliklart esasina dayanan alinim
seklidir. Kokler ile alinan iyonlar kiime halinde membran yiizeyinden sitoplazmaya
dogru hareket ederek, iyon gegirgen membranlar ile komsu hiicreler arasinda pasif

alinim saglanmaktadir.
2.2.2 Aktif Alinim

Tas1tyict molekiiller araciligi ile enerji kullanilarak yapilan alinim seklidir. Bu alinim

sekli sicaklik degisimlerinden etkilenir.
2.2.3 Kolaylastirllmis Alinim

Cevresel faktorler kursunun bitkilere aliniminmi etkilemektedir. Bitkilerdeki kursunun
esas kaynagi hava ve topraktir. Yapraklardaki biriken kursun, yapraklar1 yiyen bocek ve
hayvanlar ile dogal dongiiye karismaktadir. Topraktaki kursunun aliniminin biiytlik

kismi kokler vasitast ile yapilmaktadir [25].

Kadmiyumun bitkilere alinimi; topraktaki kadmiyum konsantrasyonu kentsel lagim
atiklar1 i1le iligkilidir. Bitkilerin kadmiyum alimimini, topraktaki kadmiyum
konsantrasyonu ve topragin pH s1 etkiler. Topragin pH s1 arttik¢a bitkilerin kadmiyum
almimi diiser [26].

Nikelin bitkilerde alinimi; nitrojen mekanizmasi i¢in gerekli olan nikei, topraktan
bitkiler tarafindan kolayca alinabilmektedir. Yiiksek konsantrasyonlada, ¢cimlenme ve

biiylimede toksik etki yapar [27].



2.3. Sucul Bitkilerde Agir Metal Tasimim ve Birikimi

Bitkiler metalleri dokular1 igerisinde tasiyabilme 6zelligine sahiptirler. Submers
bitkilerde yapilan ¢alismalarda akropetal tasinimin basipetal tasinima gore daha fazla

oldugu goriilmiistiir [28].

Metallerin translokasyonun da Pb gibi baz1 metaller alindig1 bolgede sabit kalirken Cd

gibi metaller ise hareketlidirler [29].

Hiicre duvarindaki franksiyonlar da metal birikimi hiicre i¢i yogunlugundan g¢ok dis
ortamin metal yogunluguna baglidir. Metallerin bitkide depolandigi ana organel
vakuoldiir. fyon pompalari, plazma membrani, tasiyicilar metallerin hiicreye aliniminda

gereklidirler [30, 31].

Sanayilesme, sehirlesme, tarimsal ilaglarin kullanilmasi gibi insansal faaliyetlerin
artmast dogadaki agir metal konsantrasyonunu c¢ogaltmaktadir. Sucul makrafitler,
kirleticilerle kirlenmis sulardan metalleri biinyelerine katarak akiimiile etmektedirler

[32].

Krom, kursun, demir, kadmiyum, kobalt, bakir, civa, nikel, ¢inko gibi metaller agir
metaller grubunu olustururlar. Bu elementler dogalari geregi yeryiiziinde silikatlar
icinde bagli olarak ya da silikat, karbonat ve siilfiir halinde dengeli olarak bulunurlar
[33].

Krom, kursun, kadmiyum gibi metaller belirli yogunluklarda canli faaliyetleri i¢in
lizumludur. Bu metallerin deniz suyundaki miktarlar1 1 ppm’den diisiik seviyededir.
Fakat insansal faaliyetlerden olan endiistriyel atiklar, tarim faaliyetleri, evsel atiklar,
maden arama isleme ve dogal faktorlerden olan jeolojik ve volkanik faaliyetler,
yanginlar ve erozyon sonucunda yogunluklari artmaktadir [34]. Toksik etki gosteren
agir metaller, 6zellikle Kursun (Pb), Bakir (Cu), Nikel (Ni) ve Cinko (Zn), toprak
yiizeyine yiiksek seviyelerde lagim suyu igeren sulu ¢amurla aktarilirlar [35], ve gida
zinciri igerisine tasmarak, yiiksek toksik madde igermelerinden dolayi, iirlinler

icerisinde insan ve hayvan saglig tizerinde bir tehdit unsuru olusturabilirler [36].



2.4. Bitkilerin Agir Metallere Kars1 Korunma Mekanizmalari

“Metal dislama” ve “metal akiimiile” denilen iki sekilde bitkiler metallere karsi

dayaniklilik gosterirler.

Metal dislama genel olarakmetal alininmindan kagma ve govdeye metal tasinimini

engellemek seklinde tanimlanabilir.

Bulundugu ortamdan daha yiliksek konsantrasyonda element igeren bitkilerdeki

korunma mekanizmasi da metal akiimule olarak tanimlanir.

Bunlarin disinda; alinan agir metallerin antioksidan enzim aktivitelerinin artirilmast;
fitokelatin ve amino asit gibi molekiillerle kompleks yaparak metabolik yollardan uzak
bolgelerde biriktirilmesi gibi agir metal direncini artiran savunma mekanizmalar1 da

mevcuttur [37].

Metallerin bitkilerden atilmasi ve zararlarinin minimuma indirilme yontemleri,

Agir metalin bitkinin kutikula tabakasinda biriktirilmesi

Agaclarda kabuk atimi ve yaprak dokiimii ile agir metallerin bir boliimiiniin
atilmasi
e Bazi metal ve metaloidlerin yapisinin bitki tarafindan degistirilmesi

e Konifer agaglar tarafindan bazi metaller
2.5. Fitoremediasyon ( Bitkisel Aritim ) ve Yontemleri

Fitoremediasyon yonteminde agir metalleri yiiksek seviyelere kadar bilinyesinde
biriktirebilen daha sonra onlar1 etkisiz hale getirebilen hiperakiimiilator bitkiler

kullanilir.

Bitki anlamima gelen “phyto” ile 1slah anlamima gelen “remediotion” kelimelerinden

tiiretilmistir.

Diisilk masrafli, uygulama kolayligt ve zamandan tasarruflu olmasi gibi avantajh

ozelliklerinden dolay1 kullanim alan1 genistir.
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Fitoremediasyon yonteminde kullanilacak bitkilerin kirleticilerden zarar gérmemesi ve

kirli alanlarda kok ve yesil kisimlarini olusturabilme 6zelliginde olamalar1 gereklidir

(Tablo 2.2.) [38].
2.5.1. Fitoremediasyon Tipleri
Organik Kirleticilerde Kullamilan Yontemler

¢ Rizodegradasyon
e Fitodegradasyon

e Fitovolatilizasyon
Metal Kirleticilerde Kullanilan Yontemler

e Rizofiltrasyon
e Fitoekstraksiyon

e Fitostabilizasyon
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Tablo 2.2. Fitoremediasyon tekniginin genel 6zellikleri

Mekanizma Proses Hedefi | Ortam Kirleticiler Bitkiler
Rizofiltrasyon Kirletici  Alma | Yiizey ve | Metaller, Aygicegi, Hindistan
ve Uzaklagtirma | Yeralt1 Suyu Radyoniikleidler Hardali, Su Stimbiilii
(Metallerin kok tarafindan alinmasi
ya da tutulmasidir.)
Fitoextraksiyon Kirletici  Alma | Toprak, Metaller, Hindistan Hardal,
ve Uzaklastirma | Sediment ve | Metalloidler, Pennycress, Alyssum,
(Kirliliklerin bitki kokleri tarafindan Camur Radioniikleidler Aycicesi, Hibrit
alinmasti ve bitki igerisinde Kavaklar
taginmasidir.)
Fitostabilizasyon Kirletici Toprak, As, Cd, Cr, Cu, | Hindistan  Hardali,
Etkisizlestirme Sediment ve | Hs, Pb, Zn Hibrit Kavaklar,
(Kirleticilerin,  kokler  tarafindan Camur Cimler
almarak, Kokler yiizeyine yapisarak
veya  bitkinin kok  bdlgesinde
hareketsizlestirmesi ve riizgar ile su
erozyonunun  bitkiler  tarafindan
engellemesidir.)
Fitodegredasyon Kirletici Toprak, Organik Alg, Stonewort, Hibrit
Giderme Sediment ve | Bilesikler, Kavaklar, Siyah
(Bitki dokular igerisinde kirleticilerin Camur, Yeralti | Klorinat s6iit, Servi
metabolizmaya ugramasidir.) suyu, Yiizey | Coziiciiler,
Suyu Fenoller,
Herbisitler
Rizodegredasyon (Organik | Kirletici Toprak, Organik Bilesikler | Kirmizi Dut, Cimler,
Kirleticilerin kok bolgesinde | Giderme Sediment ve Hibrit kavakilar,
mikroorganizmalar tarafindan Camur, Yeralti Sukamusi, Celtik
biyolojik par¢alanmasidir.) suyu
Fitovolatilizasyon Kirleticiyi Toprak, Klorinat Kavakilar, Yonca,
buharlastirma Sediment ve | Coziiciller, Bazi | Siyah Locust,
(Kirleticilerin  kokler  tarafindan Camur, Yeralt1 | Inorganikler (Se, | Hindistan Hardali
alindiktan sonrayapraklar araciligiyla suyu Hg, As)

buharlagmasidir.)
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2.5.1.1.Fitoekstraksiyon (Fitoakiimiilasyon- Bitkisel Oziimleme)

Fitoekstraksiyon yonteminde temel esas toprakta kirlilige sebep olan metal kirleticilerin
bitki kokleri ile alinmasidir. Bu yontemde metal kirleticilerin yiiksek seviyelerine
dayanikli, bol miktarda koke sahip olan, hizli biiylime yetenegindeki bitkiler tercih
edilmelidir. Bitkiler agir metalleri kokleri ile topraktan alip, toprak iistii yesil akasamina
tagityarak depo ederler. Bitkinin hasat edilmesi veya budama ile bitkiden

uzaklastirilirlar.

Bazi durumlarda fitomining denilen yontemile de metaller tekrar islenerek geri

kazanilabilmektedir [39].

Bitkisel 6ziimleme icin kullanilan Euphorbiacea, Asteraceae, Laminaceae, Brassicacea

familyalarindan agir metal biriktirebilen 400 kadar tiir vardir [40,41-45].
2.5.1.2. Rizofiltrasyon

Rizofiltrasyon, iyi gelismis bitki kokleri ile sivi biiyiime ortamlarindan metal

kirleticilerin alinmasi ve alikonulmasi esasina dayanan yontemdir [46].

Rizofiltrasyon da kullanilacak bitkilerin kokleri istenilen seviyede yetisene kadar temiz
suda bekletilir, daha sonra kok sistemi geligmis bitkiler kirlenmis su kaynagina alinir
[47].

Bu yontem i¢in kullanilacak bitkiler;

e Bol miktarda kok veya ylizey alani tiretebilmeli
e Yiiksek konsantrasyonlarda kirlilik faktorlerini etkisiz hale getirebilmeli
e Maliyeti diisiik olmali

e Olusan ikincil atiklar minimum diizeyde olmal
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2.5.1.3. Fitostabilizasyon ( Koklerde Sabitleme )

Fitostabilizasyon da amag, topraktaki erozyonun Onlenmesi, yeralt1 sularina
kirleticilerin karigmasimin minimum diizeye indirilmesidir. Bunun i¢inde toprak ylizeyi

tamamen bitkiler ile kaplanmalidir [48].

Bu yontemde; kirlenmis topraklarda biiyiiyebilen, yiiksek konsantrasyonlardaki

kirleticileri tolere edebilen, genis kok sistemine sahip olan bitkiler kullanilmaktadir.

Fitostabilizasyon genellikle toprak, sediment ve ¢amurlarin islahinda kullanilan bir
yontemdir. As, Cd, Cr, Hg, Cu, Zn, Pb gibi kirleticilerin topraktan Hindistan hardali,
hibrit kavaklar ve ¢imler kullanilarak basarili bir sekilde uzaklastirildigi ¢alismalarla

goriilmiistiir [49 ]
2.5.1.4. Fitodegradasyon ( Fitotransformasyon )

Topraktaki petrol, yeralt1 sularindaki kirleticiler, havadaki ugucu bilesikler

fitodegradasyon yontemi ile uzaklastirilabilmektedir [50].

Fitodegradasyon da bitkilerdeki enzimatik reaksiyonlar ve toprak mikroorganizmalar:
arasindaki rizosferik birliktelik ile kirleticiler pargalanmaktadir. Bitkide depo edilen
organik kirleticiler metabolik mekanizmalar ile parcalanir. Pargalanan molekiiller

bitkiler tarafindan metabolik olarak kullanilabilir duruma getirilirler [51].
2.5.1.5. Rizodegradasyon (Kokle Bozunum )

Kokle bozunum; bitkilerdeki organik Kirleticilerin toprak mikroorganizmalart ile etkisiz
hale getirmesi esasina dayanan bir yontemdir. Enerji ihtiyacinin karsilanabilmesi igin
kok sistemi ile kirletici materyallerin kimyasal yapisini degistirirler ve toksik

kirleticilerin siirekli pargalanmasini gergeklestirirler.

Rizodegradasyon ile petrollii hidrokarbonlar, benzen, etil benzen, toluen, ksilen ve ¢cok

karbonlu aromatik hidrokarbonlar ortamdan uzaklastirilabilen kirleticilerdir [52].
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2.5.1.6. Fitovolatilizasyon ( Bitkisel Buharlagsma)

Bitkisel buharlagsma da agir metal iceren suyu kokler ile absorbe eden ve daha az toksik

ucucu hale getirip transpirasyon ile agaglar rol oynamaktadir [53].

Fitoremediasyon ¢aligmalarinda kullanilacak bitkilerin se¢imi yapilirken bazi 6zelliklere
dikkat edilmesi gereklidir. Bu 6zellikler arasinda; kirletici etkenlere ragmen yeni kok ve
yesil kisimlarmi olusturabilmeleri, ortamdaki kirleticilerden en az zararla hayatlarina
devam edebilmeleri, yiiksek akiimiile etme 6zelligine sahip olmalar1 sayilabilir (Tablo

2.3.) [54].

Tablo 2.3. Metallerin Fitoremediasyonunda Kullanilan Baz1 Bitki Tiirleri [54].

METAL ORTAM METOT BITKIi

As Toprak Fitoekstraksiyon  Pteris vittata

Cd Toprak Fitoekstraksiyon ~ Oryza sativa

Cd Toprak Fitostabilizasyon  Vetiveria zizanioides
Cd Su Rizofiltrasyon Lemna minor

Cr Toprak Fitoekstraksiyon  Brassica juncea

Cr Su Rizofiltrasyon Brassica juncea

Co Toprak Fitoekstraksiyon  Berkheya coddii

Ni Toprak Fitoekstraksiyon  Alyssum lesbiacum
Ni Su Rizofiltrasyon Lemna minor

Pb Su Rizofiltrasyon Hemidesmus indicus
Pb Toprak Fitoekstraksiyon ~ Chenopodium album
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2.5.2. Fitoremediasyon Tekniginin Avantaj ve Dezavantajlari
Fitoremediasyonun Avantajlari;

1. Atik dokiimii i¢in farkli bir saha gerektirmez.

2. Fitoremediasyon yerinde 1slah 0Ozelligi sayesinde kirleticilerin yayilmasini
engeller.

3. Birg¢ok 1slah yonteminden daha ekonomiktir.

4. Birden ¢ok kirleticinin 1slah1 ayn1 anda yapilabilir.
Fitoremediasyonun Dezavantajlari;

1. Yakacak odun olarak kullanilan bitkilerin dokularindaki kirleticilerin tekrar
atmosfere karigma riski vardir.

2. Yapraklarinda kirletici biriktiren bitkilerin yaprak dokmesi ile kirleticiler tekrar
topraga karisabilir.

3. Islah zamani bakimindan uzun olabilir [55].
Fitoremediasyon genel hatlar1 ile 6zetlenirse;

1. Bitki ve iligkili olduklar1 mikroorganizmalar kirleticileri, hasat edilebilir
dokularda biriktirip veya buharlagstirarak ortamdan uzaklastirirlar.

2. Ekonomik, c¢evre dostu ve diger Kkirleticileri temizleyici yOntemlerin
tamamlayicist olarak kullanilan bir tekniktir.

3. Arastirmalara gore fitoremediasyon Kkirleticilerin ¢evreden uzaklastirilmasinda
kullanilan en kolay ve gelecek acisindan etkili sonuglar veren, kullanimi giin

gectikce yayginlasan bir tekniktir [55].
2.6 Antioksidan

Canli hiicreler igerisinde karbonhidrat, lipid, protein gibi okside olabilecek maddelerin

oksidasyonunu inhibe edebilen molekiillere antioksidanlar denir.
Antioksidanlar asagidaki gibi siniflandirilabilirler; [56]

1. Gergek antioksidanlarin aktivitesini artiran sinerjistler (askorbik asit, sitrik asit)
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2. Agir metalleri baglayarak inaktif hale getiren metal selat yapicilar Serbest yag
radikallerini inaktive eden gergek antioksidanlar ( Fenolik bilesikler )

3. Hidroperoksitlerin serbest radikallere pargalanmasin1 6nleyen hidroperoksit
kararliligin artiricilar

4. Karotenler

5. Hidroperoksitleri indirgeyen hidroperoksit indirgeyici maddeler
Antioksidanlar dort yolla oksidanlar etkisiz hale getirirler;

1. Zincir Reaksiyonlar1 Kirma Etkisi ( Chain Breaking ): Agir minerallerin
oksidanlari kendine baglayarak inaktive etmesidir.

2. Onarma Etkisi ( Repair ): Oksidatif hasar gormiis biyomolekiilii onarma etkisidir

3. Siipiirme Etkisi ( Scavenging ): Oksidanlar1 daha zayif yeni bir molekiile
doniistiirmedir.

4. Sondiirme Etkisi ( Quenching ): Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktive
etmektir [57].

2.6.1 Antioksidanlarin Simiflandirilmasi

1. Kaynagina gore
e Dogal (Tekoferoller, Karotenoidler)
e Sentetik
2. Lokalizasyona gore
e Suda Coziinenler
e Yagda Coziinenler
3. Katalitik aktiviteye gore
e Enzimatik
e Enzimatik olmayan
4. Savunma seviyelerine gore
e Birincil

e Ikincil
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2.6.2. Dogal antioksidanlar

Dogal antioksidanlar genellikle polifenolik yapida olan neredeyse tiim bitkilerde,
mikroorganizmalarda, mantarlarda, meyvelerde, sebzelerde ve hatta hayvansal
dokularda bile bulunan maddelerdir. Cok sayida bitkisel infiizyonlar fenolik
bilesiklerden ozellikle flavonoidler ve fenolik asitlerden dolayr antioksidan ve

farmakolojik 6zelliklere sahiptir ve siklikla halk hekimliginde kullanilmaktadir.

Oksidatif denge; organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan
kaldirilma hizinin iginde bulundugu dengeye denir. Organizmanin serbest radikallerden
etkilenmemesi icin oksidatif dengenin saglanmasi gereklidir. Serbest radikallerin
olusum hizinda artis veya ortadan kaldirilma hizinda bir azalma oksidatif dengenin
bozulmasina neden olur; buna “Oksidatif stres” denir. Oksidatif stres durumu doku
hasarmma yol agarak serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi
arasindaki diizensizligi gostermektedir. Bununla birlikte aerobik organizmalarda bu

oksidatif strese karsi korunma mekanizmasi vardir [57].
2.6.2.1. Tekoferoller

1922 yilinda Evans ve Bishop; ratlarin diyetlerine eksimis yag katilarak beslenmeleri
sonucu ortaya ¢ikan fotal reabsorpsiyonu, sebzelerdeki bir maddenin engelledigini fark

etmisler ve bu maddeye tekoferol demislerdir [58].

Bitkilerde o-, B-, y-, - olmak iizere dort izomeri vardir. Ug metil grubu iceren a-
tekoferoller en yiiksek antioksidan aktivitesi olan izomerdir.a-tekoferoller igerisindeki

en 6nemli antioksidan ise E vitaminidir (Sekil 2.2.).
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HO

Rz
3
R4
a-tocopherol, R4y = Rz = R4y = CH4 y-tocopherol, Ry=Rs=CH3; R3=H
a-tocotrienol, Ry = R2 = R3 = CH;4 v-tocotriencl, Ry =Ry =CHs Ry =H
fi-tocopherol, Ry =R3=CH3; R; =H d-tocopherol, Ry=R;=R;=H
f-tocotriencl, Ry = R3 = CHs, Ra = H d-tocotrienol, Ry=R>2=Rs=H

Sekil 2.2. Tekoferollerin genel kimyasal goriiniimii [58].
2.6.2.2. Karotenoidler

Sebze ve meyvelerde renk veren naddeler olarak bitkilerde sentezlenip; besin zinciri
aracilig1 ile hayvanlara gegerler. Likopen, krosetin, a-karoten, p-karoten en 6nemli ve
spesifikgorevleri olan karotenoidlerdir (Sekil 2.3.). p-karoten iki molekiil vitamin A
nin birlesmesinden olusan ve oksidasyon sonucunda meydana gelen hastaliklarin

kontrol edilmesinde gérev yapan 6nemli bir antioksidandir [59].

Sekil 2.3. B-karoten kimyasal formiili[59]
2.6.3. Sentetik Antioksidanlar

Ticari olarak iiretilen, oksijen ile reaksiyona girerek olumsuz etkileri engelleyen
maddelere genel olarak sentetik antioksidanlar denir. TBHQ ( Tersiyer biitil hidrokinon
), Biitillenmis hidroksianisol (BHA ), Biitillenmis hidroksitoluen (BHT ) ve PG (
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Propilgallat ) baslica sentetik antioksidanlar olmalarina ragmen kanser yapict ve

mutajenik 6zelliklerinden dolay1 kullanimlar yasaktir (Sekil 2.4.) [60].

H H OH
C(CHa)s (CHs)sC C(CHs)s
C(CHa)a

OCHs OCHa CHa

BHA BHT

OH OH
C(CHa)z HO OH
OH COOC:H7

TBHQ PG

Sekil 2.4  Biitillenmis hidroksitoluen (BHT), Biitillenmis hidroksianisol (BHA),
Propilgallat (PG), Tersiyer biitil hidrokinon (TBHQ) [60].

2.6.4. Antioksidan Ozelliklerin Belirlenmesinde Kullamlan Teknikler
2.6.4.1. 2,2- Difenil-1-Pikrilhidrazil ( DPPH ) Serbest Radikal Yakalama Aktivitesi

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil ticari olarak elde edilebilen kararli, sentetik ve stabil organik
nitrogen radikalleridir (Sekil 2.5.) [61].

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil etkinligi ECs, degerleri ile gosterilip, DPPH’in renk
yogunlugunun antioksidanlarin varliginda azalmasi ile belirlenir. Bilesiklerdeki veya
bitkiler ve gidalardan elde edilen ekstrelerdeki serbest radikal sondiiriicii aktiviteyi

belirlemek i¢in kullanilan bir yontemdir [62].
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Sekil 2.5. DPPH radikalin kimyasal yapisi

Baz1 bitki tiirlerinde tiirlerinde yiiksek derecede DPPH yakalama aktivitesi oldugu

calismalarla ortaya konmustur [63].
2.6.4.2 Metal iyonlarim selatlama etkisi

Protein, lipid ve diger bilesenlerle istenmeyen oksidatif reaksiyonlara neden olabilen
demir, canli yasami i¢in gerekli olan temel elementlerden biridir. Fenton
reaksiyonlarindaki Fe*? konsantrasyonunun azalmasi ile oksidatif hasara kars1 koruyucu
etki goriilmektedir; bu demirin fenton reaksiyonlar1 sonucunda serbest radikal

olusturabilme 6zelliginden kaynaklanmaktadir [65].

Gegis metalleri igerisinde Fe* iyonlarinin yiiksek reaktivitesinden dolayr lipid
oksidasyonuna yol agan en Onemli pro-oksidan oldugu bilinmektedir [66] Fenton
reaksiyonu: Fe*?+ H2 02 — Fe*® + HO .+ HO seklindedir.

Fenton reaksiyonlar1 sonucunda olusan hidroksil ve peroksit gibi radikal olusumunu
inhibe edebilen metal selatlama o6zelligindeki antioksidan maddeler serbest demiri
baglayarak onu etkisiz hale getirirler. Metal selatlama 6zelligi antioksidan aktiviteyi
belirlemede etkili bir yontemdir [67]. Ortamda bulunan Fe*? iyonlarmimn indirgemesi
esasina dayanan metal selatlama aktivitesi onemli bir tekniktir. Selat ajanlarinin demir
iyonlarin1 selatlamast sonucu kirmizi renkteki azalma ile metal selatlama aktivitesi
belirlenir. Metal selatlama aktivitesi lipid peroksidasyonundaki katalize olmus gecis

metallerini indirgedigi i¢in Onem tagimaktadir. Sekonder antioksidan olan selatlama
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ajanlar1 redoks potansiyelini indirgeyerek metal iyonlarinin oksidasyonunu stabilize
edebilirler. [68, 69].

2.6.4.3 Toplam fenolik iceriginin belirlenmesi yontemi

Toplam fenolik madde miktarmin tespit edilmesi, hidroksil gruplari hakkinda fikir
vermesi acisindan antioksidan aktiviteyi saglamaktadir. Dogal iiriinlerde toplam fenolik
madde Olgiimiinde FC yontemi kullanilmaktadir. Ayrica oksidasyon rediiksiyon
reaksiyonlarmma dayanana temel mekanizma antioksidan Olgiim yOntemi olarak da
kullanilmaktadir. Genellikle antioksidan aktivitesi ve toplam fenol igerigi arasinda

oldukga iyi bir iligki goriiliir [70].
2.7. Literatiir ozeti

Azolla piring tariminda azot giibresine mineral olarak iyi bir kaynak olma o6zelligi
gostermektedir. Bitkinin azot baglama kapasitesinin yiiksek olmasi, biiylime
kapasitesinin fazla olmasi, hizli mineralizasyonu ve igerdigi azotun bitkiler tarafindan
daha kolay alinabilen amonyum seklinde olmasi gibi O6zelliklerinden dolay1 piring
ekiminde biyolojik giibre olarak kullanilmaktadir. [71]. Azolla piring tariminda yiizey
suyunun buharlagmasini azaltarak suyun piring tarafindan etkili bir sekilde kullanimini
saglamaktadir. Azolla’nin geltik tariminda kullanilmasi sonucundA topragin verimliligi

artmakta ve kimyasal azot kullanim1 azaltilmaktadir [72].

Vesely ve ark. [45], sucul bitkiler {izerine yaptiklari laboratuar ¢alismasinda (Pistia
stratiotes L., Salvinia auriculata Aubl., Salvinia minima Baker. ve Azolla filiculoides
Lam) kullanarak farkli konsantrasyonlarda kadmiyum (3.5 mgL'1 ve 10.5 mgL'l) ve
kursun (25 mgL'l ve 125 mg L'l) uygulayarak bitkilerde ortaya ¢ikan farkliliklar ve agir

metal stresi incelenmistir.

Rahman ve Hasegawa [73] yaptiklar1 ¢alismada; sucul bitkilerden, su mercimekleri
(Lemna minor, Lemna gibba, Spirodela polyrhiza), su siimbiilii (Eichhornia crassipes),
su 1spanag1 (Ipomoea aquatica), su marulu (Pistia stratiotes), su egrelti otlar1 (Azolla
caroliniana, Azolla filiculoides ve Azolla pinnata), hydrilla (Hydrilla verticillata) ve su

teresinin  (Lepidium sativum) arsenik alim yetenekleri ve mekanizmalarini
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degerlendirilmislerdir. Yapilan ¢alisma, bu sucul makrofitlerin agir metal akiimiilasyon
kapasitelerinin fazla oldugunu ve bu nedenle bitkisel aritim yontemi i¢in uygun bitkiler

olduklarini ortaya koymustur [73].

Vaseem ve Banarjee tarafindan [74] Hindistan’da, metallerin geri kazanilmasi igin
kullanilan polimetalik deniz nodiillerden ortaya ¢ikan zehirli atiklarin L. minor ve A.
pinnata kullanilarak ortamin temizlenmesi hedeflenmistir. Calisma sonucunda A.
pinnata nin metal temizleme oranlan1 Fe % 70, Pb % 96, Mn % 96, Cr % 93, Cu % 97,
Zn % 98, Cd % 78 iken, L. minor bitkisinin metal temizleme oran1 ise Fe % 74, Pb %
84, Mn % 94, Cr % 63, Cu % 86, Zn % 62, Cd % 78 olarak tespit edilmistir. Bitkilerin 7
giin boyunca klorofil igerigi A. pinnata ig¢in % 51 ve L. minor i¢in % 59 azalmustir.
Calismanin sonuglarina bakildiginda L. minor ve A. pinnata nin metal aritma
potansiyallerinin yiiksek oldugu ve toksik atik aritma da etkili olduklari tespit edilmistir.
[74].

Rofkar ve ark’in [75] yaptiklar1 ¢alismada Azolla caroliniana ve L. minor bitki
tirlerinde silikon, arsenik ve bakirin toksik etkileri ve akiimiilasyonu incelenmistir.
Bitkiler, tek baslarina ve kombinasyon halinde arsenik (0 ya da 20 uM), bakir (2 veya
78 uM) ve silikon (0 ya da 1.8 mM ) ile muamele edilerek hoagland ¢ozeltisinde kiiltiire
alinmislardir. Calismada tolerans biyokiitle biiyiimesi, klorofil ve antosiyanin miktarlar
tespit edilmistir. Arastirma sonucuna gore her iki bitki tiiriinde silikon, arsenik ve bakir
biyoakiimiilasyonu gozlenmis; L. minor’de akiimillasyonun en yiiksek oldugu
gozlenmistir. Silikon A. caroliniana’nin biiyiime orani {izerinde arsenik etkisini

artirirken L. minor tizerindeki bakir etkisini azalttig tespit edilmistir [75].

Landis ve ark., [76] farkli sucul bitkiler iizerinde yaptiklart incelemede Zn ve Cd’nin
bitkiler tarafindan kirli sulardan yliksek oranda akiimiile edildigini gézlemlemislerdir.
Yapilan calisma sonucunda agirmetallerin etkili sekilde kokten govdeye tasindigi ve
hiperakiimiilasyon 06zelligi gosteren tiirlerde ise 100-1000 kat daha yiiksek oranda

akiimiilasyonun gozlendigi bildirilmistir.
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3.BOLUM
MATERYAL VE YONTEMLER
3.1. Arastirma Materyallerinin Temini

Tez kapsaminda deney materyali olarak kullanilan bitki, bir tatli su egreltisi olan Azolla
filiculoides Lam.'dir (Sekil 3.1.) Calismamizda kullanilan bitkiler kiiltiir ortaminda
yetistirilmistir. Bitkiler ticari olarak temin edildikten sonra Nevsehir Hac1 Bektas Veli
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi serasinda bulunan ortamda gerekli havalandirma ve

su sirkiilasyonu saglanarak kiiltiire alinmis ve ¢ogaltilmigtir (Sekil 3.2.).

Sekil 3.1. Azolla filiculoides

3.1.1. Azolla filiiculoides’in Sistematigi
Alem: Plantae

Boliim: Pteridophyta

Sinif: Filicopsida

Alt Smif: Salviniidae
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Takim: Salviniales
Familya: Azollaceae

Tiir: Azolla filiiculoides
3.1.2. Azolla filiiculoides

Bir tatli su egreltisi olan Azolla (Su kadifesi), Azollaceae famiyasina ait olup stirekli ve
kalitimsal ortagi, azot fikse eden, heterosist yapisina sahip filamentli bir siyanobakteri
olan Anabaena azollae ile birlikte simbiyotik olarak yasamaktadir. Azolla
siyanobakteriye yaprak bosluguna biraktigi sukrozu saglarken siyanobakterinin serbest
biraktigt NH3 de bitki almaktadir [77]. Ayrica yaprak boslugunda ve yaprak yiizeyinde
cesitli heterotrofik bakteriler de bulunmaktadir. Dorsal yaprak bosluklarinda yasayan,
azot fikse eden simbiyotik ortagindan dolay:1 genellikle piring tarlalarinda giibre olarak
kullanilmaktadir. Ayrica iyi aminoasit profili, yiiksek protein ve karotenoid iceriginden
dolay1 balik, domuz, kiimes hayvanlari, tavsan ve hatta insanlarin beslenmesinde de
kullanilabilmektedir. Yesil olan yapraklar direkt giines 15181 altinda, fosfor eksikliginde

ya da olumsuz ¢evresel kosullarda kirmiziya donmektedir [78].

Azolla her bir yaprak¢igin tabanindaki absisyon tabakasmin boliinmesi ile genellikle
vegetatif olarak g¢ogalmaktadir. Eseyli iiremesi olduk¢a karmasiktir ve g¢ogunlukla

olumsuz c¢evresel kosullar altinda meydana gelmektedir [79-84].

A. filiculoides Alaska’dan giiney Amerika’ya, giiney Afrika, batt Avrupa, giiney
Avustralya, Yeni Zelanda, Uzakdogu yayilis gosteritken Ulkemizde de Trakya
bolgesinde yayilis gostermektedir [85]

Tath su egreltisi olan Azolla gelismis ve gelismekte olan {ilkelerin tarimsal aktiviteleri
icin bilyiikk 6nem tasimaktadir. Azolla — A. azollae simbiyozisi 6karyotik partner Azolla
ve prokaryotik endosimbiyant A. azollae arasindaki tek simbiyotik iliskidir. Bu iligkinin
agronomik potansiyeli bitkinin azot bakimindan diisiik ya da yoksun alanlarda basarili

bir sekilde yetismesinden kaynaklanmaktadir [78].
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Azot fikse eden dorsal yaprak bosluklarinda yasayan simbiyotik ortagindan dolay1
piring tarlalarinda giibre olarak kullanilmaktadir. Simbiyotik ortakliktan yillik hektar
basina 100-150 kg azot (N) elde edilebilmektedir [80]. Azolla geltik tariminda mineral
azot giibresine iyi bir alternatif N kaynagidir. Hizli ¢ogalmasi, hizli mineralizasyonu,
bitkinin yiiksek azot baglama kapasitesi ve igerdigi azotun bitkiler tarafindan nispeten
daha kolay alinabilen amonyum formunda olmasi gibi 6zelliklerinden dolay1 celtik
tariminda biyogiibre olarak kullanilmaktadir [81]. Azolla yiizey suyunun buharlagsmasini
minimuma indirerek suyun piring tarafindan daha verimli kullanilmasini artirdigindan
piring tariminda tercih edilmektedir. Ayrica amonyagin buharlagma ile kaybini
Onleyerek tarimda kimyasal azot kullanimini da azaltmaktadir. Azolla’nin ¢eltik

tariminda kullanilmasi ile birlikte toprak verimliligi de artmaktadir [82].

Azolla ilag ve gida endiistrisinde, iyi aminoasit profili, yiikksek miktarda protein ve
karotenoid igermesi nedeniyle balik, tavuk, domuz, 6rdek ve tavsanlarin beslenmesi gibi

¢ok fazla kullanim alani1 olan bir bitkidir.

Azolla kullanimi ile yapilan ¢aligmalarda ekosistemde yabani otlarin ve sivrisineklerin
kontroliinde ve tatli sulardaki organik ve inorganik Kirliliklerin giderilmesinde basarili
sonuglar alinmigtir. [83]. Tiirkiye’ de sadece Kirklareli’ nde yetisen Azolla’nin dogal
yayilig gosteren tek tiirii Azolla filiculoides dir. Diger taraftan 5 farkli Azolla tiiriine ait
farkli genotiplerin Ege bolgesine adaptasyonu ile ilgili ¢alismalarda A. mexicana-2026

genotipinin Ege ve Akdeniz ekolojik kosullarina uyum gosterdigi belirlenmistir [85].
3.2. Yontem
3.2.1. Bitki Yetistirme ve Agir Metal Uygulamasi

Laboratuvar ortaminda 6rnekler, her bir deneme tiger tekrarh olacak sekilde 400 ml’lik
beherlerde 5’er gram bitki kullanilarak yapilmistir. Bitki biiyiitme islemleri kontrollii
sartlar altinda (23°C ve 14-saat fotoperiyot) bitki biiyiime ¢emberinde yapilmistir (Sekil
3.3.). Bu calismada Arsenik (As) (1- 5- 10- 50 mg L), kursun (Pb) ( 5- 10- 25- 50 mg
L), nikel (Ni) (1- 5- 10- 20 mg L™), kadmiyum (Cd) (1- 2- 4- 8 mg L) 6n denemelerle

belirlenen konsantrasyonlarda kullanilmistir. Bitki 6rnekleri deney siiresinin sonunda
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tartilmadan kurutma kagidi iizerinde 5 dakika bekletilerek suyunu ¢ekmesi saglanmaistir.

Asagidaki formiile gore biiylime oranlar1 hesaplanmistir.
RGR=[In(W2)-In(W1)]/(t2-t1) (3.1)

(W1= bitkinin ilk yas agirhigir ve W2= bitkinin son yas agirligi (g), t1=ilk zaman ve t2=
son zaman) [86].

Sekil 3.2. A. filiculoides’in kiiltiir ortama.
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Sekil 3.3. A. filiculoides in biiyiime gemberine alinan drnekleri
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3.2.2. MDA ( Lipid Peroksidasyonu Analizi)

0,5 g bitki ornekleri, toplamda 3 ml olacak sekilde % 20°1lik TCA (triklor asetik asit) ve
% 5’lik TBA (tiobarbitiirikasit) i¢erisinde homojenize edilmistir. Homojenat 30 dakika
stire ile 95°C’de inkiibe edildikten sonra, siire bitiminde reaksiyonu durdurmak i¢in buz
icerisine konulmustur. Ornekler 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant
kismi alinmig ve 532 nm absorbans degeri ve 600 nm deki non-spesifik absorbsiyon igin

absorbans degeri okunmustur [87].

Lipid peroksidasyonu’nun hesaplanmasi i¢in; 532 nm’de 6l¢iilen absorbans degerinden

600 nm’ de belirlenen degeri ¢ikarilmis ve 1ml ¢ozeltideki

MDA (nmol/g): [(A532-A600)/155X (seyreltme faktorii)] X 1000 (3.2)
Formiiliiyle hesaplanmistir. Sonuglar MDA (nmol/gram doku) seklinde verilmistir.
3.2.3. Agir Metal Seviyesinin Tespiti

Deterjanli su igerisinde bir giin bekletilen kullanilacak plastik, cam ve porselen
malzemeler daha sonra ¢esme suyuyla yikanmistir. Yikanan malzemeler % 20°lik HNO3
icerisinde bir gece bekletildikten sonra gift distile su ile yikanmis ve 60 °C’de etiiv de
kurutulmustur. Bu ¢alismada kullanilan standartlarin ve ¢ozeltilerin hazirlanmasinda, %
65°lik (Merck reagent) Nitrik asit kullanilmigtir. Bitki kisimlarinin ¢6ziilmesinde HNO3
kullanilmast olduk¢a yaygin bir yontemdir. Ayrica standartlarin ve Orneklerin

hazirlanmasinda ve seyreltme isleminde cift distile su kullanilmistir.

Agir metal igeriklerini belirleyebilmek i¢in bitki ornekleri distile su ile yikanarak
105°C°de kurutulmustur. Kurutulduktan sonra érnekler 0,05 g tartilarak iizerine 8 ml

HNOj3 eklenerek mikrodalga numune hazirlama cihazinda ¢éziilmiistiir (Sekil 3.4.).
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ADVANCED |
MICROWAVE DIGESTION SYSTEM

Sekil 3.4. Microwave Digestion System

Kenarlari distile su ile yikanan hiicreler i¢erisindeki 6rnekler 50 ml’lik propilen tiiplere
alinmus, ¢ift distile su ile tizerleri 10 ml’ye tamamlanmis ve ICP-MS cihazinda 6l¢iim

islemi yapilmistir (Sekil 3. 5.)

Sekil 3.5. ICP-MS cihazi
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3.2.4. A filiculoides ekstrelerinin eldesi

Bitki ornekleri 60 °C’deki etiivde 72 saat bekletilerek kurutulmustur. Kuruyan bitki
ornekleri havan ile toz haline gelinceye kadar ezilmistir. Toz halindeki 6rneklerin 1 g’1
10 ml etanolde ¢Ozdiiriilmiis ve sonikasyon ile homojenize edilmistir. Elde edilen

ekstreler kullanincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.
3.2.5.DPPH radikalini temizleme kapasitesinin belirlenmesi

Bitki ekstrelerine ait serbest radikal temizleme aktiviteleri DPPH (2,2-difenil-1
pikrilhidrazil) tespit edilmistir [88]. Farkli konsantrasyonlarda (50, 100, 200, 400, 500,
1000 ppm) ekstrakt ¢ozeltileri hazirlanmistir. 1 ml bitki ekstresi 1 ml 0,1 mM DPPH
cozeltisi ile karistinnlmigtir. Tiipler karanlikta ve oda sicakliginda 30 dk. inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra 6rneklerin 517 nm dalga boyundaki absorbans degerleri
spektrofotometrede korve karsi okunmustur. Pozitif kontrol olarak BHT, BHA ve a-
tokoferol kullanilmistir. Serbest radikal temizleme aktivitesi asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplanmustir:

Inhibisyon (%) = [1-(A1 /A) ] x 100 (3.3)
( Ao= kontroliin absorbansi ve A= 6rnegin absorbansi).

Testler li¢ kere tekrarlanmstir, kontrol olarak BHA, BHT ve a-tokoferol kullanilmastir.
3.2.6. Metal iyonlarim selatlama kapasitesi

Metal selatlama aktivitesi yapilirken Decker ve Welch’in [89] belirledikleri yontem esas
alnarak, iizerinde yapilan bazi diizenlemelerle gergeklestirilmistir. Bu islem igin farkli
konsantrasyonlarda (50, 100, 200, 400, 500, 1000 ppm) ekstrakt c¢ozeltileri
hazirlanmistir. 1 ml bitki ekstresine 50 2 mM FeCl, ve 100 5 mM ferrozin ¢ozeltisi
ilave edilmis ve tiipler karistirilmistir. Tipler karanlikta ve oda sicakliginda 10 dk.
bekletilmistir. Inkiibasyondan sonra ¢ozeltilerin 562 nm dalga boyundaki absorbans
degerleri korve karst spektrofotometrede okunmustur. Asagidaki esitlik kullanilarak %

inhibisyon degerleri hesaplanmistir:
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Inhibisyon (%) = [1-(A1 /A) ] x 100

( Ao= kontroliin absorbansi ve Aj= 6rnegin absorbansi).

Testler ti¢ kere tekrarlanmistir, kontrol olarak EDTA kullanilmaistir.
3.2.7. Toplam fenolik icerik diizeylerinin belirlenmesi

Bitki oOrneklerine ait toplam fenolik bilesik miktarlari, Folin-Ciocalteu reaktifi
kullanilarak, gallik asit esdegeri olarak belirlenmistir [90]. Bunun igin; 0,1 ml ekstrakt
0,2 ml % 50’lik folin reaktifi ile karistirilmis ve 3 dk. inkiibe edilmistir. Bu karisima %
2’lik Nap,CO3z eklenmis ve 45 dk. oda sicakliginda ve karanlikta inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyondan sonra ¢ozeltilerin 760 nm dalga boyundaki absorbans

degerleri korve karsi spektrofotometrede okunmustur.

Gallik asit esdegerligi hesaplanirken, standart gallik asit grafiginden elde edilen

asagidaki esitlikten yararlanilmistir.
Abs=0,0063x-0,0101

(Burada; Abs 760 nm’deki absorbans degerini, x ise Ornekteki toplam fenolik icerigi

(ng mg™) ifade eder.)
3.2.8. p-karoten ve likopen igeriginin belirlenmesi

Bitki ekstrelerinin icerdigi p-karoten ve likopen miktarlarinin tespiti Nagata ve
Yamashita’ya [91] gore yapilmistir. 100 mg kuru ekstre 10 ml aseton-hekzan (4:6)
karisiminda ¢oziilmiis ve daha sonra karisim filtre edilmistir (0,45 pm; Millipore).
Filtratlarin absorbans degerleri; 453 nm, 505 nm ve 663 nm dalga boylarinda

spektrofotometrede Sl¢iilmiistiir.
[-karoten ve likopen miktarinin tespitinde asagidaki esitlikten yararlanilmistir.
B-karoten (ug mg™) = (0.216XAge3)—(0.304xAs05) + (0.452XA4s53) (3.4)

Likopen (ug mg™) = (0.0458xAegs) + (0.372XAsgs)-(0.0806xAss3) (3.5)
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(Burada; Agsz 663 nm’deki, Asps 505 nm’deki, Ayss ise 453 nm’deki absorbans degerini
ifade eder.)

3.2.9. istatistiksel Analizler

SPSS istatistik programi1 kullanilarak istatistik analizleri yapilmistir. Her bir 6rnek igin 3
kez okunan degerlerin ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum degerleri
hesaplanmistir. Sonuglarin degerlendirilmesinde kolaylik saglamasi agisindan SPSS
programi kullanilarak, ANOVA ve Duncan testleri gerekli parametreler ve gruplar i¢in
uygulanmustir. Ortalamalar ve gruplar arast farkliliklar bu testler yardimi ile

karsilastirilmistir.
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4.BOLUM
BULGULAR
4.1. As Akiimiilasyonu

Azolla filiiculoides bitkisine farli konsantrasyonlarda (0, 1, 5, 10, 50 mg L'l) As
uygulanmistir. 8 giinlilk uygulama sonunda orneklerdeki As miktarlar1 Tablo 4.1.’de
verilmistir. Tablo 4.1 bakildiginda uygulanan As miktar1 yiikseldikg¢e bitkideki As
akiimiilasyonunun da yiikseldigi tespit edilmistir. Yogunluklara bagli olarak birirkimler

birbirinden farklidir ve bu fark istatistiksel yonden anlamhidir (p<0,05)

Tablo 4.1. Azolla filiiculoides 6rneklerindeki As miktar1 ve standart hata degerleri (ug
g kuru agirhik, n=3).

As Konsantrasyonu (mg L™) Ort/Std hata (ng g’) Min Maks
Kontrol 0,654%+0,001 0,514 0,875
1 22560bj:23,5 22323 22714
5 30610°+85,6 30536 30770
10 61902%£132,7 61566 62124
50 103763°+214,0 10244 105641

Aym satirda gosterilen farkli harfler p<0,05 (ANOVA) seviyesinde bitki orneklerine gore

konsantrasyonlar arasinda 6nemli farkliligin oldugunu gostermektedir.
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4.1.1. As Uygulanmus Azolla filiiculoides Orneklerindeki Biiyiime Oram (RGR)

Sekiz glinliik As uygulanmasi sonucunda Azolla filiiculoides orneklerindeki bilyiime
orani Sekil 4.1°de verilmistir. Uygulanan As yogunlugu yiikseldikce biiyiime oraninin

goreceli olarak azaldig: belirlenmistir (p<0,05).
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€] Kontrol -
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Sekil 4.1.  Sekiz giin As (1-50 mg L) uygulanan Azolla filiiculoides’in biiyiime orani
ve standart hata degerleri (n=3)

4.1.2. As Uygulanan Azolla filiiculoides Orneklerinin Lipid Peroksidasyonu
Azolla filiiculoides orneklerine farkli konsantrasyonlarda As uygulamasi sonucunda
MDA miktar1 Sekil 4.2°de gosterilmistir. Arsenik sitresi lipid peroksidasyonu miktarini

yiikseltmistir. Yogunluklara bagli olarak MDA miktarlarinin farklilik gosterdigi ve bu

sonuglari istatiksel yonden anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,05).
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Lipid Peroksidasyonu (nmol/g)
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Sekil 4.2.  As (1-50 mg L) uygulanan Azolla filiiculoides bitkisindeki MDA miktari
ve standart hata degerleri (nmol/g yas agirlik, n=3)

4.2 Pb Akiimiilasyonu

Azolla filiiculoides bitkisine farli konsantrasyonlarda (0, 5, 10, 25, 50 mg L™) Pb
uygulanmistir. 8 giinliik uygulama sonunda orneklerdeki Pb miktarlart Tablo 4.2.’de
verilmistir. Tablo 4.2 ye bakildiginda uygulanan Pb miktar yiikseldik¢e bitkideki Pb
akiimiilasyonunun da yikseldigi gorilmektedir. Farkli konsantrasyonlar farkli

aklimiilasyonlara neden olmaktadir ki bu farkliliklar istatistiksel agidan Onemlidir

(p<0,05)
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Tablo 4.2. Azolla filiiculoides 6rneklerindeki Pb miktar1 ve standart hata degerleri (ug g
! kuru agirlik, n=3).

Pb Konsantrasyonu (mg L™) Ort/Std hata (ng g’) Min Maks
Kontrol 0,124%+0,001 0,482 0,485
5 15608,98"+38,3 15391 15758
10 25290,42°+90,6 25138 25561
25 32198,15%128,7 32101 32592
50 45745,25°+113,0 45643 45847

Aynt satirda gosterilen farkli harfler p<0,05 (ANOVA) seviyesinde bitki Orneklerine gore
konsantrasyonlar arasinda 6nemli farkliligin oldugunu gostermektedir.

4.2.1. Kursun ( Pb ) Uygulanmis Azolla filiiculoides deki Biiyiime Oram (RGR)

Sekiz glinliik Pb uygulanmasi sonucunda Azolla filiiculoides orneklerindeki biiyiime
oran1 Sekil 4.3’de gosterilmistir. Uygulanan Pb yogunlugu artmasina bagli olarak

biiyiime oraninin goreceli olarak azaldig belirlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.3. Sekiz giin Pb (5-50 mg L) uygulanan Azolla filiiculoides orneklerindeki
biiylime oran1 ve standart hata degerleri (n=3).
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4.2.2. Pb Uygulanmus Azolla filiiculoides Orneklerindeki Lipid Peroksidasyonu

Azolla filiiculoides o6rneklerine farkli konsantrasyonlarda Pb uygulamasi sonucunda
MDA miktarlar1 Sekil 4.4’de verilmistir. Kursun stresi lipid peroksidasyonu miktarini
artirmistir. Farkli konsantrasyonlarda Pb uygulanmasi sonucunda lipid peroksidasyonu
miktarlarin da farklilik gosterdigi ve bu farkliliklarin istatiksel yonden énemli oldugu

belirlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.4. Pb (5-50 mg L™) uygulanmis Azolla filiiculoides bitkisindeki lipid
peroksidasyonu miktar1 ve standart hata degerleri (nmol/g yas agirlik, n=3)

4.3. Ni Akiimiilasyonu

Azolla filiiculoides bitkisine farkli konsantrasyonlarda (0, 1, 5, 10, 20 mg L™) Ni
uygulanmistir. 8 giinlik uygulama periyodu sonucunda bitki orneklerindeki Ni
miktarlar1 Tablo 4.3.’de verilmistir. Tablo 4.3’¢ bakildiginda uygulanan nikel miktar
yiikseldikge bitkideki Ni akiimiilasyonunun da yiikseldigi goriilmektedir. Farkli
konsantrasyonlarda NI uygulanmasi sonucunda akiimiilasyonlarin da farklilik gosterdigi

ve bu farkliliklarin istatiksel yonden 6nemli oldugu belirlenmistir (p<0,05).
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Tablo 4.3. Azolla filiiculoides deki Ni miktar1 ve standart hata degerleri (ng g™ kuru
agirlik, n=3).

Ni Konsantrasyonu (mg L™) Ort/Std hata (ngg) Min Maks
Kontrol 0,154%+0,00 0,152 0,156
1 28675,06°+42,3 28476 28736
5 81530,87°+168,2 81465 81617
10 108149,8dﬂ:204,1 107992 109113
20 163189,6°+28.8 162346 163390

Aynt satirda gosterilen farkli harfler p<0,05 (ANOVA) seviyesinde bitki oOrneklerine gore
konsantrasyonlar arasinda 6nemli farkliligin oldugunu gostermektedir.

4.3.1. Nikel Eklenmis Azolla filiiculoides Bitkilerindeki RGR ( Biiyiime Oran)

Sekiz giinliik periyotta nikel uygulanmasi neticesinde Azolla filiiculoides 6rneklerindeki
RGR Sekil 4.5’de verilmistir. Uygulanan Nikel yogunlugu yiikseldikge biiyiime

oraninin goreceli olarak diistiigii belirlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.5. Sekiz ginlik Nikel (1-20 mg L™) uygulamas: sonucunda Azolla
filiiculoides’in biiylime oranina etkisi ve standart hata degerleri (n=3)
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4.3.2. Nikel Eklenen Azolla filiiculoides deki MDA (Lipid Peroksidasyonu)

Azolla filiiculoides 6rneklerine farkli konsantrasyonlarda Ni uygulamasi sonucunda
MDA miktar1 Sekil 4.6’de verilmistir. Nikel sitresi lipid peroksidasyon miktarini
yiikseltmistir. Farkli konsantrasyonlar sonucunda lipid peroksidasyonu miktarlarinin
farklilik gosterdigi ve bu farkliliklarin istatiksel yonden anlamli oldugu belirlenmistir

(p<0,05).
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Sekil 4.6. Ni (1-20 mg L™) uygulanmus Azolla filiiculoides bitkisindeki lipid
peroksidasyonu miktar1 ve standart hata degerleri (nmol/g yas agirlik, n=3)

4.4. Kadmiyum (Cd) Akiimiilasyonu

Azolla filiiculoides bitkisine farkl: konsantrasyonlarda (0, 1, 2, 4, 8 mg L™) kadmiyum
eklenmistir. 8 giinliik uygulama sonucunda bitki 6rneklerindeki kadmiyum miktarlar
Tablo 4.4.’de verilmistir. Tablo 4.4’¢ bakildiginda uygulanan Cd miktar: yiikseldikce
bitkideki Cd akiimiilasyonunun da yiikseldigi goriilmektedir. Farkli konsantrasyonlar
sonucunda akiimiilasyonlar dafarklilik gostermektedir ki bu farkliliklar istatistiksel

yonden anlamlidir (p<0,05).
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Tablo 4.4. Azolla filiiculoides 6rneklerindeki Cd miktar1 ve standart hata degerleri (ug g
! kuru agirlik, n=3).

Cd Konsantrasyonu (mg L™) Ort/Std hata (ngg’) Min Maks
Kontrol 0,636%+0,002 0,634 0,638
1 3406"+27,3 3377 3430

2 9939°+278,8 9619 10133
4 14914di196,8 14721 15115
8 23550°+77,0 23465 23615

Aynt satirda gosterilen farkli harfler p<0,05 (ANOVA) seviyesinde bitki oOrneklerine gore
konsantrasyonlar arasinda dnemli farkliligin oldugunu gostermektedir.

4.4.1.Kadmiyum ( Cd ) Eklenmis Azolla filiiculoides deki RGR (Biiyiime Orani)

Sekiz giinlik kadmiyum uygulanmasi neticesinde Azolla filiiculoides 6rneklerindeki
RGR Sekil 4.7°de gosterilmistir. Uygulanan kadmiyum yogunlugu yiikseldikce RGR
nin goreceli olarak diistiigli belirlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.7. Cd (1-8 mg L) sekiz giin uygulamasmin neticesinde Azolla filiiculoides’in
biiyiime oranina etkisi ve standart hata degerleri (n=3).

41



4.4.2. Kadmiyum Eklenmis Azolla filiiculoides deki Lipid Peroksidasyonu

Azolla filiiculoides orneklerine farkli konsantrasyonlarda Cd uygulamasi sonucunda
MDA miktar1 Sekil 4.8’de verilmistir. Cd sitresi lipid peroksidasyonu miktarini
yiikseltmistir.  Farklt  konsantrasyonlar sonucunda MDA miktarlar1  farklilik
gostermektedir ki bu farkliliklarin istatiksel yonden anlamli oldugu belirlenmistir
(p<0,05).
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Sekil 4.8. Kadmiyum (1-8 mg L™) eklenmis Azolla filiiculoides bitkisindeki MDA
miktar1 ve standart hata degerleri (nmol/g yas agirlik, n=3)

4.5. DPPH radikali temizlenme kapasitesi

Test edilen bitki ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarinin serbest radikal olan DPPH’i
temizleme kapasitelerine bakildiginda her ekstre icin konsantrasyon orani arttik¢a
aktivite oraninin da yiikseldigi gozlemlenmistir. Test edilen bitki tiiriiniin DPPH

yakalama aktivitesi en yiiksek konsantrasyonlar1 gostermistir.

Bulgular BHA, BHT ve a-tocopherol gibi antioksidan aktiviteleri bilinen standart

antioksidanlar ile karsilastirllmistir ve Sekil 4.9°da verilmistir.

1 mg ml™* konsantrasyonda A. filiiculoides ortamdaki serbest radikali %100 oraninda
temizlerken, ayni1 konsantrasyonda BHA %80, a-tocopherol %74 ve BHT %68 oraninda

temizlemistir.
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Sekil 4.9. Azolla filiculoides tiiriiniin ve kontrollerin DPPH radikali temizleme
kapasiteleri

Sekilden elde edilen denklem kullanilarak %50 inhibisyondaki ekstre konsantrasyonunu
veren ICsy degeri hesaplanmis ve Azolla filiculoides igin 0,27 mg ml? olarak

bulunmustur.
4.6. Metal Iyonlarmi (demir) Selatlama Kapasitesi

Test edilen Azolla filiculoides ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarinin metal selatlama
aktivitelerine bakildiginda her ekstre i¢in konsantrasyon orani arttik¢a aktivite oraninin

da yiikseldigi gozlemlenmistir.

Bulgular iyi bir metal selatorii olan EDTA ile karsilagtirilmistir ve Sekil 4.10°da

verilmistir.

1 mg ml™ konsantrasyonda Azolla %91,35 metal selatlama kapasitesine sahipken, ayni

konsantrasyonda EDTA %94 metal selatlama kapasitesine sahiptir.
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Sekil 4.10. Azolla filiculoides tiiriiniin ve kontrollerin metal selatlama kapasiteleri

Sekilden elde edilen denklem kullanilarak %50 inhibisyondaki ekstre konsantrasyonunu

veren ICsyp degeri hesaplanmig ve Azolla filiculoides ig¢in 0,34 mg ml? olarak

bulunmustur.

4.7. Biyoaktif icerik miktarlari

Antioksidan o6zellikte olan biyoaktif igerikler baz alindiginda, c¢alisilan Azolla

filiiculoides bitkisinin p-karoten, likopen ve toplam fenolik igerikleri Tablo 4.7.’de

verilmistir. g-karoten icerigi 0,478 pg mg'’dir.Azolla filiiculoides tiiriiniin likopen

miktar1 0,074 pg mg™ bulunmustur. Toplam fenolik miktarma baktigimizda ortalama

367,95 pg mg™ tespit edilmistir.

Tablo 4.7. Azolla filiiculoides tiirtinden elde edilen g —karoten, likopen ve total fenolik

igerik miktari

Biyoaktif icerik Miktar(ug mg™)
Total fenolik icerik 367,95

p karoten 0,48

Likopen 0,074
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5. BOLUM
SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan calismalar gostermektedirki sucul bitkilerin bir kismi kirlenmis sularda bulunan
agir metalleri, akiimiile ederek sularin bitkisel aritimma O6nemli oranda katki
saglamaktadirlar. Bu seklide yapilan fitoremediasyon c¢alismalari son zamanlarda
popiiler bir arastirma konusu haline gelmistir. Dogaya dost olmalari, hizla
cogalabilmeleri ve diisiik maliyetli olmalar1 sebebiyle sulak alan bitkileri bu amagla
basarili bir sekilde kullanilmaktadirlar. Bitkisel aritima (Fiteromediasyon) ait birgok
farkli teknoloji ve bitki cesidinin bulunmasi, bu yontemin kullanim olanagin
artirmaktadir. Bitkisel aritim amagli faydalanilan bitkiler ortamda kirlenme olusturacak
ise yakilmak suretiyle veya uygun bir depolama alaninda toplanarak uzaklastirma

yapilmaktadir.

Yaptigimiz ¢alismada kullandigimiz Azolla filiiculoides, deney ortamina ¢abucak
adaptasyon gostermesi, ortamda hizla ¢ogalmasi, kiitiire alinasinin kolay olmasi gibi

ozellikleri sayesinde tercih edilmistir.

Azolla filiiculoides tizerinde As, Ni, Pb ve Cd metallerinin biyoakiimiilasyon miktart,
bitkinin lipid peroksidasyonu ve biiylime oranina agir metallerin ne oranda etki ettikleri

belirlenmeye calisilmistir.

Ayrica bitkinin DPPH serbest radikal yakalama yetenegi, metal selatlama aktivitesi,

Total fenol igerigi, ff karoten ve likopen miktari belirlenmistir.

Calisma sonucunda farkli konsantrasyonlarda agir metal uygulanmasi yapilmis olan A.
filiiculoides 'de morfolojik ve fizyolojik degisimler gbzlemlenmis, en yiiksek agir metal
akiimiilasyonu As’in 50 mgl™’lik konsantrasyonunda 103763 pgg™ olarak belirlenmistir.
Bununla birlikte agir metallerin A. filiiculoides tizerindeki etkilerinin birbirinden farkli
oldugu saptanmustir. A. filiiculoides’in incelenen agir metaller agisindan akiimiilator

Ozelligininde yiiksel oldugu belirlenmistir.
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Elde edilen sonuglar dogrultusunda; yiiksek konsantrasyonlardaki agir metal
uygulamalarinin A. filiiculoides’in biiyiime orani {lizerine olumsuz yonde etki ettigi
anlasilmis olup, biiyiime orami konsantrasyon miktar1 arttik¢a diisiis gostermistir.
Sonuglardan elde edilen hesaplamalar géz Oniine alindiginda biiyiime oranina agir
metallerin etkisinde, As’nin Cd, Ni ve Pb’ye oranla biiylime oranini daha fazla azalttigi,
biiyiime oraninda en fazla diisiisiin As 50 mgl™lik konsantrasyonunda -0,0031 mg d™

oldugu tespit edilmistir.

Lipit peroksidasyonu incelendiginde; bitkiye uygulanan agir metal akiimiilasyonu
arttikga, strese bagli olarak bitkideki MDA miktar1 artis gostermistir. En yiiksek MDA
miktar1 As 50 mgl™’lik konsantrasyonunda 8,015 nmol/g olarak 6l¢iilmiistiir.

Rahman ve Hasegawa [73] yaptiklari ¢alismada; sucul bitkilerden, su stimbiilii
(Eichhornia crassipes), su mercimekleri (Lemna minor, Lemna gibba, Spirodela
polyrhiza), su marulu (Pistia stratiotes), su egrelti otlar1 (Azolla filiculoides, Azolla
caroliniana, Azolla pinnata), su ispanagi (lpomoea aquatica), hydrilla (Hydrilla
verticillata) ve su teresinin (Lepidium sativum) arsenik akiimiilasyon miktarlar1 ve
mekanizmalarini degerlendirilmislerdir. Yapilan calisma, bu sucul makrofitlerin agir
metal akiimiilasyon yeteneklerinin fazla olmasi sebebiyle bitkisel aritim amaciyla
kullanilabileceklerini 6nermislerdir [73]. Sonuglar ¢alismamizda kullandigimiz Azolla
filiculoides ilede uyum igerisindedir ve bitkinin agir metal akiimiilasyonunun yiiksek

oldugu belirlenmistir.

Vaseem ve Banarjee tarafindan [74] Hindistan’da, deniz ortamindan ¢ikan zehirli
atiklardaki agir metallerin A. pinnata ve L. minor ile ortamdan temizlenmesi
hedeflenmistir. A. Pinnata min metal temizleme oranlam1 Zn % 98, Fe % 70, Mn % 96,
Cu % 97, Pb % 96, Cr % 93, Cd % 78 iken, L. minor’in agir metal temizleme orani ise
Zn % 62, Fe % 74, Mn % 94, Cu % 86, Pb % 84, Cr % 63, Cd % 78 olarak tespit
edilmistir. Bitkilerin klorofil miktarlart L. minor igin % 59, A. pinnata ig¢in % 51 ve
azalmistir. Sonuglar degerlendirildiginde; bitkilerin ortamdan agir metalleri temizleme
oranlarinin yiiksek oldugu ve bitkisel aritim amagli olarak uygun bitkiler olduklar

belirtilmistir.[74].
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Rofkar ve ark’in [75] yaptiklar1 ¢aligmada L. minor ve Azolla caroliniana 6rneklerinde
bakir, silikon ve arsenigin akiimiilasyonu ve toksik etkileri incelenmistir. Bitkiler
kombinasyon halinde ve, tek baslarina bakir (2 veya 78 uM) arsenik (0 ya da 20 uM),
ve silikon (0 ya da 1.8 mM ) ile muamele edilerek hoagland ¢6zeltisinde kiiltiire
alimmiglardir. Calismada tolerans biyokiitle biiyiimesi, klorofil ve antosiyanin miktarlar
tespit edilmistir. Calisma sonuglar1 incelendiginde bitkilerde bakir silikon ve arsenik
biyoakiimiilasyonu gozlenmis; L. minorde akiimiilasyonun en yiiksek oldugu
gozlenmistir [75]. Calismamizda da A. filiculoides bitkisinde agir metal uygulamalari
esnasinda biiyiime oraninda azalmalar meydana gelmis, soliisyondaki metal
konsantrasyonlar1 arttik¢a, bitki dokusundaki agir metal akiimiilasyonunun arttig1

belirlenmistir.

4 farkli makrofit tizerinde Vesely ve ark.’in yaptig1 ¢alismada (Azolla filiculoides Lam,
Salvinia auriculata Aubl., Pistia stratiotes L., ve Salvinia minima Baker.); farkli
konsantrasyonlarda kursun (25 mgL™ ve 125 mgL™) ve kadmiyum (3.5 mgL™ ve 10.5
mgL™) uygulanmis ve bitkilerde gozlenen morfolojik ve fizyolojik degisiklikler
kaydedilmistir. [45]. Yaptigimiz ¢alismada, Azolla filiculoides 6rneklerine Cd ve Pb
uygulanmis, MDA miktar1 strese bagli olarak artis gdstermis ve biiylime oraninin
azaldig1 belirlenmistir, Agir metal akiimiilasyonu uygulanan Cd ve Pb konsantrasyonu

arttik¢a artis gdstermistir.

Spirodela polyrhiza L. bitkisine farkli miktarlarda Ni (1, 5, 10, 20 mg L) uygulayan
Leblebici ve Aksoy [92] 1, 3, 5 ve 7. giinlerde bitkinin biiylime oranini incelemislerdir.
Sonuglar degerlendirildiginde uygulanan metal miktar1 arttik¢a bitkide meydana gelen
biyoakiimiilasyon miktarininda artis gosterdigini belirtmislerdir. Leblebici ve Aksoy
tarafindan yapilan calisma sonuglar1 calismamizi destekler niteliktedir. Arastirma
sonucumuzda bitkiye uygulanan Ni miktar1 arttikga Azolla filiculoides’de Ni
biyoakiimiilasyonu artig gosterirken, goreceli biliylime orani konsantrasyon miktari

arttik¢a azalmistir [92].

Duman ve ark. [93] Nasturtium officinale’nin bitkisel giderim ve biomonitor olarak
kullanimini tizerine ¢alisma yiiriitmiislerdir. Calisma sonucunda Cd, Co ve Cr'nin en
etkili alimi sirasiyla 0.5, 0.5 ve 10 mM oldugu belirlenmistir. Sonuglardan da anlasildigi

47



tizere S. polyrrhiza Cd’ye karsi daha hassastir. Calismamiz da ise Azolla filiculoides’de
23550 png g'1 Cd akiimiilasyonu oldugu, Cd miktar1 arttikga bitkide biyoalinim

miktarininda arttig1 gozlenmistir.

Yalgin, [94] Pb, Cd ve Ni agir metallerinin Salvinia natans ve Lemna minor iizerindeki
stres ve biyolojik yanitlar tizerine yaptig1 tez ¢alismasinda; Pb konsantrasyonu 5 mg L
Pden 50 mg L™Ve dogru vyiikseldikge akiimiilasyon degerinde sirasiyla Salvinia
natans’ta (2530,0-8570,2 pgg?), L.minor’de (657,9-9006,2 pgg') diizeyinde
belirlenmis, Salvinia natans’in Pb akiimiilasyon yeteneginin daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Calismamizda A. filiculoides bitkisi lizerinde 4 farkli agir metal ile
yapilan tespitlerde de bu bitkinin agir metal akiimiilasyon yeteneginin yiiksek oldugu ve
elementlerin yiiksek miktarlarinin bitkide fizyolojik strese sebep verdigi tespit

edilmistir.

Leblebici ve ark. [95] tarafindan Spirodela polyrhiza’nin Ni ve Cd biyoalinim miktar1
incelenmistir. Caligsma sonuglarina gére kadmiyum ve nikelin toksik etkisinin Spirodela
polyrhiza’da kadmiyum igin 8 mg L™, nikel iginse 20 mg L™ oldugu gozlenmistir.
Calisma sonuglarimizda da; benzer bir durum gozlemlenmistir. A. filiculoides bitkisinde
nikel ve kursun miktar1 arttikga bitki biinyesindeki kursun ve nikelin biyoalinim
miktarinda da artis oldugu tespit edilmistir. Yani konsantrasyonlar arttikca
aklimiilasyonda da artis meydana gelmistir. Sonug olarak ¢aligma sonucumuz Leblebici

ve arkadaslar1 [95] tarafindan gergeklestirilen ¢aligma sonuglariyla benzerdir.

Domates fidelerinde Cd’nin antioksidan enzimler ve lipid peroksidasyonuna etkisi
izerine yapilan ¢alismada; Cd’nin yiiksek konsantrasyonlarinin MDA miktarin1 artirdigi
gozlenmistir. O, artigi, biyolojik membranlara zarar verecek sekilde, yag asitlerini
tehlikeli lipid peroksidazlara doniistiiren hidroperoksil radikallerini tretir [76].
Arastirmamizda A. filiculoides igin lipit peroksidasyon miktar1 kontrol grubunda 3,47
nmol/g 8 mg L™ Cd konsantrasyonunda ise 6,11 nmol/g olarak gdzlemlenmistir. Bu

calisma bizim arastirmamizi desteklemektedir.

DPPH yontemi arastirmacilar tarafindan, gidalar ve bitkilerden elde edilen ekstreler ya

da bilesiklerdeki serbest radikal sondiiriici aktiviteyi belirlemesi sebebiyle, sik sik

48



basvurulan bir yontemdir [96]. DPPH ¢o6zeltisinde mordan sariya dogru gergeklesen
renk degisikliginin derecesi, antioksidanin miktar1 ile orantilidir. DPPH radikalleri
tizerinde Azolla filiiculoides tiiriinden elde edilen etanol ekstrelerinin serbest radikal

yakalama aktivitesi konsantrasyon artisi ile yiikselmektedir.

Giilgin ve ark. [97] Lemna minor’iin antioksidan 6zelligi lizerine yaptiklar ¢alismada,
45 pg/mL’lik konsantrasyonda Lemna minor, a-tokoferol, BHA, BHT ve troloksun
linoleik asit emulsiyonunun peroksidasyonunu sirasiyla %100, % 92.2, % 99.6, % 84.6
and % 95.6 inhibe ettigini gézlemlemisler, Sonug olarak, bu bitkinin bir dogal gida
antioksidan1 olarak umut verdigini belirtmislerdir [97]. Cahismamizda; 1 mg ml™
konsantrasyonda A. filiiculoides ortamdaki serbest radikali %100 oraninda temizlerken,
ayni konsantrasyonda BHA %80, o-tocopherol %74 ve BHT %68 oraninda
temizlemistir. Calismamizda A. Filiiculoides’in ortamdaki serbest radikali temizleme

aktivitesi daha diisiik ¢ikmustir.

Tiirkoglu ve arkadaglar1 [98] L. sulphureus ile yaptiklar1 antioksidan ve antimikrobiyal
calismasinda DPPH serbest radikal yakalama aktivitesini 100, 200, 400 ve 800
pg/mL’lik konsantrasyonlarda sirasiyla % 14, % 26, % 55 ve % 86 oranlarinda
sergiledigini tespit etmislerdir. Bu ¢alismada kullandigimiz Azolla filiculoides
ekstrelerinin 100, 200 ve 400 pg/mL’lik konsantrasyonlarda sirasiyla %32, %43, %66
oranlarinda inhibisyonla ayni konsantrasyonlarda Tiirkoglu ve arkadaslar1 [98] L.
sulphureus iizerine yaptiklar1 antioksidan c¢alismasindakinden daha iyi bir etki

gosterdigi tespit edilmistir.

Antioksidan aktivite agisindan degerlendirildiginde bu c¢alismada kullanilan Azolla
filiiculoides tiiriiniin sentetik antioksidanlar kadar yiiksek ya da yakin bir antioksidan

aktiviteye sahip olduklar1 tespit edilmistir.

Glinlimiizde insanlarin, biyomolekiilleri oksidatif hasardan korumas: sebebiyle,
organizmanin kendisinin sentezledigi ya da disaridan alinan antioksidanlara kars1 ilgisi
giderek artmaktadir. Arastirmacilar organizmaya zarari olmayan ve antioksidan
aktivitesi yiiksek olan sentetik bilesiklerin arayisi igerisine girmektedir. Sentetik

antioksidanlar dogal antioksidanlarin sadece bir tipini olusturmaktadirlar. Dogal
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antioksidanin en etkin tipini taklit edecek sekilde gelistirilmektedirler. Ornegin E
vitamininin dogada 4 farkli tipde bulundugu bilinmektedir. Bunlar o, S, y ve o
formlaridir. Antioksidanlar, lipid oksidasyonunu engellemekte veya geciktirmektedirler.
Gidalarin kalitesini korumakta hem de raf omrii uzamaktadir. Bu amacgla gidalara
biitillenmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT) ve tersiyer
biitilhidroksikinon (TBHQ) gibi sentetik antioksidanlar ilave edilmektedir. Giiniimiizde
besin ve ilaglara ilave edilen stabilize edici sentetik antioksidan bilesiklerin kullanimi
zararli etkilerinden dolay1 yasal olarak sinirlanmakta ve bunlarin yerine dogal
antioksidan bilesikler tercih edilmektedir. Ayrica sentetik antioksidanlarin akciger,
karaciger ve bagirsak hasarlarina neden oldugu [99] ve kanser yapma etkisine sahip
oldugu gozlenmis ve bu nedenle dogal antioksidanlara olan ilgi artmustir. Sentetik
iriinler yerine dogal {iriinlerin kullanilmasina yonelik istegin artmasi bitkiler tizerindeki

calisma sayisinin artmasina neden olmaktadir.

Bu calismada Azolla filiculoides ekstrelerinin 0,05, 0,1, 0,2, 0,4, 0,5, 1 mg ml™ “lik
konsantrasyonlar1 i¢in DPPH serbest radikali temizleme aktivitesi sirasiyla %28, %32,
%43, %66, %82 ve %100 olarak bulunmustur. 1Csp degeri hesaplanmis ve Azolla

filiculoides i¢in 0,27 mg ml™* olarak bulunmustur.

Fe*? iin Fe*®ye doniistiirebilmesi bir bilesigin indirgeme kapasitesini ifade etmektedir.
Bir bilesigin indirgeme kapasitesi 0 bilesigin antioksidan etkiye sahip oldugunun 6nemli
bir gostergesidir. Bu yontemde sar1 renkte olan ¢o6zelti karisimi, reaksiyonun

gerceklesmesi ile Prusya mavisine dontismektedir [100].

Bu calismada Azolla filiculoides ekstrelerinin 0,05, 0,1, 0,2, 0,4, 0,5, 1 mg ml™ “lik
konsantrasyonlari i¢in metal selatlama aktivitesi sirasiyla %38, %37, %39, %46, %62 ,
%91 olarak bulunmustur. 1Csy degeri hesaplanmis ve Azolla filiculoides i¢in 0,34 mg

ml™ olarak bulunmustur.

Calismada kullanilan Azolla filiiculoides ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarmin metal
selatlama aktivitelerine bakildiginda her ekstre i¢in konsantrasyon orani arttikca aktivite

oraninin da yiikseldigi tespit edilmistir. Calismada kullanilan Azolla filiiculoides
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tirtiniin metal selatlama aktiviteleri igin etanol ekstreleri kiyaslandiginda en yiiksek

oran1 %91 olarak 1 mg mI™’lik konsantrasyonda gostermistir.

f-karoten yagda c¢oziinen bir pigmenttir ve yagda c¢oziinen Vit-A’nin hammaddesi
olmaktadir. Oksidasyon ile olusan serbest radikalleri scavenging etki ile siipiirerek
oksidasyonun neden oldugu hastaliklara karsi korumaktadir. Ayni zamanda immiin
sistemi diizenleyici bir etkiye sahiptir. Bu ¢alismada Azolla filiiculoides tiiriiniin /-

karoten igerigi 0,478 pg/mg, olarak tespit edilmistir.

Likopen koyu kirmizi renkde olan pigmentlerden biridir. Karotenoid gruplar domatesin
kirmiz1 rengini etkilemektedir. Karotenoid bilesikler yiiksek antioksidan giicli olan
bilesikler olarak bilinmektedir. Bu bilesik kirlilik ve UV 1sinlarindan kaynaklanan
serbest radikallerle savasmaktadir. Calismamizda Azolla filiiculoides tiiriiniin Likopen

miktar1 0,074 pg/mg bulunmustur.

Giilgin ve ark. [97] Lemna minor’iin antioksidan 6zelligi lizerine yaptiklari ¢alismada
bitkinin toplam fenol icerigini 20 pg/mg tespit etmislerdir. Yaptigimiz ¢caligmada Azolla
filiiculoides tiiriiniin toplam fenolik madde miktar1 ortalama 367,9 pug/mg degerinde ve

L. minor’e oranla yiiksek bulunmustur.
Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar1 degerlendirdigimizde;

. A. filiculoides bitkisine uygulanan As, Pb, Ni ve Cd agir metallerinin yiiksek
konsantrasyonlarinin lipit peroksidasyonu ve bitkinin biiylimesi {izerine olumsuz
yonde etki ettigi, bitkilerde strese sebep oldugu,

J A. filiculoides bitkisine uygulanan agir metallerin bu bitki tizerinde farkli
fizyolojik etkilere ve farkli akiimiilasyon oranina sebep oldugu,

o Uygulanan agir metalleri blinyesinde akiimiile edebilme 6zelligine sahip oldugu
icin A. filiculoides’in iyi bir biyolojik indikator oldugu,

o A. filiculoides’in agir metallerle kirlenmis sucul ortamlarda bitkisel arittm amagh
kullanilabilecegi ve bu baglamda ¢alismamizin bitkisel aritim caligmalarina 6rnek

olusturacagi sonucuna varilmistir.
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