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Bu caligmada, agir metal stresi uygulanan Lavandula angustifolia (Lavanta) ve Salvia rosmarinus (Biberiye)
bitkilerinin Toplam Fenolik, Antioksidan, Klorofil ve Karotenoid miktarlar1 belirlenmistir. Agir metal olarak
bakir (II) ve kadmiyum (II) kullanilmigtir. Caligmadan elde edilen sonuglara gore, agir metal stresi uygulanan
grupta toplam karotenoid miktarinda bir diisiis yasanmistir. Kontrol grubu kiyas alinarak agir metal grubuna ait
sonuglara bakildiginda, her iki bitki i¢in toplam Klorofil, klorofil-a ve klorofil-b miktarlarinda bir azalma
gozlemlenmistir. Yapilan analizler ve 6l¢iimler sonucunda 1 mM bakir ¢ozeltisi ve 100 uM kadmiyum ¢ozeltisi
ile agir metal stresi uygulanan bitkilerin etanol, metanol ve su c¢oziiciileri i¢in toplam fenolik, toplam
antioksidan, toplam klorofil ve karotenoid miktarlar1 belirlenmistir. Agir metal ve kontrol gruplarina uygulanan
analizlerle birlikte agir metal stresi uygulanan bitkiler ve kontrol grubundaki bitkiler i¢in gdzlemlenen
farkliliklar ortaya konmustur. Agir metal uygulanan grupta, kontrol grubuna kiyasla, toplam antioksidan madde
ve toplam flavonoid madde miktarinda bir miktar artis gézlemlenmistir. Caligmadaki agir metal uygulamasinin,
bitki yapraklar1 iizerindeki degisikliklere sebep olup olmadigimi gozlemlemek i¢in SEM goriintiileri
incelenmistir. Sonug olarak agir metal stresinde antioksidan ve fenolik madde miktarin arttig1, toplam klorofil
ve toplam karotenoid miktarinin ise azaldig1 gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Agir metal, antioksidan, Lavandula angustifolia, Salvia rosmarinus, toplam klorofil.

DETERMINATION OF TOTAL PHENOLIC, ANTIOXIDANT,
CHLOROPHYLL AND CAROTENOID AMOUNTS OF Lavandula
angustifolia (LAVENDER) AND Salvia rosmarinus (ROSEMARY) UNDER
HEAVY METAL (Cu?*, Cd*) STRESS

Extended Abstract

In this study, Total Phenolic, Antioxidant, Chlorophyll and Carotenoid amounts of Lavandula angustifolia and
Salvia rosmarinus plants subjected to heavy metal stress were determined. Copper and cadmium were used as
heavy metals. A decrease in total chlorophyll (Cl), chlorophyll-a (Cl-a), chlorophyll-b (Cl-b) and carotenoid
amounts was observed for both plants. It was observed that there was an increase in the amount of total
antioxidant and total phenolic substance. According to the results of S. rosmarinus for the amount of phenolic
substances, 81.70+1.68 mg/g GAE for the control group; 84.60+2.09 mg/g GAE for the heavy metal group.
According to the antioxidant substance content results, 3.92+0.08 mmol/g TEAC for the control group;
4.02+0.01 mmol/g TEAC for the heavy metal group. According to the results for L. angustifolia for phenolic
amounts, 80.05+2.25 mg/g GAE for the control group; 88.65+2.52 mg/g GAE for the heavy metal group.
According to the antioxidant substance content results, 3.91+0.01 mmol/g TEAC for the control group; It was
obtained as 3.99+0.01 mmol/g TEAC for the heavy metal group. Total Cl amount was determined 1.71%0.03
mg/g for S. rosmarinus control group, 1.04+0.02 mg/g for heavy metal group. Cl-a amount was 0.42+0.02 mg/g
for the control group, 0.25+0.02 mg/g for the heavy metal group. Cl-b amount was 0.69+0.02 mg/g for the
control group, 0.35+0.01 mg/g for the heavy metal group. The total amount of carotenoids was determined as
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0.24+0.01 mg/g for the control group and 0.204+0.01 mg/g for the heavy metal group. Total Cl amount was
0.80+0.02 mg/g for L. angustifolia control group, 0.68+0.03 mg/g for heavy metal group. The amount of Cl-a
was 0.25+0.01 mg/g for the control group, 0.224+0.01 mg/g for the heavy metal group. The amount of Cl-b was
0.30+0.01 mg/g for the control group, 0.29+0.01 mg/g for the heavy metal group. Total carotenoid amount was
determined as 0.14+0.02 mg/g for the control group and 0.11+0.01 mg/g for the heavy metal group. As a result
of the analyzes, the total phenolic, total antioxidant, total chlorophyll and carotenoid amounts of rosemary and
lavender plants were determined. SEM images were examined to observe whether the heavy metal application in
the study caused changes on the plant leaves. It was observed that there was a decrease in the amounts of
chlorophyll and carotenoids, and an increase in the amounts of antioxidants and phenolic substances.

Key Words: Heavy metal, antioxidant , Lavandula angustifolia, Salvia rosmarinus, total chlorophyill.
1. Girig

Artan diinya niifusu ve sinirli alan sebebiyle yapilan arastirmalar sonucu 2050 yilina kadar insan niifusunun 10
milyar1 bulacagi tahmin edilmekle beraber besin oraninin niifusa kiyasla daha diigiik kalacag: diisiiniilmektedir
(Carvalho, 2017). Temel besin kaynagi olarak bitkiler ve hayvanlar goriilmektedir. Bu sebeple iiretim esaslarina
verilecek zararlarin minimuma indirilmesi ongoriilmektedir. Bitkilerde gelisimi yavaslatan, verimi azaltan ve
durduran tiim etkiler stres faktorii olarak adlandirilmaktadir. Stres faktdrleri biyotik ve abiyotik olmak iizere iki
grup altinda incelenmektedir (Taiz & Zieger, 2002). Biyotik stres faktorleri, canli sistemleri (yabani bitkiler,
hayvanlar, bocekler, mikroorganizmalar) ele alirken, abiyotik faktdrler daha ¢ok cevresel sorunlar (kuraklik,
radyasyon, zirai ilaglar, tuzlar ve agir metaller, yiiksek ve diisiik sicaklik) olarak belirtilmektedir. Abiyotik sartlar
genel olarak bitki tiiriiniin yetistigi cografyalar hakkinda bilgi veren grup olarak nitelendirilmektedir.

Bitkisel iiretim asamalarinda verim ve kaliteyi diisiiren, topragin, suyun ve havanin yapisinda bozulmalara neden
olan en biiyiik faktorlerden biri agir metallerin sebep oldugu kirliliktir (Ruis-Jiménez vd., 2003). Agir metaller
dogada dogal olarak bulunmakla birlikte endiistriyel atiklar ile de havaya salinabilmektedir (Urano vd., 2010).
Ekosisteme verdigi zararlardan sonra besin zinciri vasitasiyla canli sistemden sisteme aktarilan agir metaller
uzun yillar boyunca zararlarimi siirdiirebilmekte ve havada, suda ve toprakta artarak bitkisel iiretim ve kalitesinde
azalmalara neden olmaktadir. Bitkiler agir metallere maruz kaldiginda toksik etkiyi azaltmak i¢in birgok isleme
ihtiya¢ duyarlar. Bu islemler gen ekspresyonu, protein modifikasyonlari, biyokimyasal islevler, fizyolojik
islevler, metabolik iceriklerdeki degisimler olarak gosterilebilir (Urano vd., 2010).

Agir metaller bitkinin biiylimesi ve gelismesi i¢in gerekli besin elementlerine benzedikleri i¢in koklerden
rahatlikla bitkiye girebilmektedirler. Yapisal benzerlikleri sebebiyle taginim mekanizmalariyla ile bitkinin diger
bolgelerine yayilmaktadir (Ma vd., 2008). Zararl etkisini gosteren agir metaller bitkide hasarlar olusturmakta,
insan ve tim ekosistemi tehdit etmektedir (Satarug vd., 2003). Bu sebeple agir metallerin uzaklastirilmasi
gevreye salimminin 6nlenmesi olduk¢a 6nem arz etmektedir.

Agir metaller, atom numarasi 20°den biiyiikk olup yogunlugu 5 g/cm®den fazla olan metaller olarak
tanimlanmiglardir. Agir metaller, fizyologlar tarafindan toksik etkisi olan ve biyolojik yapida biriken metaller
olarak adlandirilmistir. Kadmiyum, ¢inko, demir, krom, kobalt, nikel, civa agir metallerin baslica bilinenleridir.

Agir metaller toprakta iyon degisimi ve kollodial adsorbsiyona sebep olur ve bunun sonucunda bu zararli
bilesenler toprakta birikerek biyoelverigliligi azaltmaktadir (Algan & Bilen, 2005). Birikme ile artan toksik
etkinin bilylimesiyle beraber bitkinin kokiinde olusan hasarlar nedeniyle, bitki tarafindan alinan besin
elementlerinin miktarinda azalma, bununla birlikte biiyiime ve gelismesinde yavaslamasina ve enzim
aktivitesinde bozulma meydana gelmektedir (Ahsan vd., 2009). Bunun yaninda agir metal stresi hiicrede serbest
radikalin artigini tegvik ettigi icin oksidatif hasarlar olusmaktadir. Serbest radikallerin artmasi ile kloroplasttaki
fotosentez reaksiyonu zarar vermektedir. Agir metal stresine maruz kalmis bitkilerde 6zellikle bitkinin fotosentez
ile ilgili proteinleri zarar gordiigii yapilan arastirmalarla tespit edilmistir. Fotosentezde 6nemli bir rolii bulunan
ve karbon metabolizmasimin 6n basamaginda yer alan RuBisCo (ribuloz 1,5-bifosfat karboksilaz/oksijenaz)
¢ozilinebilir yaprak proteininin yaklasik olarak %30-70’ini olusturmaktadir. Agir metal stresine maruz kalan
bitkilerde RuBisCo aktive oraninin oldukea diistiigii belirtilmistir (Novakova vd., 2004). Ayrica agir metallere
maruz kalmig bitkilerde, fotosentezin 151k evresiyle ilgili proteinlerin, klorofil sentezi ile ilgili proteinlerin ve
karbon baglanmasini saglayan proteinlerin azaldig1 goriilmiistiir.
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Bu calismada lavanta (Lavandula angustifolia) ve biberiye (Salvia rosmarinus) bitkileri kullanilmis ve agir
metal uygulamalarinin bu bitkiler iizerindeki gesitli etkileri incelenmistir. Toplam fenolik ve toplam antioksidan
madde miktarlar ile toplam klorofil ve karotenoid miktari tayini yapilmistir. Bunlara ek olarak agir metal ve
kontrol gruplarinin SEM goriintiileri alinmis ve incelenmistir.

2. Literatiir Bilgileri

Cevre Kkirleticiler son zamanlarda insanligin en biiyilk sorunlarindan biridir. Cevre sorunlari arasinda agir
metallerin sebep oldugu kirlilikler de yerini almaktadir. Agir metallerin toprakta birikmesi, toprak verimliligi ve
ekosistem iizerinde olumsuz etkiler yaratiyor olsa da negatif etkileri bununla sinirli kalmamaktadir. Agir
metallerin toprakta birikmesiyle birlikte besin zincirine dahil oldugu, bu zincirin halkalarini olusturan havyan ve
insan saglig1 lizerinde negatif etkileri oldugu bilinmektedir. Bitkilerin topraktan aldig1 agir metalleri biinyesine
dahil etmesiyle bitkilerde; verim ve fizyolojik aktivite diisiisleri, iiriinlerde metal birikimi, kalite ve miktarda
diisiis ve hatta bitki 6limleri gibi etkiler meydana gelmektedir. Bitkilerin agir metal stresine karsi dayanimlari
hangi tiir bitki olduguna, agir metal stresine maruz kaldig1 zamana, agir metalin tiiriine ve bitkinin strese maruz
kalan kisimlarina bagl olarak degismektedir. Tiim bunlar g6z oniine alindiginda agir metal tiirleri ve toksik
konsantrasyonlari, bitki i¢in gerekli oldugu miktarlar, bitkinin toleransi, zararin siddeti ve olusum siireci iyi
bilinmelidir. Bu faktorler gibi bitkilerin gelisimi ve canliligi agisindan kritik olan bilgiler géz Oniinde
bulundurulmalidir (Oktiiren Asri & S6nmez, 2007).

2.1. Agir Metaller ve Cevre

Agir metalin tanim1 daha ¢ok g¢evresel problemler oldugunda ortaya ¢ikmaktadir. Bu metaller nispeten yiiksek
yogunluga sahip metaller olarak tanimlanmaktadirlar. Agir metaller diisiik konsantrasyonlarda bile zehirleyici ya
da toksik etki gosterirler. Agir metaller yogunlugu 5 g/cm3’ten biiyiikk olan metaller olarak tanimlanmistir. Bu
grubun igine 60’tan fazla metal girmektedir. Bunlardan bazilar1 ve en énemlileri kadmiyum (Cd), kobalt (Co),
krom (Cr), demir (Fe), bakir (Cu), nikel (Ni), kursun (Pb), civa (Hg) ve ¢inko (Zn)’dur (Kahvecioglu vd., 2006).
Agir metallerin toksisiteleri bulundugu yapiya, agir metalin konsantrasyonuna, etki siiresine, etki yerine,
etkilesimde oldugu tiirlere vb. degiskenlere bagl olarak degistigi bildirilmektedir (Okcu vd., 2009). Metaller
dogal olarak meydana gelmekte ve bazilari kiiresel ekosistemlerin ger¢ek pargalarini olusturmaktadir (Raven vd.,
1999). Bu durumun bir sonucu olarak agir metaller toprakta birikmekte ve bu birikme bir kirlilik
olusturmaktadir. Bu metal kirliligi global 6l¢ekte canli ekosistemi bir sekilde etkilemektedir (Cunningham vd.,
1997; Meagher, 2000).

Agir metallerin bir {iyesi olan bakirn kullanimi olduk¢a yaygin oldugu i¢in bakirin sebep oldugu kirliligin
birgok farkli kaynagi mevcuttur. Bu agir metalin proseslerde veya paketlemelerde kullanilmasi iriinleri
kirletebilir ve ¢evreye zarar verebilir (Nuhoglu vd., 2002).

Onemli bir agir metal olan kadmiyum ise oldukga toksik, gevre kirliligi ve toksisite konusunda giindeme gelen
ve ¢esitli sayida kullanim alanina sahip bir elementtir. Kadmiyum dogada saf olarak bulunmamakla birlikte nadir
bir elementtir. Cok diisiik dozlarda bile toksik etki yaratmasi ve biyolojik yarilanma &mriiniin uzun olmasi
sebebiyle ¢evresel agidan olduk¢a 6nemli bir kirleticidir (Goyer, 1991; Lyons-Alcantara vd., 1996).

2.1.1. Kadmiyum

Kadmiyum, 48 atom numarasina sahip olup periyodik tablonun 5. periyodunun 2B grubunda yer almaktadir.
Kisaca “Cd” ile gosterilir. Dogada toprakta, havada, suda bulunan agir bir metal olup 6nemli bir cevre
kirleticisidir. Toprak kabugunda yaklasik olarak 0.1-1.0 ppm konsantrasyon araliginda bulunmaktadir. Toprakta
saf bir halde bulunmayan kadmiyum, siilfit, kadmiyum kloriir, kadmiyum siilfat ve kadmiyum oksit gibi temsil
edilmektedir. Insan ve hayvan saglig1 icin toksik etkisi bulunan kadmiyumun, pargaciklar: ve dumanlar1 birgok
organda hasarlara sebebiyet vermektedir (Swiergosz vd., 1998; Fornazier vd., 2002). Kadmiyum, ayrica hiicre
membranina, hiicrenin enzim aktivitesine ve DNA’ya zarar vererek protein sentezindeki engellemelere sebebiyet
vermektedir.

2.1.2. Bakir

Bakar, 29 atom numarasina sahip olup periyodik cetvelin 4. periyodunun 1B grubunda yer almaktadir ve “Cu” ile
gosterilmektedir. Bakir elementi bitkilerde enzim aktivasyonu, karbonhidrat ve lipid metabolizmasinda yer alan
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bitkilerin gelismesi ve yasam kosullari i¢in ¢ok 6nemli bir mikro besin elementidir. (Kacar & Katkat, 2006).
Bakir miktarinin toprakta 100 mg/kg fazla ise ve incelenen bitki kuru maddesinde 30 mg/kg mevcut ise toksik
etkiye sebep oldugu belirtilmektedir. Bakir kirliligine atmosferik olaylar, zirai ilaglarin kullanimi, giibre
sektoriinde kanalizasyon atiklariin kullanilmasi ve komiir ve maden yataklarmin mevcut durumu etkili
olabilmektedir. Bakirin toksik etkisi sonucu bitkinin o6zellikle kok sistemleri zarar gorerek fotosentez
olaylarinda, enzim aktivitesinde, solunum ve membran stabilitesinde bozulmalar meydana gelmektedir (Sossé
vd., 2004; Ouzounidou, 1994).

2.2. Lavandula angustifolia (Lavanta)

Ulkemizde ingiliz Lavantas1 olarak da bilinen Lavandula angustifolia, gicekli bitkilerin ana familyas1 olarak
kabul edilen Lamiaceae familyasi Lavandula L. cinsine ait bir tiirdiir (Sahin, 2017; Upson, vd., 2004;
Benabdelkader vd., 2011). Lamiaceae familyasi, diinyanin her yerinde yetigen bir familya olmakla birlikte giizel
kokusu ve ¢igekleri sebebiyle birgok tiirliniin yapildig1 belirtilmistir.

Lavanta c¢igekleri, saplarin {ist boliimiinde dairesel olarak dizilmis ve her dairede birka¢ adet ¢icek
bulunmaktadir. Genel olarak mor renkle bilinse de, mavi, pembe ve beyaz tonlu lavantalar da mevcuttur (Gora
vd., 2005). Kurutulmus lavanta cicekleri ve ¢igeklerinden elde edilen yaglar, giizel kokular1 sebebiyle kozmetikte
ve igerdikleri antimikrobiyal ve antioksidan bilesikleri sebebiyle yiyeceklerin ve kozmetik sektoriiniin raf
omriinii uzatmada kullanilmaktadir (Deans, 2002). Lavanta, yilda 300 mm - 1400 mm yillik yagisl bolgelerde
kolaylikla yetisebilmekle beraber kigin soguguna ve yaz kurakligina dayanabilmektedir (Balyemez, 2014).

2.3. Salvia rosmarinus (Biberiye)

Salvia rosmarinus, lilkemizde Biberiye olarak da bilinen uzun 6miirli ve yapraklari igneye benzer sekilde
uzayan ve yaprak dokmeyen aromatik bir bitkidir. (Bousbia vd., 2009). Tracheophyta Subesi, Angiosperms
Sinifi, Lamiales takimi, Lamiaceae ailesi; Salvia cinsine aittir. 2017 yilina kadar (Rosmarinus officinalis L.)
olarak bilinmektedir. Ozellikle Akdeniz iilkelerinde yetisen Biberiye bitkisi agirlikli olarak italya, Ispanya,
Tiirkiye, Misir, Portekiz, Yunanistan, Fransa ve Kuzey Afrika gibi lilkelerde yetismektedir (Atti-Santos vd.,
2005). S. rosmarinus, yogun hos koku, lavanta benzeri yapraklari ve her zaman yesil kalma 6zelliklerine sahip
kokulu bir ¢alidir ve ¢igeklenme mevsimi Nisan'dan Agustos'a kadar siirebilmektedir (Lo Presti vd., 2005).

2.4. Karotenoidler

Bitkinin dokularindaki plastidlerde yerlesik durumda bulunan, hem fotosentetik olan hem de olmayan, C40
izoprenoidleri veya tetraterpenlerdir. Fotosentetik komplekslerin 151k ile uyarilmasiyla olusan triplet klorofil ve
bazi reaktif oksijen tiirlerini (ROS) detoksifiye ederler. Ayni zamanda bitkide 151k aliminda aksesuar pigment
fonksiyonlart bulunmaktadir. Karotenler ve ksantofiller karotenoidlerin iki sinifin1 olusturmaktadir. Karotenler
hidrokarbon yapidadirlar, ksantofiller ise karotenlerin bir tiirevidir. Genel olarak bir veya iki oksijen atomu
icermektedir (McKersie & Leshem, 1994).

3. Materyal ve Metot
3.1. Materyal

Yapilan caligmada biberiye (Salvia rosmarinus) ve lavanta (Lavandula angustifolia) bitkileri kullanilmgtir.
Yaprak yapilari benzer bitkilerdir. Iki bitki de Lamiaceae familyasina mensuptur. Biberiye ve lavanta bitkileri bir
seradan satin alim yoluyla elde edilmistir. Bitkiler 5-6 aylik bitkilerden secilmistir. Bitkilerin c¢alismaya
baglanmadan hemen 6nceki 3 sulamalarinda saf su kullanilmistir.

3.1.1.  Kullanmlan Cézeltiler ve Cihazlar

Agir metal uygulamalarinda 1 mM bakir ¢ozeltisi ve 100 pM kadmiyum ¢ozeltisi birlikte kullanilmistir. Bakir
¢ozeltisi icin CuSO4.7H20 ve kadmiyum ¢ozeltisi icin CdSO4 kimyasallar1 kullanilmistir.
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Toplam fenolik madde analizleri igin 2 N Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi stok olarak kullanilmustir. Analizler sirasinda
Folin-Ciocalteu reaktifi 10 kat seyreltilerek kullanilmistir. %7.5’1ik Na,COs3 ¢ozeltisi ve %2°lik AICl3 ¢ozeltisi
hazirlanmistir.

Fosfat tampon ¢6zeltisi (50 mmol/L) K;HPO4 ve KH,PO, kullanilarak hazirlanmistir. Fosfat tamponu igin pH
7.2-7.4 araliginda sabitlenecek sekilde ayarlanmistir. 7 mM ABTS stok ¢6zeltisi hazirlanmigtir. ABTS stok
¢ozeltisi en az 16 saat 1g1ktan korunan bir erlen iginde karanlik ortamda saklanmigtir. Analiz sirasinda ABTS stok
cozeltisi seyreltilerek kullanilmustir.

Kalibrasyon egrileri ve denklemi elde etmek icin Gallik Asit stok ¢ozeltisi (0,5 mg/ml) ve Troloks (2,5 mmol/L)
stok c¢ozeltisi hazirlanmistir. Kalibrasyon icin bu stok ¢ozeltilerin belirli konsantrasyonlar1 seyreltilerek
kullanilmusgtir.

Yapraklardan elde edilen ekstraktlarda toplam fenolik ve toplam antioksidan madde tayinleri i¢in ¢oziicii olarak
metanol (Sigma-Aldrich), etanol (Merck) ve saf su ¢oziiciileri kullanilmigtir. Etanol ve metanol ¢oziiciileri %99
saflikta olup esit miktarda kuru ornege esit miktarda ¢o6ziicii ilave edilmistir. Klorofil ve karotenoid miktar
tayini icin %80’lik (w/w) aseton cozeltisi kullanilmstir. Cozelti, aseton (TEKKIM - %99,5) ve saf su ile
hazirlanmastir.

Spektrofotometrik dlglimlerde Rayleigh VIS-723G Visible spektrofotometre kullanilmigtir. Kurutma islemleri
Niikleon NST55 marka etiivde gergeklestirilmistir. SEM goriintiileri ZEISS EVO — MA10 marka SEM cihazi ile
almmugtir.

3.2. Metot

Biberiye (Salvia rosmarinus) ve lavanta (Lavandula angustifolia) bitkilerinin yapraklart govdeyle birlesim
noktalarindan ayrilmistir. Yaprak kisimlar1 60 °C’de 48 saat etiivde kurumaya birakilmigtir. Kuruyan yapraklar
yiizey alaninin artmasi maksadiyla kiigiik parcalara ufaltilmistir. Agir metal ve kontrol gruplart ayrilmis ve 0.1 g
kuru materyale 4 ml ¢oziicii orantyla kuru yapraklar ¢oziiciilerle karistirilmigtir. 4 °C’de 48 saat boyunca
muhafaza edilmistir. Klorofil ve karotenoid analizleri i¢in aseton ¢6ziiciisii kullanilmigtir. Asetonla muamele
edilen kuru yaprak o6rnekleri 24 saat 4 °C’de muhafaza edilmistir. Daha sonra hazirlanan ekstraktlar filtre kagidi
yardimiyla siiziilerek analizler i¢in kullanilmustir.

3.21.  Agir Metal Uygulamasi

Agir metal ve kontrol olmak iizere iki gruba ayrilan bitkilerin son ii¢ sulamalar1 saf su ile yapilmistir. Saf su ile
yapilan son sulamadan 48 saat sonra agir metal uygulamasina baslanmistir. Bu siirecten sonra agir metal grubu 1
mM bakir ¢ozeltisi ve 100 uM kadmiyum ¢ozeltisi ile ti¢ defa sulanmig ve kontrol grubu ise saf su ile {i¢ kez
daha yeterli miktarda sulanmigtir. Son agir metal uygulamasindan 24 saat sonra bitki yapraklarinin toplanmasi
islemi gergeklestirilmis ve etiivde kurutulmustur.

3.2.2.  Klorofil ve Karotenoid Miktar1 Tayini

Klorofil ve karotenoid miktarinm 6l¢iimii icin 6rnekler hazirlanmistir. Orneklerin konsantrasyonu Arnon (1949)
yontemiyle hesaplanmistir. Bu yontemde agir metal ve kontrol gruplari hacimce %80 aseton ¢ozeltisiyle
muamele edilmistir. Filtre kagidi ile stiziilen ekstraktlarin absorbansit UV-VIS spektrofotometrede 6lgiilmiistiir.
Toplam klorofil miktar1 i¢in 652 nm dalga boyunda, klorofil-a miktar1 igin 663 nm dalga boyunda, klorofil-b
miktar1 i¢in 645 nm dalga boyunda ve karotenoid miktar1 i¢in de 470 nm dalga boyunda ekstraktlarin
absorbanslar1 olgiilmiistiir. Farkli dalga boylarinda olgiilen absorbanslar Lichtenthaler & Wellburn (1983)
tarafindan verilen formiillerde yerine koyularak hesaplamalar gerceklestirilmistir. Formiiller asagida
gosterilmistir.

Toplam Klorofil Miktart (mg/g) = (A652 X 27.8)/ g

Klorofil — a Miktart (mg/g) = ((11.75 x A663) — (2.35 X A645)) x V/g

Klorofil — b Miktar:i (mg/g) = ((18.61 X A645) —(3.96 x A663)) x V /g

Karotenoid Miktart (mg/g) = [((1000 X A470) — (2.27 X Kla) — (81.4 X Klb))/227] x V /g
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Burada V: ekstrakt hacmini, g: 6rnek hacmini (mg), Kla: Klorofil-a, Klb: Klorofil-b ve A**: belirli dalga
boylarindaki absorbanslari ifade etmektedir.

3.2.3.  Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Bu calismada toplam fenolik madde analizi Folin-Ciocalteu metoduna gére uygulanmustir (Singleton & Rossi,
1995). 300 pl ekstrakt ile 10 kat seyreltilmis 1.5 ml 2 N Folin-Ciocalteu reaktifi cam tiipler i¢inde karigtirilmis
ve 2 dakika bekleme siiresinden sonra 1.2 ml %7.5 Na,COsz c¢ozeltisi eklenmistir. Karigimlar vorteks ile
karistirilmis ve 25 °C’de 90 dakika karanlikta bekletilmistir. Karanlik ortamdan ¢ikarilan 6rneklerin absorbansi
765 nm dalga boyunda kor olarak saf suya karsi okunmustur.

Toplam fenolik madde icerigi gallik asit kalibrasyon grafiginden elde edilen denklem ile gallik asit esdegeri
(GAE) olarak verilmistir. Gallik asidin 5 farkli konsantrasyonuyla (0.1-0.2-0.3-0.4-0.5 mg/ml) 6lgiilen absorbans
degerleriyle kalibrasyon grafigi olusturulmustur.

3.2.4. Toplam Antioksidan Madde Tayini

Agir metal ve kontrol gruplarinin antioksidan kapasitesi ABTS (2,2*-azonobis(3-etilbenzothiazoline-6-sulfonat))
radikal katyon yakalama yetenegine gore analiz edilmistir. Hazirlanan mavi renkteki ABTS c¢ozeltisinde,
antioksidan icerik nedeniyle ABTSe+ katyonu parcalanmistir ve bu sayede ¢ozeltinin renginde bir agilma
goriilmiistiir. Rengin agilmasi antioksidan igeriginin oldugunu gosteren bir islemdir (Miller vd., 1995).

ABTS stok c¢ozeltisi, ¢ozeltinin absorbansi yaklagik olarak 0,7’ye sabitleninceye kadar fosfat tamponuyla
seyreltilmigtir ve olabildigince 1siktan korunmustur. Analiz i¢in 1900 pl seyreltilmis ABTS ve 100 pl
ekstrelerden eklenmis ve karistirilmigtir. Bu karisimlarin  absorbanst 734 nm dalga boyunda UV-VIS
sprektrofotometrede fosfat tamponuna karsi okunmustur. Bu yontemle elde edilen sonuclar troloks esdeger
antioksidan kapasite (TEAC) olarak adlandirilir. Kalibrasyon grafigi troloksun 5 ayr1 konsantrasyonuna (0,05-
0,1-0,2-0,3-0,4 mmol/L) kars1 hesaplanan absorbans degerlerinin tanik ile farki alinarak olusturulmustur.

3.3. Istatistiksel Bilgiler

Agir metal ve kontrol gruplart i¢in yapilan analizlerde her 6lglim 3 tekrarli olarak yapilmis ve elde edilen
standart sapmalar sonuglarla birlikte “+” olarak ifade edilmistir.

4. Sonuglar

Yapilan analizler ve dlgiimler sonucunda 1 mM bakir ¢ozeltisi ve 100 pM kadmiyum ¢dzeltisi ile agir metal
stresi uygulanan biberiye (Salvia rosmarinus) ve lavanta (Lavandula angustifolia) bitkilerinin toplam fenolik,
toplam antioksidan, toplam klorofil ve karotenoid miktarlar1 belirlenmistir. Agir metal ve kontrol gruplarina
uygulanan ayni analizler sayesinde agir metal stresi uygulanan bitkilerin ve kontrol grubundaki bitkilerde
gozlemlenen farkliliklar ortaya konmustur. Sonuglar standart sapmalar1 ile birlikte verilmistir. Her iki grup igin
de toplanan yapraklarin SEM goriintiileri elde edilmis ve yapisal degisiklikler incelenmistir.

4.1. Klorofil ve Karotenoid Miktar1

Arnon (1949) yontemiyle hesaplanan miktarlar Tablo 1’de verilmistir. Belirli dalga boylarinda absorbanslari
okunan ekstraktlarin toplam klorofil, klorofil-a, Klorofil-b ve karotenoid miktarlari belirlenmistir. Sonuglara
ulasilirken absorbanslar Lichtenthaler & Wellburn (1983) tarafindan verilen formiillerde yerine yazilmustir.
Deneyler 3 tekrarli yapilmig ve sonuglar standart sapmalariyla birlikte verilmistir. Sonuglarin karsilastirmali
grafigi Sekil 1°de verilmistir.




BURAN vd. Bartin University International Journal of Natural and Applied Sciences
JONAS, 2022, 5(1): 65-77

Tablo 1. Agir Metal (a) ve Kontrol (k) Gruplarinin Toplam Klorofil, Klorofil-a, Klorofil-b ve Karotenoid
Miktarlart (mg/g).

Gruplar Toplam Klorofil Klorofil-a Klorofil-b Karotenoid
S. rosmarinus () 1,04 +£0,02 0,25 + 0,02 0,35+ 0,01 0,20+ 0,01
S. rosmarinus (k) 1,71+ 0,03 0,42 +£0,02 0,69 + 0,02 0,24 £0,01
L. angustifolia (a) 0,68 + 0,03 0,22 +0,01 0,29 +0,01 0,11+0,01
L. angustifolia (k) 0,80+ 0,02 0,25+0,01 0,30+ 0,01 0,14+ 0,02

Buna gore agir metal stresi altinda klorofil miktarinda bir miktar azalma goriilmiistiir. Stres faktorleri karotenoid
birikimine neden olurken, agir metal stresi esnasinda toplam karotenoid miktarinda da bir azalma
goriilebilmektedir (Munné-Bosch & Penvelas, 2004).

Klorofil ve Karotenoid Miktari

Karotenoid Klorofil-b Klorofil-a m Toplam Klorofil

L. angustifolia (k)

L. angustifolia (a)

S. rosmarinus (a)

S. rosmarinus (k)

000 020 040 o060 080 100 120 140 160 1,80

Madde Miktar1 (mg/g)

Sekil 1. Agir metal (a) ve Kontrol (k) Gruplarinin Toplam Klorofil, Klorofil-a, Klorofil-b ve Karotenoid
Miktarlarinin Karsilagtirmali Grafigi.

4.2. Toplam Fenolik Madde Miktar1

Toplam fenolik madde miktari analizlerinde kullanilmak iizere bir kalibrasyon egrisi grafigi olusturulmustur.
Gallik asidin 5 farkli konsantrasyonuyla (0.1-0.2-0.3-0.4-0.5 mg/ml) elde edilen absorbans degerleriyle elde
edilen grafikte (Sekil 2) R? degeri ve dogru denklemi belirlenmistir (Sekil 2). Analizlerden elde edilen
absorbanslar bu kalibrasyon egrisinden elde edilen y = 3,538x — 0,771 denkleminde yerine yazilarak sonuglar
gallik asit esdegeri (mg/g GAE) olarak elde edilmistir.

Gallik Asit Kalibrasyon Grafigi

3,000
y =3,538x + 0,7712
£ 2,500 R2=10,992

8 2,000

~

765 n

1,500
1,000
0,500

0,000
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Konsantrasyon (mg/ml)

Absorbans

Sekil 2. Gallik Asit Kalibrasyon Grafigi.
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Folin-Ciocalteu metoduna gore yapilan analizlerde, 765 nm dalga boyunda okunan degerler kalibrasyon egrisi
yardimiyla GAE olarak Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Agir metal (a) ve Kontrol (k) Grubu Etanol, Metanol ve Saf Su Ekstraktlarinda Toplam Fenolik Madde
Miktarlar1 (mg/g GAE).

Gruplar Etanol Metanol Saf Su
S. rosmarinus (a) 69,63+ 0,78 82,80+ 0,75 84,60 + 2,09
S. rosmarinus (k) 55,40 + 2,41 65,81+ 2,19 81,70 + 1,68
L. angustifolia (a) 23,85+ 1,16 51,03+1,43 88,65 + 2,52
L. angustifolia (k) 18,80 + 0,39 65,97 =2,35 80,05+ 2,25

Elde edilen sonuglara goére her iki bitki i¢in de genel olarak agir metal uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla
daha fazla fenolik madde miktar1 elde edilmistir. Ayn1 zamanda fenolik madde analizleri i¢in ¢6ziicii olarak su
kullanilan ekstraktlardan daha fazla fenolik madde miktar1 elde edilmistir. Her iki bitki i¢in de su
ekstraktlarindan daha yiiksek sonuclar elde edilmistir.

4.3. Toplam Antioksidan Madde Miktar1

Toplam antioksidan madde miktar1 analizlerinde kullanilmak {izere bir kalibrasyon egrisi grafigi
olusturulmustur. Troloksun 5 ayri konsantrasyonundan (0,05-0,1-0,2-0,3-0,4 mmol/L) elde edilen absorbans
degerleriyle olusturulan grafikte (Sekil 3) R? degeri ve dogru denklemi belirlenmistir. Analizlerden elde edilen
absorbanslar bu kalibrasyon egrisinden elde edilen y = 0,5947x — 0,0084 denkleminde yerine yazilarak
sonuglar troloks esdeger antioksidan kapasite (mmol/g TEAC) olarak elde edilmistir.

Troloks Kalibrasyon Grafigi

o
U1

y = 0,5947x - 0,0084
R2=0,9975

o o o o
[ N w ~

Konsantrasyon (mmol/L)

o

0,000 0,200 0,400 0,600 0,800
Absorbans (734 nm)

Sekil 3. Troloks Kalibrasyon Grafigi.

ABTS’nin radikal katyon yakalama yetenegine gére yapilan analizlerde, 734 nm dalga boyunda okunan degerler
kalibrasyon egrisi yardimiyla TEAC olarak Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Agir Metal (a) ve Kontrol (k) Grubu Etanol, Metanol ve Saf Su Ekstraktlarinda Toplam Antioksidan
Madde Miktarlar1 (mmol/g TEAC).

Gruplar Etanol Metanol Saf Su
S. rosmarinus (a) 3,92+0,08 3,87 +0,04 4,02+0,01
S. rosmarinus (k) 3,75+0,04 3,76 £ 0,04 3,92 +0,08
L. angustifolia (a) 1,60+0,05 3,90+ 0,05 3,99+0,01
L. angustifolia (k) 1,20+ 0,05 3,80+ 0,07 3,91+0,01
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Elde edilen sonuglara gore her iki bitki i¢in de agir metal uygulanan grupta (a) kontrol grubuna (k) kiyasla daha
fazla antioksidan madde miktar1 elde edilmistir. S. rosmarinus igin etanol ve metanol ¢oziiciileri arasinda
belirgin bir fark goriilmemistir ancak L. angustifolia bitkisinin su ekstraktlarinda metanol ve etanol ekstraktlarina
kiyasla daha fazla antioksidan madde elde edilmistir. Toplam fenolik madde ve toplam antioksidan madde
miktarlari i¢in ¢oziiciilerin karsilagtirmali grafigi Sekil 4 ve Sekil 5°te verilmistir.

® Etanol = Metanol =Su

o
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—

@«

[T}

©

S. rosmarinus (a) S. rosmarinus (k) L. angustifolia (a) L. an
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«

Sekil 4. Toplam Fenolik Madde Miktarlar1 i¢in Coziiciilerin Karsilastirmali Grafigi.
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Sekil 5. Toplam Antioksidan Madde Miktarlari i¢cin Coziiciilerin Karsilagtirmali Grafigi.

4.4, Yaprak Orneklerine ait SEM Gériintiileri

Bitkilerin agir metallerden nasil etkilendikleri konusunda bir¢ok arasgtirma yapilmistir. Yapilan ¢alismalar g6z
Oniine alindiginda agir metal stresi uygulanan bitkilerde stomalarin kapandigi, bunu takiben fotosentez oraninda
bir azalma oldugu ve ayrica klorofil miktarinda diisiislerin oldugu goriilmektedir. Yapilan bir caligmada bakir
stresinin salatalik bitkisindeki fotosentez oranina etkisi arastirilmistir. Bu ¢alismada bitkiye 0 ve 10 pg/g bakir
(Cu) uygulanmistir. Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda olgun yapraklar i¢in %52, geng yapraklar i¢in de %27
oraninda bir fotosentez kaybi goriilmiistir. Olgun yapraklardaki stoma hareketleri ve CO, asimilasyonun daha
fazla azalmasiyla birlikte fotosentez miktarindaki diisiisiin gen¢ yapraklara kiyasla olgun yapraklarda daha fazla
oldugu belirtilmistir (Dunand vd., 2002).
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Kadmiyum metali bitki biinyesinde bir¢ok fizyolojik degisiklige sebebiyet vermektedir. Bunlardan en 6nemlileri
fotosentezi engellemesi, stomalarin kapanmasina sebebiyet vermesi, transpirasyon ile su kaybinin azalmasi ve
klorofil biyosentezinin bozulmasina neden olmasidir (Sheoran vd., 1990). Kadmiyum stresi uygulanan bitkilerde
stomalarin kapanmasi ve buna bagli olarak su kaybinin azalmasiyla birlikte bitkide kadmiyum tagimm da
engellenmektedir (Salt vd., 1995).

Sekil 6. Biberiye Bitkisi Kontrol (solda, MAG: 2.50 K X) ve Agir Metal (sagda, MAG: 4.00 K X) Gruplarimna ait
Yapraklarin SEM Gériintiileri.

Sekil 7. Lavanta Bitkisi Kontrol (solda, MAG: 4.00 K X) ve Agir Metal (sagda, MAG: 4.00 K X) Gruplarina ait
Yapraklarin SEM Goriintiileri.

Barcelo vd. (1986-a,b) yaptiklar1 ¢alismalarda, kadmiyum (Cd) stresinin, bekgi hiicrelerinde su ve iyon (K* ve
Ca*?) transportunu etkiledigini ve buna bagh olarak da stoma agilmasmn inhibe oldugunu belirtmislerdir.
Caligmadaki agir metal uygulamalarinin, bitki yapraklari {izerindeki etkilerini gozlemlemek i¢in SEM
goriintiileri incelenmistir (Sekil 6 ve Sekil 7).

5. Tartisma

Sonuglar kargilastirildiginda, agir metal stresi uygulanan gruptaki klorofil miktarinda, kontrol grubuna kiyasla,
bir diistis yasanmigtir. Literatiirde de ¢esitli ¢aligmalarda agir metal stresinin klorofil miktarinda azalmaya sebep
oldugu belirtilmistir. Toplam antioksidan ve fenolik madde miktarlarindaki degisimlerine bakildiginda,
literatlirle uyumlu olmak iizere, agir metal stresi uygulanan bitkilerde antioksidan ve fenolik madde miktar
acisindan bir artig yasanmustir. Elde edilen sonuglara gore her iki bitki igin toplam karotenoid miktarinda bir
diistis gbzlemlenmistir. Literatiire bakildiginda g¢alismanin sonuglariyla uyumlu olarak stres faktorlerinin
karotenoid birikimine neden oldugu gibi stres sirasinda klorofiller gibi karotenoid miktarinda da azalma
goriilebildigi belirtilmistir (Munné-Bosch & Penvelas, 2004).
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Chen & Dijuric (2001), tarafindan yapilan bir ¢aligmada agir metal konsantrasyonlarinin artmasiyla, bitkilerde
fotosentetik pigmentlerin (klorofil ve karotenoid) degerlerinin strese bagli olarak diistiigii gézlemlenmistir.

Saxena & Saiful-Arfeen (2009), Racomitrium crispulum karayosunu tiiriinde belirli konsantrasyonlarda bakir
(Cu) ve kadmiyum (Cd) uygulamislardir. Caligmadan elde ettikleri sonuglarda toplam klorofil miktarinin
azaldigini bildirmislerdir.

Aydogan (2012) yapmis oldugu tez ¢aligmasinda, Timmiella barbuloides’in toplam karotenoid miktarinin nikel
(Ni) uygulanan 6rnekte %21 arttigini bildirmistir. f-karoten miktarlari nikel uygulanan 6rneginde %33 ve kursun
(Pb) uygulanan 6rneginde %25 artarken bakir (Cu) uygulanan 6rneginde ise %37 azaldig bildirilmistir.

Yildiz vd. (2011), yaptiklari bir ¢aligmanin sonucu olarak Pseudevernia furfuracea’de agir metal
uygulamalarinin klorofil miktarinda azalmaya sebep oldugunu bildirmislerdir.

Gecheva & Yurukova (2008), Fontinalis antipyretica’nin fotosentetik pigment oranlar1 {izerine agir metallerin
(Cu, Cd, Pb) etkisi aragtirmislardir. Klorofil miktarimin degisimi incelenmislerdir. Sonug olarak %47'ye kadar
klorofil kaybinin tespit edildigini bildirmiglerdir.

Shakya vd. (2008), agir metal uygulamalari ile bir ¢alisma yapmuslardir. Bu agir metal uygulamasinin Thuidium
delicatulum (L.) Mitt. ve T. sparsifolium (Mitt.) ile Ptychanthus striatus (Lehm ve Linderb)’un klorofil igerigine
olan etkisini aragtirmislardir. Yaptiklari caligmada agir metal olarak bakir (Cu), ¢inko (Zn), kursun (Pb)
kullanmuslardir. Elde ettikleri sonuglara gore karayosunlarinda ve cigerotunda bakir birikmesinin klorofil-a,
klorofil-b ve toplam klorofil miktarin1 6nemli dl¢iide diisiirdiigiinii bildirmislerdir.

Sandalio vd. (2001), tarafindan gergeklestirilen bir ¢aligmada, bezelye bitkisinde kadmiyum metalinin bitkideki
fizyolojik etkinlikler ve antioksidatif enzimler iizerine etkisi arastirtlmistir. Yapilan bu ¢alismada 50 uM Cd’un
bezelye bitkisinin yapraklarindaki transpirasyonu, klorofil miktarim1 ve fotosentez oranmimi distirdigi
belirtilmistir.

Bouazizi vd. (2010), yapmis olduklar1 bir ¢alismada fasulye bitkisine yiiksek konsantrasyonda bakir stresinin
uygulamasiyla yapraklardaki antioksidan enzim sisteminin aktivitesinin degistigini bildirilmis, ayrica agir metal
stresinin bitki homeostazini negatif etkiledigi belirtilmistir.

6. Sonug ve Oneriler

Sonug olarak 1 mM bakir ¢ozeltisi ve 100 uM kadmiyum ¢dzeltisi uygulanan her iki bitki i¢in de toplam klorofil
miktarinda azalma goriilmiistiir. Toplam karotenoid miktarinda da beklenenin aksine bir azalma goriilmiistiir.
Toplam antioksidan ve fenolik madde miktarlarinda ise bir artis goriilmiistiir. Agir metal stresi altindaki
bitkilerde toplam antioksidan madde miktarinda bir artis oldugu kontrol grubu ile yapilan karsilagtirmalar ile
ortaya konmustur. Bununla birlikte kullanilan ¢6ziiciilerin ve metotlarin da sonuglar1 etkileyecegi bilinmektedir.
Antioksidan madde miktarina bakildiginda en yiiksek sonuglarin metanol ve saf su ekstraktlarindan elde edildigi
gorlilmiistiir. Biberiye bitkisinde antioksidan madde miktar1 tayini i¢in kullanilan her ¢oziicliden yakin sonuglar
elde edilmistir. Fenolik madde miktarina bakildiginda en yiiksek sonuglar saf su ile hazirlanan ekstraktlardan
elde edilmigtir. Toplam antioksidan ve fenolik madde miktarinin tayininde kullanilan etanol, metanol ve su
¢oziiclileri icin en yliksek sonuglara genel anlamda saf su ile hazirlanan ekstraktlarda ulagilmigtir. Farkli agir
metal uygulama siireleri, farkli agir metal konsantrasyonlari, farkli ekstraksiyon ve tayin yontemleriyle daha
verimli sonuclar elde edilebilecektir.
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