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ONSOz

Tubitak 1001 - Bilimsel ve Teknolojik Aragtirma Projelerini Destekleme Programi tarafindan
112T790 kodu ile desteklenen bu ¢alismada bes selenyum, Se(lV), Se(VI), selenometiyonin,
selenosistin ve selenometil selenosisteyin; ve iki arsenik, As(lll) ve As(V), tirinin egzamanli
tayinini yapabilmek i¢in duyarli bir HPLC-ICP-MS metodu gelistiriimis ve arsenik ve selenyum
ile beslenen yesil sogan bitkisinde anilan elementlerin bitkiye aliniglari agisindan olasi
sinerjik ve antagonistik etkileri gézlenmis ve sonuglar incelenmistir. Proje sonuglari arsenik
ve selenyumun yesil sogan bitkisi igerisinde etkilesim halinde oldugunu ve birbirlerinin

alinimini, taginimini ve depolanmasini etkiledigini gostermistir.
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OZET

Arsenik ve selenyum metabolizmadaki rolleri nedeniyle arastirmacilarin sirekli ilgisini geken
elementler olmuglardir. Selenyum derigim duzeyine gore hem gerekli hem de toksik, arsenik
ise toksik bir elementtir. Her iki element de turlendirme analizi agisindan da ilgi odagidir.
Literatlrde, bu iki elementin canlilarda antagonistik veya sinerjik etkileri Uzerine ¢aligmalar
bulunmaktadir. Proje kapsaminda arsenik ve selenyumun eszamanl tlrlendirmesi igin
enzimatik 6zitleme ve HPLC-ICP-MS sistemi kullanarak analitik bir yéntem gelistirilmis ve
arsenik ve/veya selenyum katilmis, Hoagland ¢ozeltisinde yetistirilmis yesil sodan bitkilerinde

arsenik-selenyum etkilesimi incelenmistir.

As(lll) veya As(V) ile beslemede, bu elementin ¢ozelti ortamindan buyuk oranda alindigi ve
kok bdliminde ¢ogunlukla As(lll) formunda depolandigi, gévde ve yapraklara gegisinin ise
sinirh oldugu goézlemlenmistir. Selenyum aliniminin ise arsenige oranla daha az oldugu,
bitkinin Se(IV) ile beslenmesi durumunda selenyumun kok ve yaprak bdlumlerinde
selenometiyonin ve selenometil selenosistin formlarinda depolandigi gézlemlenmistir. Se(VI)
ile besleme durumunda ise selenyumun c¢ogunlukla Se(VIl) formunda korundugu, dusuk bir
ylzdesinin organik selenyum formlarina dénustiuga tespit edilmistir. Besleme ¢dzeltisinde
As(ll)-As(V) ve Se(IV)-Se(VI) giftleri igin bir tirden digerine gecis olmadiginin gdsterilmig
olmasi, literatirdeki benzer ¢alismalara gére bu proje sonuclarinin 6zgunligine énemli bir
katkidir.

Selenyum ile arsenigin birlikte verildigi durumlar incelendiginde sinerjik ve antagonist

sonugclar alinmig ve bunlar ayrintili bicimde saptanmistir.

Literatirde farkli bitkiler icin farkl etkilesim mekanizmalarinin oldugu bilinmektedir. Bu proje
kapsaminda verilen sonuglar sadece belli kosullarda yetistirilmis yesil sogan bitkisi icin

gecerli olup diger bitkiler igin genel bir yargi yapmak igin yeterli degildir.

Anahtar kelimeler: Arsenik, selenyum, turlendirme, HPLC, ICP-MS, yesil sogan, antagonistik

iliski, sinerjik iligki.



ABSTRACT

Elements of arsenic and selenium have been the centres of attention for researchers
regarding their important roles in metabolism. Selenium can be both essential and toxic
depending on its concentration level, while arsenic is a toxic element. Both elements are also
in focus of interest for their speciation analysis. In literature, there are studies on their
antagonistic and/or synergic interactions. In this project, an analytical method based on
enzymatic extraction followed by determination using HPLC-ICP-MS was developed for the
simultaneous extraction and speciation of arsenic and selenium. Developed methodology
was applied to green onion plants that were grown in Hoagland nutrient solution spiked with

arsenic and/or selenium in order to investigate possible arsenic-selenium interactions.

In the samples fed by As(lll) or As(V) spiked solution, most of the arsenic was absorbed by
the plant and deposited in the root as As(lll) whereas transport to bulb and leaves was
limited. On the other hand, selenium absorption was lower compared to arsenic; when plants
were supplemented with Se(IV), most of the selenium was found in root and leaves in the
form of selenomethionine and selenomethyl selenocysteine. Selenium was preserved as
Se(VI) and only very small percentage was converted to organoselenium compounds in
plants supplemented with Se(VI). Analysis of feed solutions revealed that conversion
between As(lll)-As(V) and Se(IV)-Se(VI) couples in feed solution was insignificant. This
result is a significant contribution to the novelty of the present research findings compared to

the similar studies in literature.

Synergic and antagonistic relations were observed and determined in a detailed manner in

case of simultaneous supplementation of arsenic and selenium.

It is known from the literature that different interaction mechanisms were present for different
plants. Results given in this study are valid only for green onion plants grown under specific

conditions and should not be generalized for other plants.

Keywords: Arsenic, selenium, speciation, HPLC, ICP-MS, green onion, antagonistic

interaction, synergic interaction.



1. GIRIiS

1.1 Literatiir Ozeti

Selenyum canlilarda dar bir derisim araliginda gerekli bir elementtir. Yetigkinler igin gunluk
70-400 pg araliginda selenyum alinimi énerilmektedir. Bu araligin disinda selenyum eksikligi
ya da toksisitesi gozlemlenmektedir (Anon, 2015). Selenyum, glutatyon peroksidaz,
tiyoredoksin reduktaz gibi enzimlerin yapisinda yer alarak hucrenin antioksidasyon
mekanizmasinda kilit rol oynamaktadir (Birringer vd., 2002). Bu sayede hlicre igerisinde yer
alan serbest radikallerin miktarinin distigld ve bunun sonucunda da kanserli hicre
olusumunda azalma oldugu rapor edilmistir (Clark vd., 1996; Rayman, 2007). Yukarida
verilen araliktan daha disuk degerlerde aliniminin kalp damar rahatsizliklarina, bagisiklik
sistemi bozukluklarina, tiroit dizensizliklerine sebep oldugu bilinmektedir (Beck vd., 2003;
Papp vd., 2007; Moosmann ve Behl 2004).

Selenyum cogunlukla bitkisel gidalardan vicuda alinir. Findik, ay ¢ekirdegi, sodan, tahillar,
yumurta gibi gidalar selenyumca zengindir (Cankur vd., 2006). Ozellikle Brezilya Cevizi

(Brazil nut, Bertholletia excelsa) 8 ila 83 ug/g selenyum icermektedir ve selenyumca en

zengin bitki olarak bilinir (Stockler-Pinto vd., 2010; Strunz vd., 2008). Bitkilerin icerdikleri

selenyum vyetistirildikleri toprakta bulunan selenyum ile dogru orantilidir.

Dinya genelinde tarim yapilan alanlarda selenyum dagihimi farklilk gosterdigi icin bazi
bolgelerde selenyum yetersizligi gozlemlenirken bazi bdlgelerde eksikligi rapor edilmigtir
(Kabata-Pendias, 1998). Bu sebeple selenyumca fakir bolgelerde yasayan insanlarin diyetine
selenyum katilmasi ile sorun asilmaya caligilmaktadir. Anorganik selenyum tdrlerinin

biyoyararliligi duguk oldugu i¢in organoselenyum turlerinin kullaniimasi daha etkindir.

Selenyum ile zenginlestirilen besinlerin Uretimi anorganik selenyumu organoselenyum
turlerine gevirebilme yeteneklerinden dolayi literatirde oldukga fazla c¢algiimis konular
arasinda yer almaktadir (Kabata-Pendias, 1998; Kapolna vd., 2009; Kapolnha vd., 2007,
Kapolna ve Fodor 2006; Xia vd., 2005; Auger vd., 2004; Bulska vd., 2006). Bu kapsamda
sogan, dereotu, havug, sarimsak, brokoli gibi yesil yaprakli bitkiler siklikla kullaniimaktadir.
Yapilan tdrlendirme  g¢alismalarinda  bitkilerin  genellikle  anorganik  selenyumu
selenometiyonin, selenosistein, selenometil-selenosistein, y-glutamil-selenometil-

selenosistein ve selenoproteinlere donulstlrerek depo ettigi gdézlemlenmistir (Pyrzynska,



2009; Dumont vd., 2006). Bu tidrler arasinda selenometil-selenosistein ve y-glutamil-
selenometil-selenosistein turlerinin diger selenyum tdrlerine gore daha etkili bir tGmor
inhibitord olduklari bilinmektedir (Kapolna vd., 2007).

Anorganik selenyumu biyoyararl turlere gevirme yeteneklerinden dolay! selenyumca zengin
glda uretiminde mayalar da siklikla kullaniimaktadir (Behne vd., 2009; Stabnikova vd., 2008).
Avrupa Gida Guvenligi Otoritesi’nin (European Food Safety Authority, EFSA) yayinladigi bir
calismada selenite maruz birakilan mayalarin, %60-85 seleniti bir seleno-aminoasit olan
selenometiyonin gevirdigi gosteriimistir (EFSA, 2008; EFSA, 2009). Ote yandan mayalarda
bulunan selenosistein ise toplam selenyumun %2-4 Unu olusturmaktadir. EFSA tarafindan,
selenyumun maya ile birlikte gida katkisi olarak kullaniimasinin Ust limitler gbze alinarak

uygulandiginda herhangi bir saglik riski bulunmadigi rapor edilmistir (EFSA, 2008).

Ote yandan arsenik, canlilar igin toksik etki yaratabilen bir elementtir. Dogada ¢ogunlukla
arsenit (AsOs%*) ve arsenat (AsO;*) olarak bulunur (Emsley, 2011). icme sularina dogal
yollarla yeralti kaynaklarindan karisan arsenik ciddi saglik sorunlarina yol acabilmektedir.
Diunya Saglik Orgutiniin belirledigi icme suyu standardina gére izin verilen maksimum limit
10 pg/L’dir (WHO, 2015). Ozellikle Banglades ve komsusu (lkelerdeki sularda bulunan
arsenik Kirliligi bu esik degerinin ¢ok Uzerindedir ve bdlgede énemli sagdlik sorunlarina sebep
olmaktadir (Radloff vd., 2011). Arsenitin tiyollere asiri ilgisi oldugu bilinmektedir. Enzim
yapisindaki tiyollere baglanarak aktif gruplari inhibe eder ve enzim ¢alisma mekanizmasina
olumsuz etkide bulunur (Langner, 2005). Arsenat bir fosfat analogudur ve varligi fosfat
mekanizmasina ve dolayisiyla ATP mekanizmasina zarar verir. Bunun bir sonucu olarak
vicuttaki enerji dagitim sistemi dengesi bozulmakta ve o6liumle sonuglanan vakalar
gorulebilmektedir (Hughes, 2002).

As ve Se, P ve S gibi elementlerle kimyasal benzerlikler gosteren metalloidler olsalar da
canlilar Uzerindeki etkileri P ve S elementlerinden ¢ok farkhdir. Literatirde As ve Se
elementlerinin birbirleri Gzerinde antagonistik veya sinerjik etkileri oldugunu gosteren az
sayida calismalar mevcuttur (Malik vd., 2012; Feng vd., 2009; Kobaissi vd., 2013). Malik ve
arkadaslarinin mas fasulyesi (mung bean) kullanarak yaptiklar bir ¢alismaya goére bitkiye
yalniz Se (2,5 veya 5,0 uyM) uygulamanin bitki gelisimini artirdidi, yalniz As (10 pM)
uygulamasinin bitki gelisimini inhibe ettigi bununla birlikte Se (5uM) ve As’in (10 uM) birlikte
uygulandigr durumda bitki gelisimini olumlu yonde etkiledigi gozlemlenmigtir. Ayrica, 5,0 uM

selenyum varliginda bitkideki arsenik derisiminin gézle goérilir derecede azaldigi, arsenik



varliginda ise selenyum derisiminin arttigi gézlemlenmistir. Bu calismada Se varliginin As’in

bitki gelisimindeki olumsuz etkiyi ortadan kaldirdig1 sonucuna variimigtir (Malik vd., 2012).

Yapilan bagka bir calismada Cin kuzgunotu (Pteris vittata) bitkisine hidrofonik bir sistemde
As ve Se uygulanmig, sonuglara gore Se seviyesi 2,5 mg/L" den dusik oldugunda As
eklemenin Se bitkiye alinimini artirdidi, bu degerden yuksek oldugunda ise As eklemenin Se
alinimini azalttigi gézlemlenmistir. Ayrica As uygulamasinin Se’un koklerden yapraklara

dogru gecisini artirdi§1 gdézlemlenmistir (Feng vd., 2009).

Tum bu sonuglar arsenik ve selenyumun bitki icerisinde birbirleri ile etkilestigini
gOstermektedir. Ancak bitki ile yapilan calismalarin buyidk boélimidnde toplam element
derisimi Olcimlerine goére sonuglar verilmis olup, sinirli sayida tlrlendirme c¢alismasi
bulunmaktadir (Afton vd., 2009). Bu baglamda, projede gelistiriimesi 6nerilen eszamanlh As
ve Se tlrlendirmesi, anilan sorunlarin ele alinmasi igin yararli ve énemli bir analitik ydontem

olarak ortaya ¢cikmaktadir.

lyi bir tirlendirme galismasinin ilk basama@i hedef tiirlerin drnek matriksinden yiiksek
verimlilikle alinmasi ile baslar. Disuk molekil agirligina sahip turler genellikle sicak de-
iyonize su, HCI, NaOH, perklorik asit, metanol gibi ¢dzlcller ile 6zitlenebilirler (Montes-
Bayon vd., 2006). Ozltleme verimini artirmak igin ultrasonik su banyosu, ¢ok yéne hareketli
karistirici, mikrodalga destekli 6zitleme sistemi gibi yontemler kullaniimaktadir. Yuksek
molekdl agirigina sahip ve proteinlere bagl turleri 6zitleyebilmek icin ise bunlarin éncelikle
protein yapisindan ayiriimasi saglanir ve bu amagla proteaz XIV, proteaz K ve pronaz E

enzimleri kullaniimaktadir (Reyes vd.,2009).

Literatirde selenyum ve arsenik tlrlendirmesi icin genellikle kromatografi ve spektrometri
iceren birlesik yontemler kullaniimaktadir. Oncelikle farkli tiirler, ylksek basingh sivi
kromatografi (HPLC) (Guerin vd., 1999), gaz kromatografi (GC) (Kosters, 2003) veya
elektroforez (Matusiewicz ve Slachcinski 2012; Morales vd. 2008) teknikleriyle birbirlerinden
ayrilmalari saglanmakta, daha sonra atomik sogurma spektrometri (AAS) [34], atomik
floresans spektrometri (AFS) (Capelo vd., 2006), enduktif eslesmis plazma optik emisyon
spektrometri (ICP-OES) (Deng vd., 2007) ya da enduktif eslesmis plazma kutle spektrometri
(ICP-MS) (Kapolna ve Fodor 2006; Auger vd., 2004) gibi tekniklerle kalitatif ve/veya kantitatif
olarak takip edilmektedirler. Bu sistemler arasinda ayirma gucu, uygulama kolayhgi,
sistemler arasi uyum ve duyarliigindan dolayr HPLC-ICP-MS en c¢ok kullanilan birlesik
sistemdir (Sekil 1).
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Sekil 1. HPLC-ICP-MS EVISA, 2015 referansidan uyarlanmistir.

Sathrugnan ve Hirata (2004) yaptiklari bir galismada iyon cifti HPLC kullanarak anorganik As
(As(V) ve As(lll)) ve Se (Se(VI) ve Se(lV)) tarlerini ayirmis ve igme suyu, baca kurumu ve
sediman o6rneklerinde tlrlendirme galismalari yapmiglardir. Bagska bir ¢alismada Reyes ve
arkadaslari (2009) balik dokusundaki farkli selenyum (Se(IV), Se(VI) ve selenometiyonin) ve
arsenik tarlerini (As(lll), As(V), MMA, DMA ve arsenobetayin) mikrodalga destekli enzimatik
Ozutleme yontemi ile ¢dzeltiye alarak iyon kromatografisi ile eszamanh olarak ayirmis ve
ICP-MS ile tayinlerini yapmiglardir. Gelistirilen yontemde pronaz E ve lipaz enzimleri
kullanilmig ve turler %80-94 verimle O6zutlenmigtir. Enzimler buylk protein yapilarini
parcalarlar ve yapilarinda bulunan aminoasitleri ortaya ¢ikarirlar. Bu 0ozellikleri protein
yapisinda bulunan molekdlleri incelemek agisindan blyuk 6nem tasir ve biyolojik drnekler

incelenirken kullanimlari yaygindir.



2. GEREG VE YONTEM

2.1 Kimyasallar ve Araglar

Calisma sirasinda kullanilan tim kimyasallar analitik safliktadir. 1000 mg/L’lik Se(lV), Se(VI),
seleno-DL-metiyonin, seleno-DL-sistin ve Se-(methyl) selenosistein sirasiyla sodium selenite
(Ventron, Karlsruhe, Germany), sodium selenate (Ventron), Seleno-DL-methionine (>99%,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), seleno-DL-cystine (Sigma-Aldrich) ve Se-
(Methyl)selenocysteine hydrochloride (>95, Sigma-Aldrich) katilarinin deiyonize suda
¢ozulmesi ile hazirlanmiglardir. 1000 mg/L’lik As(lll), As(V), monometil arsenik ve dimetil
arsenik sirasiyla sodium arsenite (Fisher Scientific, New Jersey, USA), sodium arsenate
(Fisher Scientific), cacodylic acid (Sigma-Aldrich) ve disodium methyl arsenate (Supelco,
Bellefonte, Pa, USA) katilarindan deiyonize suda ¢ozulmesi ile hazirlanmistir. Ana ve ara
stok cozeltiler -18 °C’'de saklanmistir. Calisma standartlar haftalik olarak ara stoklardan

hazirlanmis ve 4 °C’de kullanilacagi ana kadar muhafaza edilmistir.

Enzim yardimh 6zutleme islemi igin Protease type XIV, Trypsin, Proteinase K, Drisilaze ve

Pancreatin (Sigma-Aldrich) enzimleri kullaniimigtir.

G6zme prosedurinun dogrulugunu test etmek icin NRC DOLT-4 Dogfish Liver ve NIST

1566b Oyster Tissue standart referans maddeleri kullaniimistir.

Topraksiz ortamda bitki yetistirmek icin besleme ¢dzeltisi olarak siklikla kullanilan Hoagland
and Arnon’un recgetesi bu galismada kullaniimigtir (Hoagland ve Arnon, 1950). Bu ¢ozelti
bitkilerin ihtiya¢c duyabilecedi anorganik kimyasallari igermektedir. Cozeltinin hazirlanmasi
icin 100 mL’lik KNOs (Acros Chemicals, Geel, Belgika), Ca(NOs)..4H,O (Riedel-de Haen,
Seelze, Almanya), MgS0..7H.O (Kimetsan, Ankara, Turkiye), NHsNOs (Riedel-de Haen),
HsBOs (Merck, Darmstadt, Almanya), MnCl..4H,O (Riedel-de Haen), ZnS0..7H,O (Fisher
Scientific), CuS04.5H,0 (Riedel-de Haen), Na:Mo0O..2H,O (Fisher Scientific), KH2PO4
(Riedel-de Haen) stok c¢ozeltileri Tablo 1'de verilen derisimlere gére hazirlanmistir. Son
cOzeltiyi hazirlamak igin yine Tablo 1'de en son kolonda verilen hacimler her bir stok

¢ozeltiden balon jojeye alinarak 1000 mL’ye deiyonize su ile tamamlanmistir.

Demir-EDTA selati Beale (1971) tarafinden gelistirilen prosedire gore sentezlenmis ve
Hoaglan c¢ozeltisini hazirlamak i¢in kullaniimigtir (Beale, 1971). Prosedure uygun olarak
146 g EDTA ve 53,5 g Fe(OH)s (Merck) 500 mL su igerisinde karigtirilmis ve 3 saat boyunca
90 °C’de isitilmigtir. Elde edilen karisim Whatman No. 1 kodlu filtre k&gidi ile suzuldikten

5



sonra soguk su ile yikanmis ve bir gece 80 °C etivde kurutulmustur. Elde edilen sari renkli
kati havan ile ezilerek homojenize edilmis ve 1sik almayan kapall bir kapta muhafaza

edilmistir.

Tablo 1. Hoagland besleme ¢dzeltisi icerigi.

Kimyasal Stok ¢ozelti, mol/L 1,0 L Hoagland ¢ozeltisi igin
kullanilan stok hacmi, mL
KNO3 2,0 2,5
Ca(NO3)2.4H20 1,0 2,5
Demir-EDTA selati 0,05 1,5
MgS0O4.7H.0 1,0 1,0
NHiNO3 1,0 1,0
HsBO3 0,05 1,0
MnCl,.4H,0 0,01 1,0
ZnS04.7H20 0,001 1,0
CuS04.5H,0 2,0x10* 1,0
Na:Mo004.2H,0 2,0x10* 1,0
KH2PO4 1,0 0,5

Anyon degistirici kromatografi icin tasiyici faz olarak 5,0 mmol/L sitrat tamponu 2% (h/h)
metanol ortaminda hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiyi hazirlamak igin ylksek saflikta sitrik asit
(Fluka) deiyonize suda ¢o6zuldukten sonra yeterli miktarda HPLC saflikta metanol (Merck)
eklenmis ve 0,1 mol/L amonyak (Merck) kullanilarak pH si 5,00’a ayarlanmistir. Hazirlanan
tasiyici faz HPLC kolonunu tikayabilecek pargaciklardan arindiriimak igin 0,20 ym naylon net
membran filire (Millipore) kullanilarak suzidlmis ve son olarak da igerisindeki ¢ozinmus
gazlan uzaklastirmak icin ultrasonik banyo kullanilarak 30 dakika boyunca karistirilarak

gazdan aritilmistir.

2.2 Cihazlar

2.2.1 Enduktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometresi (ICP-MS)

Toplam element tayini ve tirlendirme deneyleri icin konsantrik sislestirici ve Peltiyer

sogutmal sislestirme odacigina sahip Thermo Scientific X series ICP-MS cihazi



kullaniimigtir. Cihaz calisma parametreleri Uretici tarafindan Onerilen ve igerisinde dusuk,
orta ve ylUksek katleli iyonlar iceren Tune A ¢dzeltisi kullanilarak optimize edilmistir. Ayrica
SAs, 8Se ve 82Se izotoplarinda en iyi duyarliigi elde etmek igin bu iyonlari igeren bir ¢ozelti

ile daha detayli optimizasyon ¢alismalari yapilmistir.

Cihazdan elde edilen sonuglar PlasmalLAb, Excel ve Origin yazihmlari kullanilarak
duzenlenmistir. Bu rapor igerisinde kullanilan As ve/veya Se derigsim degerleri her tir igin

anyon veya molekil cinsinden degil fakat anilan elementler igindir.

2.2.2 Yuksek Performanslh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Kromatografik ayirma islemlerinde online degazor sistemli Dionex 3000 pompa ve Hamilton
PRP-X100 (4,6 x 250 mm) anyon degistirici kolon kullaniimistir. Ornekler sisteme 100 L

hacimli ve basinca dayanikli Rheodyne 8125 marka 6 yollu vana ile enjekte edilmistir.

HPLC ile ICP-MS arasindaki baglanti 40 cm uzunlugunda ve 0,56 mm i¢ ¢capli PTFE boru ile
HPLC kolunu ve ICP-MS cihazinin sislestirici girisi arasinda yapilmigtir. HPLC parametreleri
Tablo 2’de verilmigtir.

Olusturulmus birlesik sistemli teknik, anyon degistirici ylksek basingl sivi kromatografi-
enduktif eslesmis plazma kitle spektrometri, metin icinde AE-HPLC-ICP-MS olarak

anilacaktir.

Tablo 2. HPLC ¢alisma kosullari.

AE-HPLC parametreleri
Kolon Hamilton PRP-X100 (4,6 X 250 mm)

2% (v/v) metanol igerisinde hazirlanmis 5,0

Taslyici faz _ .
mmol/L sitrat tamponu, pH 5,0, izokratik elisyon

Ornek hacmi 100 uL

Akis hizi 1,0 mL/min

Kati maddeleri ¢ézmek ve tasiyici fazi ¢ézinmis gazlardan arindirmak i¢in Elma S 40 H

(New Jersey, ABD) ultrasonik su banyosu kullaniimistir. Bulyutilen orneklerin igerisindeki
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suyu ugurarak

liyofilize  etmek

Christ LDC-1 (Osterode am Harz,

Germany) marka liyofilizator kullanilimistir. Orneklerin ¢ézme islemi igin Milestone Ethos Plus

marka (Sorisole, Italya) mikrodalga 6zitleme sistemi kullaniimigtir.

2.3 Prosediirler

2.3.1 Kontrollii Bitki Yetistirme

Yesil sogan bitkileri topraksiz su kilturt (hidrofonik) ortaminda yetistirilmistir. Bu amacla 400

mL'lik polipropilen kaplar kullaniimis ve kaplarin agzini kapatmak igin strafor képuk plakalar

istenilen sekilde ve odlgide kesilerek hazirlanmis ve kullaniimistir. Kaplar iki kat seyreltilmis

400 mL Hoagland ¢ozeltisi ile doldurulmustur. Her kaba ikiser sogan yumrusu, kokleri ¢ozelti

icinde kalirken govdesi sivi seviyesinin Uzerinde olacak sekilde dikilmistir. Hoagland ¢ozeltisi

Tablo 1'de verilen stok cozeltilerden pipetleme yontemiyle gerekli miktarlarda alinip de-

iyonize suyla 1000 mL'ye tamamlanarak hazirlanmistir. Elementlerin son derisimleri Tablo

3'te verilmisgtir.

Tablo 3. Hoagland ¢dzeltisindeki elementlerin son derisimi*.

Element Derisim, mg/L
Azot 210
Potasyum 235
Kalsiyum 200
Fosfor 31
Sulfar 64
Magnezyum 48
Bor 0,5
Demir 1,0
Mangan 0,5
Cinko 0,05
Bakir 0,02
Molibden 0,01

* Sogan bitkilerinin yetistirildigi ortam icin Hoagland ¢ozeltisi 2 kez seyreltilmistir.

Farkli turlerin birbirine etkisini incelemek amaci ile Tablo 4’de belirtildigi GUzere dokuz farkli

kap hazirlanmis ve farkli miktarlarda selenyum ve/veya arsenik besleme c¢o6zeltisine



eklenmistir. Cozeltinin eksilmesi durumunda deiyonize su ile hacim 400 mL ye tamamlanistir.
Kaplar kontrolli blylUtme odasina yerlestiriimis ve besleyici ¢dzelti glnlik olarak 5 L/min
hava debisine sahip harici pompa ile 5 dakika boyunca havalandiriimistir. Bitkiler 16 saat
aydinlik ve 8 saat karanlik periyotlariyla galisan, 100 pmol foton.m2.s? sabit 1s1k yogunlugu
saglayan floresan lambalar ile aydinlatilan, sicakhgr 20-25 °C aralidinda olan buyume
ortaminda yetistiriimistir. 25 gtin sonra tim bitkiler toplanmis, her bir kaptan gikarilan bitkiler
birlestiriimis ve Sekil 2'de gosterildigi gibi kok, govde, yaprak olarak bolumlere ayriimigtir.
Ayrica kaplarda kalan besleme ¢o6zeltileri hacmi deiyonize su ile 400 mL’'ye tamamlanmis ve

bitkiye alinan ve ¢ozeltide kalan element miktarlarini belirlemek amaci ile analiz edilmistir.

Tablo 4. Deney kaplarina eklenen selenyum ve/veya arsenik tirleri.

Kap numarasi Katilan tur, herbiri 1,0 mg/L*

1 kontrol

As (111)

As (V)

Se (IV)

Se (VI)
As (Ill) + Se (IV)
As (Ill) + Se (VI)
As (V) + Se (IV)
9 As (V) + Se (VI)

0 N o 0o B~ WN

*Bu deger her tirdeki As ve/veya Se icindir.



Sekil 2. Yetigtirilen bitkilerin kdk, gévde ve yaprak bolimleri.

2.3.2 Orneklerin Analize Hazirlanmasi

Toplanan 6rnekler deiyonize su ile yikandiktan sonra sivi azot ortaminda hizli dondurma
islemine tabi tutulmustur. Donmus Ornekler agat havan yardimi ile toz haline getirilerek
homojenize edilmistir. Hazirlanan drnekler -47 °C sicaklik ve 1,4 mbar basing¢ altinda 24 saat
boyunca kuru dondurma (liyofilizasyon) islemine tabi tutulmustur. Ornekler analiz safhasina

kadar -18 °C’de saklanmistir.

2.3.3 Toplam Selenyum ve Arsenik Tayini

Co6zme igin 0,10 g 6rnek tartilarak PTFE ¢6zme kaplarina aktarilmis ve Uzerlerine 3,0 mL
derisik nitrik asit ve 3,0 mL %30 luk (h/h) hidrojen peroksit eklenmigtir. Tablo 5'da belirtilen
mikrodalga programi uygulanmistir. Cézilen 6érnekler 0,45 um membran filtre ile stzllerek
25,0 mL ye seyreltiimis ve polietilen kaplara aktarilarak analize kadar buzdolabinda 4 °C

sicaklikta bekletilmigtir.
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Tablo 5. Mikrodalga sicaklik programi.

Sicaklik, °C Artig siiresi, min Bekleme siiresi, min
100 5 5
150 5 10

2.3.4 Kati-sivi ve Enzim Yardimh Oziitleme iglemleri

Ozitleme islemi icin 15 mL hacimli santrifijj tiiplerinde, 100 mg liyofilize edilmis érnege 7.0
mL ¢ozlcu karisimi katillarak énce 15 min boyunca vorteks yardimi ile daha sonra 20 min
boyunca ultrasonik banyo ile karistirildi. Kati fazi ayirmak icin 5000 devir/min kullanarak 15
min santrifijlendi. Ayrilan sivi faz 0,20 ym naylon membran filtreden slizlilerek analize kadar
-18 °C de saklandi.

Enzim yardimh 6zitleme islemi icin 100 mg liyofilize edilmis kuru 6érnek 15 mL hacimli
santrif(j tiplne alindi. Uzerine 7,0 mL 25 mmol/L, 7,5 pH degerinde fosfat tamponu ve 30
mg enzim katildi. Bu karigim vorteks yardimi ile 15 min ve sonra ultrasonik banyoda 20 min
boyunca karistirildi. Daha sonra érnekler mekanik eliptik karistirici ile oda sicakhiginda 24
saat boyunca g¢alkalandi. Bu islem sonunda da 15 min boyunca 5000 devir/min kullanarak

santrifijlendi ve 0,20 um filtreden sizuldikten sonra analize kadar -18 °C’de saklandi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1 ICP-MS Cihazinin Optimizasyonu

ICP-MS cihazinin duyarlihgi ve kesinligi cihazin optimizasyonu ile yakindan ilgilidir. ICP-MS
cihazinda 6rnek girisi, plazma ve iyon optigi olmak Gzere U¢ temel grup bulunmaktadir. Bu
parametreler cihaz Ureticisinin dnerdigi 0,5 mol/L nitrik asit icerisinde hazirlanmig her biri 10
ug/L derisiminde Li*, Co?*, In®*, Pb?*, Bi®* ve U*" gibi duslk, orta ve yilksek kitlede iyonlar
iceren “Tune A” ¢ozeltisi kullanilarak optimize edilmistir. Ayrica bu ¢ézelti ile her analizden
once duyarlilikta digme olup olmadigi kontrol edilmigtir. Ayrica selenyum ve arsenik iyonlari
icin en yuksek duyarliidi elde etmek igin bu iyonlar iceren standart bir ¢ozelti ile
optimizasyon sonlandiriimigtir. ICP-MS cihazi i¢in optimize edilmis parametreler Tablo 6’de

verilmistir.

Tablo 6. ICP-MS cihazinin optimize edilmis parametreleri.

Parametre Optimize edilmis deger
Ekstraksiyon lens voltaji, V -158
Lens 1,V -7,6
Fokus, V 10,9
D1,V -47,6
Pole bias, V -7,2
Hexapole bias, V 0,3
Sislestirici basinci, psig 0,9
Ornekleme derinligi*, cm 1,4
Lens 2,V -80
Lens 3,V -168,9
Gig, W 1400
D2,V -160
Sogutucu gaz akisi, L/min 13
Yardimci gaz akisi, L/min 0,8

*Ornekleme derinligi 6rnekleme konisi ile plazma baslig arasindaki uzakliktir.
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3.2 Bitki Buyilimesinde Fiziksel Gozlemler

Yetistirme asamasinda yapilan 6n deneylerde bitkiler t¢ farkli derisimde arsenik ve/veya

selenyum turlerine maruz birakilmistir.

ilk olarak besleme gdzeltisine 10,0 mg/L As velveya Se katiimistir. 25. giin bitkiler hasat
edilmis, kdk, gdévde ve yapraklar olarak 3 pargaya ayriimis ve her bir bélim tartilarak yas
kitleleri 6lculmustir. Kok ve yapraklar icin yas kutleler Tablo 7'de verilmistir. Kontrol ve 10,0
mg/L As(lll) ve 10,0 mg/L Se(lV) ile beslenmis bitkilerinin fotograflari karsilastirma amaci ile
sirasi ile Sekil 3a ve 3b’ de verilmigtir. Se(VI) eklenen bitkiler hari¢ diger bitkilerdeki kok
gelisiminin kontrol grubuna oranla ¢ok dusuk oldugu goézlenmistir. Bu derisim seviyesinde
verilen arsenik ve selenyumun bitki icin toksik etki gosterdigine karar verilmistir. Diger sette
As ve Se derisimleri 5,0 mg/L seviyesine dusurilmastir. Bu derisimde blyatilen bitkiler igin
kok ve yaprak kutleleri

Tablo 8'da verilmigtir.

Tablo 7. 10,0 mg/L As ve/veya Se eklenmis bitkilerin kdk ve yapraklarinin kitleleri.

Ekleme Yas kok kitlesi, g Yas yaprak kiitlesi, g
Kontrol 5,55 13,85
As(ll) 1,36 10,82
As(V) 1,69 10,27
Se(IV) 0,92 7,42
Se(Vl) 7,15 14,10
As(ll) + Se(IV) 0,15 4,85
As(lll) + Se(VI) 0,22 1,02
As(V) + Se(lV) 0,31 2,17
As(V) + Se(VI) 0,27 3,14
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(b)
Sekil 3 Kontrol bitkisi (a), 10 mg/L As(lll) ve 10 mg/L Se(lV) ile beslenen bitki (b)

Tablo 8. 5,0 mg/L As ve/veya Se eklenmis bitkilerin kok ve yapraklarinin kitleleri.

Ekleme Yas kok Yas yaprak
kutlesi, g * kutlesi, g *
Kontrol 6,17 14,15
As(lll) 514 12,75
As(V) 5,72 11,12
Se(1V) 491 10,92
Se(VI) 6,42 13,55
As(lll) + Se(lV) 0,97 8,82
As(l1l) + Se(VI) 1,21 7,63
As(V) + Se(IV) 1,05 8,12
As(V) + Se(VI) 0,88 8,14

*RSD < 3%, N=3
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5,0 mg/L derisimin uygulandigi deneylerde ise sadece arsenik ya da selenyum ile beslenen
bitkilerde kok gelisiminin kontrol grubuna oranla daha az oldugu, selenyum ve arsenigin
birlikte verildigi bitkilerde ise kok gelisiminin neredeyse hi¢c olmadigi, yesil yapraklarin
gelisiminin ise kontrol deneyine gére c¢ok sinirlh oldugu gdézlemlenmistir. Bu nedenle
derigimler 1,0 mg/L ye kadar dusuUrGimustar 1,0 mg/L derisimin uygulandi§i deneylerde
bitkilerin kok, govde ve yaprak boélumlerinin 6lgulebilir miktarlarda gelistigi gozlemlenmigtir.
Bu deney sonuglari baz alinarak bitki yetistirmek igin 1,0 mg/L derigiminin uygun olduguna

karar verilmistir.

Bitkiler 25 giin boyunca deneysel kisimda anlatildi§i gibi kontrolli hidrofonik kosullarda
yetistiriimistir. Bu slirenin sonunda, bitkiler hasat edilmistir. Batln bitkilerin yapraklarinin yesil
ve canli oldugu goézlemlenmistir. Deney sonunda hasat edilen bitkilerin kdk, govde ve yaprak
kitleleri Sekil 4'te verilmigtir. En fazla kok, gévde ve yaprak gelisiminin kontrol grubunda
oldugu, selenyum ve/veya arsenik ile beslenen bitkilerin kutlelerinin daha az oldugu
gorulmustur. Se(lV) ile beslenen bitkilerin kitlelerinin en az oldugu, bununla birlikte As(lll) ve
As(V) ile birlikte Se(lV) verildiginde ise bitki kutlesinin yanhz Se(lV) verildigi duruma goére

arttig1 gdézlemlenmistir.

Kok Toplam Yas Kiitle
Govde
40
Yaprak
35
Toplam
30
25
0o
2 20
=
~
15
10
5
0
Se(IV) + Se(lV) + Se(VI) + Se(VI) + As(IIl) As(V) Se(VI) Se(IV) Kontrol
As(V) As(Il) As(Ill) As(V)

Sekil 4. Bitkilerin kok, gévde ve yapraklarinin yas kitleleri.
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Bitkilerin kdk, gévde ve yapraklarindaki ortalama nem miktari yas agirlik degerlerinden kuru
agirhk degerleri c¢ikarilarak hesaplanmis ve Tablo 9’da verilmigtir. Bulunan ortalama nem
miktari Ulusal Gida Kompozisyon Veri Tabani de@erlerine oranla daha ylksek oldugu
gorulmektedir. Ulusal Gida Kompozisyon Veri Tabanina gore yesil sogan bitkisinin ortalama
nem orani %91,42°dir (TarKomp, 2015). Bu sonucun bitkilerin topraksiz ortamda Hoagland

¢cozeltisi icerisinde yetistiriimesinden kaynaklanabilecedi distintlmektedir.

Tablo 9. Bitkilerin kok, gdévde ve yapraklarindaki nem miktari.

Nem miktari, % (k/k) £'s, N=3

Kok 96,0+ 2,1
Govde 94,0+1,2
Yaprak 95,1+1,3

3.3 Toplam As ve Se Tayini

Mikrodalga yardimli 6zUtleme sistemi ile ¢dzulen bitkilerdeki toplam Se ve As miktarlari ICP-
MS cihazi ile tayin edilmistir. Ozitleme iglemi daha 6nce calisma grubumuzda Turk
baharatlarinda As, Se ve Cd tayini igin geligtirilen ydntem kullanilarak yapilimistir (Senol,
2010). 0,100 g 6rnek 3,0 mL derisik HNO3 ve 3,0 mL 30% (v/v) H2O karisimi kullanilarak
Tablo 5'da verilen mikrodalga sicaklik-zaman programina goére ¢ézilmus, 0,45 pm
membrane filtrelerden sizilmis ve 25,0 mL’ye tamamlanmistir. Matriks etkisini ortadan
kaldirmak icin ayni miktar asit ve peroksit iceren standartlar hazirlanmis ve As ve Se igin
Sekil 5 ve Sekil 6'de verilen kalibrasyon grafikleri >As ve "8Se igin elde edilmistir. Selenyum
elementi icin 78 ve 82 izotoplarinin her ikisi de olasi bir girisimi gozlemlemek amaciyla
izlenmis ve hesaplamalarda hassasiyetinin daha ylksek olmasi nedeniyle 78 izotopu

kullaniimistir.
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Sekil 5. ICP-MS ile arsenik tayini igin kalibrasyon grafigi ve denklemi.
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Sekil 6. ICP-MS ile selenyum tayini igin kalibrasyon grafigi ve denklemi.

Yéntemin analitik performansi Tablo 10’de verilmistir. Sistemin gtvenilirligini test etmek igin
NRC DOLT-4 Dogfish Liver ve NIST 1566b Oyster Tissue standart referans maddeleri
kullanilmistir. Sonuglar Tablo 11’de verilmistir. Yapilan t-test sonuclarina goére, deneysel
sonuglar ile sertifika degerlerinin %95 guvenilirlik seviyesinde birbirleri ile uyumlu olduklari

sonucuna varimigtir.

17



Tablo 10. ICP-MS analitik performans degerleri.

As Se
Gozlenebilme siniri, mg/kg 0,2 0,3
Tayin siniri, mg/kg 0,6 0,9
Tablo 11. Metod validasyonu.
Sertifika degeri, mg/kg Analiz sonucu, mg/kg
As Se As Se
NRC
9,66 + 0,62 83+1,3 9,01 £ 0,39 8,64 + 0,52
DOLT-4
NIST
7,65+ 0,65 2,06 + 0,15 8,31+ 1,30 2,33+0,35
1566b

3.4 Arsenik Dagilimi

Kok, govde ve yapraklarda bulunan toplam arsenik derisimleri Tablo 12 ve Sekil 7’de
verilmigtir. Ayrica bitkilerin farkli bélimlerindeki arsenigin kitlece yuzde dagihmi Sekil 8'de
verilmistir. Tayin siniri altinda kalan 6rnekler n.d. olarak verilmistir. Rapor icerisinde verilen

tim sonuglar liyofilize kuru agirlik esas alinarak hesaplanmistir.
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Tablo 12. Bitkilerin kok, govde ve yapraklarinda

derisimleri.

depolanan tirlerine goére toplam As

Ekleme Cas £ s, mg/kg
Kok 2468 + 239
As(lIT) Govde 349+34
Yaprak 50,7+ 4,9
Kok 1504 + 146
As(V) Govde 20,2+2,0
Yaprak 456+ 4,4
Kok 2027 £ 197
Se(IV) + As(lll) Govde n.d.
Yaprak 36,9+ 3,6
Kok 2271 + 220
Se(lV) + As(V) Govde 253+25
Yaprak 299+29
Kok 3362 + 326
Se(VI) + As(lll) Govde 13,9+ 1,3
Yaprak 47,0+ 4,6
Kok 2345 + 228
Se(VI) + As(V) Govde 31,9+ 3,1
Yaprak 83,6 £ 8,1

*n.d. Tayin siniri altinda
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Toplam As

Se(IV)
Se(VI)
As(V)
As(1ll)
Se(VI) + As(V)
Se(VI) + As(Il)
Se(IV) + As(Il)
Se(lV) + As(V)

= Yaprak

B Govde

m Kok

Besleme kombinasyonu
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Sekil 7. Bitkilerin kdk, gdvde ve yapraklarinda toplam As derigimi.
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As(lll)  Se(IV)-As(lll) Se(VD)-As(lll)  As(V) Se(IV)-As(V)  Se(VI)-As(V)

Kok GovdeoYaprakilb 1 Leave

Sekil 8. Arsenigin bitkinin kok, gdévde ve yaprak bélimlerindeki ylizdece katle dagilimi.

Sekil 7 ve Sekil 8'de verildigi gibi bitkide arsenik blylk élglide kdk bolimuinde, ¢ok az bir
kismi ise govde ve yapraklarda depolanmaktadir. Bu verilerden, bitkinin arsenidi koklerde
tutma egilimi gosterdigi sonucuna varilabilir. Bu davranis arsenigin toksik etkisine karsi
bitkinin gelistirdigi bir koruma mekanizmasi olarak da varsayilabilir. Bitki As tarlerini kok
bdliminde hapsederek gévde ve yapraklara gecisini sinirlamistir. Yesil sogan bitkisi disinda
Camellia sinensis L., Dryopteris filix-mas, Calluna wvulgaris (L.) Hull, Alternanthera

philoxeroides, Zea mays ve Helianthus annuus, gibi bitkilerin de buna benzer davranista
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bulunduklari rapor edilmistir (Li vd., 2011; Larios vd., 2012; Neidhardt vd., 2012; Aldrich vd.,
2007; Karak vd., 2011).

Diger taraftan Pteris vittata L. ve Agrostis capillaris L. gibi arsenik hiperakimdulator bitkiler ise
arsenigi yapraklarinda depolamayi tercih etmektedir (Bona vd., 2011; Zhang vd., 2002; Feng
vd., 2009; Tripathi vd., 2007; Srivastava vd., 2009; Austruy vd., 2013; McSweeney ve
Forbes, 2014). Arsenigin bitkinin hangi bdlgesinde ve hangi oranlarda depolanacaginin
bitkiler arasi farkllik gosterdigi bu calismalardan anlasilmakta ve proje sonuglarinda da

dogrulanmaktadir.

Sekil 7’de gorildigl tzere arsenik selenyum iligkisinde ise As(V)'in bitkilere Se(lV) veya
Se(VI) ile birlikte verilmesi durumunda kokte depolanan arsenik derisimin arttigi
g6zlemlenmistir. Bu durum As(V) ve inorganik Se tirleri arasinda sinerjik bir etkilesim
olduguna dair bir isaret olarak degerlendirilebilir. Benzer bir sinerjik etki As(lll) ve Se(VI)

arasinda da gorulmektedir.

Besleme ¢ozeltisinde kalan As miktarini belirlemek igin bitkiler hasat edildikten sonra kalan
¢dzeltinin hacmi 400 mL’ye tamamlanmig, stzilmis ve toplam As derisimi tayin edilmigtir.
Sonuglar Sekil 9'da verilmigtir. Cozeltide kalan As miktarinin deney baslangicinda eklenen
miktara oranla ¢ok disik oldugu ve Se(VI)-As(lll) ile beslenen bitkileri iceren ¢dzeltideki As
miktarinin digerlerine oranla 7 kat daha yuksek oldugu goézlemlenmigtir. Arsenigin toksik bir
element olmasina karsin blylk oranda bitki tarafindan alindi§i gérilmektedir. Buradan
bitkinin arsenigi aldid1 ancak daha sonra toksik etki gosteren elementleri kdk bélimunde

tuttugu sonucuna varilabilir.
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Sekil 9. Baslangi¢ degeri 1000 pg/L olan besleme ¢ozeltisinde kalan As derisimleri.

3.5 Selenyum Dagilimi

Bitki kok, govde ve yaprak bolimindeki toplam selenyum derisimi hesaplanmis Tablo 13 ve
Sekil 10’de verilmigtir. Besleme ¢ozeltisinde Se(IV) bulunan durumlarda en ylksek Se
derisimi kok boliminde Olgulirken besleme ¢ozeltisinde Se(VI) veriimesi durumunda en
yuksek Se derigimi yaprak bolimuinde Olgulmistir. Bu davranis Se(IV)'Un kék béliminde
alimindan sonra biyoyararli bilesiklerine donusturtlmesi ancak Se(VI)nin donisim oraninin

dusuk olmasi ile agiklanabilir.

22



Tablo 13. Bitki kdk, gévde ve yaprak bélumindeki toplam selenyum derigimi.

Ekleme Cse s, mg/kg
Kok 362 + 29
Se(lV) Govde 36,8+3,0
Yaprak 145+ 12
Kok 182 + 15
Se(VI) Govde 30,0+24
Yaprak 334 1+ 27
Kok 301+ 24
Se(IV) + As(lll) Govde n.d.
Yaprak 206 £ 17
Kok 289 + 23
Se(IV) + As(V) Govde 21,5+1,7
Yaprak 269 = 22
Kok 251+ 20
Se(VI) + As(ll) Govde 21,9+18
Yaprak 362 £ 29
Kok 228 + 18
Se(VI) + As(V) Govde 26,3+ 2,1
Yaprak 376 £ 31

*n.d. Tayin siniri altinda
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Besleme kompozisyonu

Sekil 10. 1,0 mg/L As vel/veya Se ile beslenen bitkilerde kok, gévde ve yapraktaki Se

derisimleri.

As(lll) veya As(V)in Se(lV) ile birlikte verildigi durumlarda kék bdlimindeki Se derigsimin
azaldigi, yaprak boélimundeki Se derisimimin ise arttigi gézlemlenmektedir. Bu bulgulara
dayanarak arsenigin selenyum turlerinin organoselenyuma dénusmesini azalttigi dolayisiyla
daha ¢ok selenyumun arsenik derisimi gorece dusuk olan yaprak bélumine gegerek orada

organoselenyum turlerine dénustigu sdylenebilir.
Selenyumun kok, govde ve yapraktaki ylzdece kitle dagilimi Sekil 11’de verilmistir. Bu

grafikte selenyumun en ¢ok yapraklarda depolandigi, gévde bdlimiinde depolanan selenyum

miktarinin ise ¢ok distk oldugu gortlmektedir.
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Bitki icindeki Se kitle dagilimi
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Sekil 11. Kok, gévde ve yapraktaki kiitlece ylzde Se dagilimi.

Hasat zamani besleme ¢o6zeltisinde kalan Se derisimi hesaplanmis ve Sekil 12°te verilmigtir.
Bu grafikten arsenikten farkl olarak selenyumun yariya yakin bir boliminidn besleme
cozeltisinde kaldigi gorulmektedir. Ayrica, As(lll) ve As(V) varliginda Se(IV) aliminin daha az

oldugu, Se(VI) aliminin ise etkilenmedigi gérilmektedir.
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Se(lv) I
3
c
S. se(1v)-As(ll) - I
o
g Se(lV)-As(v) .
£
o
= Se(vl) I
()]
§
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Sekil 12. Baslangi¢ degeri 1000 pg/L olan besleme ¢ozeltisinde kalan Se derisimleri.

25



3.6 Oziitleme islemi Optimizasyonu

Ozitleme islemi tirlendirme calismalarinda énemli bir yer tutmaktadir. Tlrlendirme
calismasindaki basari, yuksek verime sahip ve drnekteki tir bozulmamis sekilde ¢ozeltiye
aktaran bir 6zutleme iglemiyle mumkun olabilir. Bu amacla bu projede farkli g¢ozgenler
denenmigstir. Ornek miktarlarinin az olmasi nedeni ile éziitleme prosediriiniin optimizasyonu
icin referans olarak kullanilmak Uzere yetigtirilen drneklerin yaprak bdlimlerinden yaklasik
100-150 mg 6rnek alinarak homojenlestiriimis ve tim 6zitleme isleminin optimizasyonunda
bu 6rnek kullaniimistir. Verim hesabi yapabilmek icin homojen 6rnekteki toplam As ve Se
derisimi 6ncelikle mikrodalga etlv ile turlerin korunmasi disunulmeden tayin edilmigtir. Daha
sonra NaOH, metanol-su karisimi, fosfat tamponu, tris-HCI tamponu ve enzim igeren fosfat
tamponlari ile 6zutleme islemi gergeklestiriimis ve Tablo 14’de belirtilen 6zitleme verimleri

hesaplanmistir asagida verilen formul kullanilarak hesaplanmistir.

. . Ogziitleme derisimi
Oziitleme Verimi = ——x100%
Toplam derisim

Tablo 14. Farkl ¢dzgenler igin As ve Se 6zutleme verimleri.

. As oziutleme verimi,  Se 6ziitleme verimi,
Cozgen
%* %*
0,10 mol/L NaOH 86 46
metanol-su karisimi (1+3, h+h) 94 59
25 mmol/L fosfat tamponu, pH 7,5 86 30
50 mmol/L tris-HCL tamponu, pH 7,5 88 34
25 mmol/L fosfat tamponu + Proteaz
99 83

type XIV enzimi, pH 7,5

*N=2, RSD < %3,5

Sonuglar arsenigin denenen tim ¢ozlculerle yiksek bir verimle ¢bzelti ortamina alinabildigini
go6stermektedir. En ylksek verim enzim iceren 6zltleme islemi ile elde edilmistir. Bu sonug
arsenigin blylk oranda bitkide serbest halde bulundugunu, kalan kisminin da proteinlere
bagll olduguna isaret etmektedir. Diger taraftan selenyum &6zutlemesinde en dislik verim
fosfat tamponu ile elde edilirken, fosfat tamponuna enzim eklendigi zaman ise en ylksek
verim elde edilmistir. Enzimin Se 6zutleme verimliligini arttirmasi, selenyumun énemli bir

kisminin suda c¢ozinmeyen proteinlere bagh olarak bulundugunun bir gdstergesidir.
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Oziitlenen drnekler, proteinlere baglanmis As ve Se tiirlerini belirlemek amaciyla HPLC-ICP-
MS sistemi ile analiz edilmigtir. Sekil 13’te verilen kromatogramlar incelendiginde, Se(IV) ve
selenosistin sinyalleri hem enzim igeren hem de icermeyen fosfat tamponu ile gorulebilirken,
selenometiyonin sinyali ise yalnizca enzim igceren fosfat tamponu tasiyici faz olarak

kullanildiginda gézlemlenmigtir.

20,000

18,000 Se(IV) enzim varliginda
16,000 enzim olmadan
14,000

12,000 Selenometiyonin

wv
2. 10,000 o
© Selenosistin

8,000
6,000 \
4,000
2,000

Sire, min

Sekil 13. Orneklerin fosfat tampon ile proteaz type XIV enzim varli§inda ve enzim olmadan

alinan kromatogramlari.

Bu sonug¢ selenometiyoninin proteinlerin yapisinda bulundugunu goéstermektedir. Montes-
Bayon ve arkadaslari selenyum turlerinin selenyum ile zenginlestiriimis bitkilerden
O0zutlenmesi ile ilgili yaptiklari calismada selenometiyoninin proteaz enzimi varliginda yuksek

verimle 6zutlendigini géstermistir (Montes-Bayon vd., 2006).

HPLC-ICP-MS analiz sonuglari etkin bir 6zitleme islemi igin enzim kullaniimasinin gerekli
oldugunu gostermektedir. En yuksek verimi saglayan enzimin bulunmasi amaci ile 6zutleme
islemi pH 7,5 fosfat tamponu ortaminda proteaz type XIV, tripsin, proteinaz K, pankreatin ve

drisilaz enzimleri ile denemis ve
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Tablo 15'da verilen 6zitleme verimleri elde edilmistir.
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Tablo 15. Farkli enzimler igin Se 6zutleme verimi.

Enzim Se igin 6zitleme verimi, % *
Proteaz type XIV 82
Tripsin 28
Proteinaz K 55
Drisilaz 26
Pankreatin 85

*N=2, RSD < %4,5

En yuksek 6zlutleme verimi Proteaz type XIV ve pankreatin kullanildiginda elde edilmigtir.
Ancak, pankreatin sadece tripsin tlrevi enzimleri icerirken proteaz type XIV Streptomyces
griseus Proteaz A, Streptomyces griseus Proteaz B ve Streptomyces griseus Trypsin gibi
enzimleri de icermektedir. Farkh proteinlere baglh olan Se tlrlerini 6zltleyebildiginden dolayi
ve literatirde kullaniminin daha yaygin olmasi sebebi ile Proteaz type XIV bundan sonraki
deneylerde 6zutleme basamaginda enzim olarak kullaniimigtir (Gergely vd., 2006; Hsieh ve
Jiang 2013; Kapolna vd., 2009; Kapolna vd., 2007).

Yuksek verimli bir ézttleme prosedurt icin bir diger énemli nokta da kullanilan enzimin
miktaridir. Enzim miktann 10 mg ile 80 mg arasinda 4 farkli miktarda denenmis ancak
6zutleme veriminde %99 araliginda Grubbs test uygulandiginda sonuglar arasinda anlaml
bir fark bulunmamistir. Ancak, érneklerin HPLC-ICP-MS ile analizinde 50 mg ve daha fazla
enzim kullanildiginda zemin sinyalinin arttigi Sekil 14'te gorilmektedir. 30 mg enzim
kullanildiginda zemin sinyali 10 mg enzim igeren ortamin sinyali ile ayni degerde
kalmaktadir; ancak, sinyal yuksekligi 30 mg igin daha fazladir. Bu nedenle daha sonraki

deneylerde 30 mg enzim kullaniimistir.
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Sekil 14. 10, 30, 50 ve 80 mg enzim kullanilarak 6zttlenmis 6érneklerin AE-HPLC-ICP-MS

kromatogramlari.

3.7 HPLC-ICP-MS Optimizasyonlari

Bu proje kapsaminda 5 selenyum turl, Se(lV), Se(VI), selenometiyonin, selenosistin,
selenometil selenosistin, ve 2 arsenik tard, As(lll) ve As(V), hedef As ve Se tirleri olarak
secilmistir. Bu yedi tirtin ayni kromatogramda gézlenebilir oldugu ve en iyi S/N dederini elde

etmek icin HPLC-ICP-MS sisteminin optimizasyonu yapimistir.

3.7.1 lyon Eslestirici HPLC

lyon eslestirici kromatografide ayirim islemi igin genellikle C18 veya C8 gibi ters faz kolonlar
kullanilir. Bu tur kolonlar molekuller yaninda iyon eglestirici ajanlar yardimi ile iyonik turlerin

de ayiriimasini saglar. Bu galismada farkli kolonlar farkli tasiyici fazlarla birlikte denenmisgtir.

Denenen kolonlar ve deney parametreleri
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Tablo 16’'de verilmigtir.
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Tablo 16. iyon eslestirici sivi kromatografi optimizasyon parametreleri.

Akis hizi,
Kolon _ Tasiyici faz
mL/min
Altima C8 1,0 %0,5 (h/h) Heptaflorobutrik asit, %5 (h/h) metanol, pH 3,6
Altima C8 1,0 %0,2 (h/h) Heptaflorobutrik asit, %2 (h/h) metanol, pH 2,5
Dionex C18 1,0 %0,2 (h/h) Heptaflorobutrik asit, %2 (h/h) metanol, pH 2,5
Dionex C18 1,0 %0,1 (h/h) Trifloro asetik asit, %2 (h/h) metanol
Dionex C18 10 00,1 (h/h) Trifloro asetik asit, 50 mM fitalat tampon ¢ozeltisi, pH
5,8, %2 (h/h) metanol
Dionex C18 15 4 mM Tributilamonyum fosfat, 4 mM diamonyum hidrojen fosfat
fosfat tampon ¢ozeltisi, pH 5,8, %2 (h/h) metanol
Dionex C18 10 10 mM Tributilamonyum fosfat, 5 mM diamonyum hidrojen fosfat

fosfat tampon ¢oézeltisi, pH 6,1, %1,5 (h/h) metanol
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Tablo 16’deki parametreler hedef As ve Se tirlerinin tUmunu ayni anda tamamen
ayiramamigtir. Tributilamonyum fosfat gibi buyuk molekul agirlikli iyon eglestirici bir ajanin
kullanimi ile inorganik turlerin, Se(1V), Se(VI), As(lll) ve As(V), ayirilmasi saglanirken organik
turlerin, selenometiyonin, selenosistin, selenometil selenosistein, ayiriminda basaril
olunamamistir. Bunun aksine, kuguk molekul agirliga sahip trifloro asetik asit tasiyici faz
olarak kullanildiginda organik tirlerin, selenometiyonin, selenometil selenosistein ayirimi
saglanmig ancak inorganik turlerin, Se(lV), Se(VI), As(lll) ve As(V), ayirnminda basarili

olunamamistir.

3.7.2 Anyon Degistirici HPLC

Bes selenyum ve iki arsenik turGd ayirimi i¢in farkli tasiyici faz birlesimleri denenmis ve

kullanilan parametreler Tablo 17°de verilmigtir.

Amonyum Fosfat Tagsiyici Fazi:

ik olarak %5 (h/h) metanol iceren ve farkli pH degerlerine sahip amonyum fosfat tampon
¢ozeltisi denenmistir. Sekil 16'daki kromatogramda da gorilecegi gibi As(lll) ve As(V) tarleri
pH 9,0’da 8 dakika iginde birbirlerinden ayirilabilirken, selenosistin ve selenometiyonin turleri
40 dakikada kolondan elie olmamislardir. pH degeri 7,0’a dusirulduginde ise ayirilmanin
daha iyi oldugu, As(lll) ve As(V)in ayirildigi ancak Se turlerinin sinyallerinin tamamen

ayirilamadigi gézlemlenmigtir.

Tablo 17. Birinci tasiyici fazin ¢alisma sartlari, AE-HPLC.

Taslyici faz 50 mM amonyum fosfat tampon ¢dzeltisi, %5 (h/h) metanol
Akis hizi 1,0 mL/min

pH degerleri 5,0,7,0,9,0

Kolon Hamilton PRP-X100 kuvvetli anyon degistirici
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8000

7000  Se-(metil) selenosistein

6000

5000

§ a00c Selengsistin
3000

2000

1000

\ & SeV)

44— Selenometiyonin

10
Sire, min

Se(VI)

15 20

25

Sekil 15. Her tur icin 200 ng/mL Se igceren selenyum standart ¢ozeltisi ile pH 7,0’'da %5 (h/h)

metanol iceren 50 mM amonyum fosfat tampon c¢ozeltisi kullanildiginda elde edilen AE-

HPLC-ICP-MS kromatogrami.

En dusuk pH degeri olan pH 5,0’da ise As turlerinin sorunsuz olarak ayrildidi, Se turlerinin

birbirinden ayrildigi ancak Se(VI)'nin 30 dakikada kolondan elie olmadigi gérulmustur (Sekil

16).
350000 -
Selenosistin
300000
«— Se-(metil) selenosistein
250000 A
200000
(5]
oy
150000 Selenometiyonin
X Se(IV)
100000 A/
50000
0
0 5 10 15 20 25
Sire, min

Sekil 16. Her tir igin 200 ng/mL Se igceren selenyum standart 6zeltisi ile pH 5,0’'da %5 (h/h)

metanol iceren 50 mM amonyum fosfat tampon ¢oézeltisi kullanildiginda elde edilen AE-

HPLC-ICP-MS kromatogrami.
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Amonyum Sitrat Tasiyici Fazi:

ikinci tasiyici faz sistemi pH degerleri 5,0, 5,5 ve 6,5 olan amonyum sitrat tampon ¢ozeltisidir
(Tablo 18). pH 6,5’ta, Se(IV) ve selenometil selenosistin disinda batan tarler ayiriimistir. Bu
iki tarin kolonda alikonma sureleri birbirine ¢ok yakin oldugu igin zemin sinyalleri
ayirilamamistir (Sekil 17).

Tablo 18. ikinci taglyici fazin calisma sartlar!.

Taslyici faz 5 mM amonyum sitrat tampon ¢dozeltisi, %2 (h/h) metanol

Taslyici faz akis hiz 1,0 mL/min

pH degerleri 50,55, 6,5
Kolon Hamilton PRP-X100 kuvvetli anyon degistirici
160000
140000 Se-(metil) selenosistein
> || —_
120000 Se(v)
100000
wv
Q. 80000
(&)
60000
40000
20000
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sire, min

Sekil 17. Her tir icin 200 ng/mL Se igeren selenyum standart ¢ozeltisi ile pH 6,5da
amonyum sitrat tampon ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen Se(lV) ve selenometil selenosistein
turlerinin AE-HPLC-ICP-MS kromatogramlari.

pH 5,5'de ayirma pH 6,5 degerine gore daha iyi olmakla birlikle (Sekil 18), pH 5,0 selenyum

ve arsenik turlerinin ayirimi igin tim pH degerleri arasinda en yuksek basariyi saglamistir
(Sekil 19 ve Sekil 20).
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80000 Se-(metil) selenosistein

70000 L

Selenosistin A& Se(lV)
60000
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8. 40000
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30000

20000

10000

0
0 2 - 6 8 10 12 14 16
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Sekil 18. Her tir icin 200 ng/mL Se iceren selenyum standart ¢ozeltisi ile pH 5,5de, 5 mM
amonyum sitrat tampon c¢Ozeltisi kullanildiginda elde edilen AE-HPLC-ICP-MS

kromatogrami.
100000 Selenosistin Se-(metil) selenosistein
90000 \ /
Se(IV)

80000 V' /

70000 Selenometiyonin

60000 Se(VI)
2 50000 \
(&)

40000

30000

20000 U \J

10000

0
0 5 10 15 20 25
Sire, min

Sekil 19. Her tur icin 200 ng/mL Se igceren selenyum standart ¢ozeltisi ile pH 5,0'da 5 mM
amonyum sitrat tampon c¢Ozeltisi kullanildiginda elde edilen AE-HPLC-ICP-MS

kromatogrami.
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350000

As(V)
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,, 200000
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150000
100000
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0
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Sekil 20. Her tar icin 200 ng/mL As iceren arsenik standart ¢ozeltisi ile pH 5,0'da 5 mM
amonyum sitrat tampon c¢Ozeltisi kullanildiginda elde edilen AE-HPLC-ICP-MS

kromatogrami.

Selenyum ve arsenik turlerinin alikonma surelerinin pH ile degisimi Sekil 21 ve Sekil 22'te
verilmigtir. Baskin selenyum tur derisimlerinin pH degeriyle degisimleri Sekil 23'de
verilmektedir. pH degerindeki artis ile Se(VI) turinun alikonma suresi belirgin bir bigimde
azalmistir. Se(VI), pH 5,0-6,5 araliginda baskin olarak SeO,% iyonu olarak bulunmaktadir ve
eksi yukua arttigi icin pH degeri arttikga alikonma sdresinin artmasi beklenmektedir. Ancak,
pH artarken tasiyici fazdaki sitrat anyonu da baskin tur haline gelmektedir (Sekil 23). Selenit
ve selenat iyonlarinin alikonma surelerindeki azalma, sabit fazin fonksiyonel gruplarinin

selenit, selanat ve sitrat iyonlari tarafindan doldurulma rekabetine dayandirilabilir.
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Sekil 21. pH'In selenyum tirlerinin alikonma sureleri tzerine etkisi. 5 mM amonyum sitrat

tampon ¢ozeltisi, Hamilton PRP-X100 kuvvetli anyon degistirici kolon ile birlikte kullanildi.

350 +

300 —
—7

S
N
[
o

1

L 4

N

o

o
1

—o— As(ll1)

——As(V)

Alikonma siiresi,
= =
o (O}
o o
| |

(9]
o
1

o

pH

Sekil 22. pH'In As(lIl) ve As(V) tarlerinin alikonma sureleri Uzerine etkisi. 5 mM amonyum
sitrat tampon ¢dzeltisi, Hamilton PRP-X100 kuvvetli anyon degistirici kolon ile birlikte
kullanildi.
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Sekil 23. Se turlerinin ve sitrik asitin pH 0-14 araliginda iyon dagihmi. Calisma araligi yesil

cizgilerle gdsterilmistir (Stadlober vd., 2001).
Sonu¢ olarak kuvvetli anyon degistirici kolon ile birlikte %2 (h/h) metanol icerisinde

hazirlanmis ve pH degeri 5,0 olan 5,0 mM amonyum sitrat tampon ¢dzeltisinden olusan

tasiyici faz kullanilarak hedef tirler birbirlerinden ayirilmiglardir.
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3.8 Analitik Performans

Geligtirilen AE-HPLC-ICP-MS metodunun analitik performansini degerlendirmek igin As ve
Se standartlari enjekte edilmis ve her bir tlire ait pik alanlari hesaplanarak kalibrasyon
dogrulari olusturulmustur. Farkli derisimlerde Se ve As igeren karigim standartlarinin Ust Gste

cakistiriimis kromatogramlari Sekil 24 ve Sekil 25’da verilmigtir.

180000

Selenosistin Se-(metil) selenosistein
160000 \ // Se(IV)

140000 Selenometiyonin

120000 Se(Vl)

100000 \

80000

cps

60000
40000
20000

0
0 5 10 15 20

Sire, min

Sekil 24. 200 pg/L, 100 pg/L, 50 pg/L ve 20 pg/L derisimlerde Se turleri iceren karigim
standartlarin Ust Uste ¢akistirilmis AE-HPLC-ICP-MS kromatogramlari.
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600000
As(lll)
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500000 /
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100000
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Sekil 25. 200 pg/L, 100 ug/L, 50 ug/L ve 20 ug/L As tirleri iceren karisim standartlarin st
Uste cakistiriimis AE-HPLC-ICP-MS kromatogramlari.

Se(lV), Se(VI), selenometiyonin, selenosistin, selenometil selenosistein tirlerine ait
kalibrasyon dogrulari, dogru denklemleri ve R? degerleri sirasi ile Sekil 26, Sekil 27, Sekil 28,
Sekil 29 ve Sekil 30'de verilmistir.

12000000
10000000 v =46.478x +229.576
R?=0,9934 _.--'®
8000000
6000000 -
Q ®-
4000000 -
2000000

0
0 50 100 150 200 250

Se, ng/mL

Sekil 26. Se(1V) turine ait AE-HPLC-ICP-MS igin kalibrasyon dogrusu.
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Sekil 27. Se(VI) turine ait AE-HPLC-ICP-MS igin kalibrasyon dogrusu.

9000000
8000000
7000000
6000000
5000000
4000000
3000000
2000000

IC

1000000
0

y = 42.259 - 48.395 .®
R2 = 0,9992
'.’...
.
50 100 150 200
Se, ng/mL

250

250

Sekil 28. Selenometiyonin tirtine ait AE-HPLC-ICP-MS igin kalibrasyon dogrusu.
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Sekil 29. Selenosistin turine ait AE-HPLC-ICP-MS icin kalibrasyon dogrusu.

9000000

8000000 y =39547x + 197133 e

R?=0,9961
7000000

6000000
5000000
4000000
3000000 .
2000000 ‘.,v""

IC
L g

1000000 e

0
0 50 100 150 200 250

Se, ng/mL

Sekil 30. Selenometil selenosistein turine ait AE-HPLC-ICP-MS igin kalibrasyon dogrusu.

Dogru denklemlerinden, metodun inorganik selenyum turleri i¢in organik selenyum
tirlerinden daha hassas oldugu soylenebilir. Hassasiyetteki farkhliklar turlerin sislesme

verimindeki farklardan ve kolon icerisindeki alikonma mekanizmalarindan kaynaklanabilir.
Benzer sekilde As(lll) ve As(V) turleri igin kalibrasyon dogrulari ¢izilip dogru denklemleri

bulunmus ve Sekil 31 ve Sekil 32'te verilmistir. iki tirin de gelistirilen metotta benzer

hassasiyette oldugu g6zlemlenmistir.
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Sekil 31. Optimum AE-HPLC-ICP-MS kosullarinda As(lIl) tartne ait kalibrasyon dogrusu.

90000000
80000000

y = 383,533x + 2E+06 RS 4
70000000 R>=0,9971 .
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50000000

IC

40000000 .
30000000

20000000 - -

10000000 o

0
0 50 100 150 200 250

As, ng/mL

Sekil 32. Optimum AE-HPLC-ICP-MS kosullarinda As(V) tirtine ait kalibrasyon dogrusu.

Her bir tire ait gdzlenebilme siniri ve tayin siniri hesaplanmasi igin 5,0 ng/mL derisimindeki

karigik standart ¢ozelti ile 5 defa kromatogram alinmistir. Sonuglar
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Tablo 19’ de verilmigtir.
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Tablo 19. AE-HPLC-ICP-MS sistemiyle elde edilmis arsenik ve selenyum tirlerine ait

gOzlenebilme ve tayin sinirlari.

LOD, 3s/m, LOQ, 10s/m, LOD,3s/m, LOQ, 10s/m,

Tir
Mg/L Mg/L bg/g hg/g
As(llN) 0,52 1,73 0,04 0,12
As(V) 0,61 2,03 0,04 0,14
Se(1V) 0,92 3,07 0,06 0,21
Se(VI) 0,88 2,93 0,06 0,21
Selenometiyonin 1,00 3,34 0,07 0,23
Selenosistin 0,91 3,03 0,06 0,21
Selenometil
1,49 4,98 0,10 0,35

selenosistein

LOD: Goézlenebilme siniri, LOQ: Tayin siniri

3.9 Sogan Orneklerinin Tiirlendirme Galigsmalari

3.9.1 Arsenik ile Besleme

1,0 mg/L As(lll) ile beslenen bitkilerin kdk, gdvde ve yaprak ekstraktlari AE-HPLC-ICP-MS ile
analiz edilmis ve arsenik tdrlerinin bulunan derigimleri $ekil 33'te verilmigtir. Sonugclar
arsenigin ¢ok buyik oranda As(lIl) formunda oldugunu, %10’dan az olmak Uzere ¢ok disuk
bir kisminin da As(V) formuna donUstigunu goéstermektedir. En ylksek arsenik derigimi
onceki deney sonuglarina benzer sekilde kdk boliminde gérilmektedir. Bu sonug bitkilerin
As(lll) formunu tercih ettiklerini, muhtemel bir As(l11)-As(V) dontisimuanun tercih edilmedigini

gOstermektedir.
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1800,0
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1400,0
W As(V)
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200,0

Kok Govde Yaprak leave

Sekil 33. 1,0 mg/L As(lll) ile beslenen bitkilerin kdk, gévde ve yapraklarindaki As(lll) ve As(V)

derisimleri.

1,0 mg/L As(V) ¢ozeltisi ile beslenen bitkilerin tlrlendirme sonuglar Sekil 34’te verilmigtir.
As(V) ile besleme durumda da baskin tirtin As(lll) oldugu goérilmektedir. Bu durumda As(V)
besleme ¢odzeltisinde ya da bitki icerisinde As(lll)’e donlismektedir. Besleme ¢dzeltisinin pH

degerleri 6lgulmus ve Tablo 20’de verilmigtir.

1200,0
m As(lll)

1000,0 m As(V)

800,0

600,0

mg/kg

400,0

200,0

0,0 - I I
Kok Govde Yaprak

Sekil 34. 1,0 mg/L As(V) ile beslenen bitkilerin kdk, gbvde ve yapraklarindaki As(l1l) ve As(V)

derigimleri.
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Bu pH araliginda termodinamik olarak arsenigin As(V) olarak bulunmasi beklenir. Bu sonug

IsIginda As(V)'in bitkiye alimindan sonra As(lll)’e donustugu sonucuna varilabilir.

Tablo 20. Hasat zamaninda besleme ¢ozeltisinin pH degerleri.

Besleme Cozeltisi pH
Kontrol 7,77

As (Il 8,07

As (V) 8,01

Se (IV) 8,13

Se (VI) 7,38

As (I11) + Se (IV) 8,76
As (I1l) + Se (VI) 7,75
As (V) + Se (IV) 7,15
As (V) + Se (VI) 7,72

3.9.2 Selenyum ile Besleme

1,0 mg/L Se(lV) ile beslenmis bitkilerde tirlendirme galismasi yapilmis ve sonuglar Sekil 35
ve Sekil 36’de verilmistir. Selenyumun baskin olarak selenometiyonin formunda ve kok
béliminde depolandi§i gézlemlenmigtir. Daha sonra selenometil selenosistein gelmektedir.
Ayrica Se(lV) sadece koék béliminde c¢ok duslk bir derisimde bulunmus, gdévde ve
yapraklarda ise Se(lV) tlrine rastlanmamistir. Bu sonu¢ Se(IV)in temel olarak kok
bélumunde organik selenyum turlerine c¢evrildigini géstermektedir. Derigiminin ¢ok dusuk
olmasi Se(lV) turinin biyokullanilabilirliginin ylksek oldugunu ve hizla organik selenyum

turlerine gevrildigini gostermektedir.
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m Se(lV)
40,0 H Se(VI)
35,0 | SeCys
30,0 MeSeCys
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89 250
®
£ 20,0
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10,0
0,0
Kok Govde Yaprak °

Sekil 35. 1,0 mg/L Se(lV) ile beslenmis bitkilerde kok, gévde ve yapraklardaki selenyum

turlerinin derigimleri.

100%
90% m Se(lV)

80% m Se(VI)

70%
m SeCys
60%
50% MeSeCys

40% B SeMet

30%

20%
- B
0%

k

Ko

Govde Yaprak

Sekil 36. 1,0 mg/L Se(lV) ile beslenmis bitkilerde kdk, gévde ve yapraklardaki selenyum
turlerinin kutlece yuzde dagilimi.

1,0 mg/L Se(Vl) ile beslenen bitkiler incelendiginde ise Sekil 37 ve Sekil 38’da verilen
derigimler bulunmustur. Bu durumda selenyumun temel olarak Se(VI) seklinde bulundugu,
organik turlere déntisimin Se(lV)'e oranla ¢ok sinirli oldugu goériimustir. En ylksek Se(VI)

derisimi yaprak bélimuinde bulunmustur. Sonuglar inorganik Se(VI) tartintn biyoyararlihginin
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(bioavailability) daha disik oldugunu ve bitki igerisinde farkli Se tlrlerine dénidsmedigini
gOstermektedir. Ayrica derigimi en yuksek olan organoselenyum turinin selenometiyonin
oldugu ve yaprak boliminde en fazla bulundugu gorilmistir. Bu sonug Se(VI) iyonunun
yaprak boélumdnde organoselenyum tirlerine dénidsme veriminin daha fazla oldugunu

go6stermektedir.

160,0
H Se(lV)
140,0
m Se(VI)
120,0
| SeCys
100,0
oo MeSeCys
<
S 80,0
€ B SeMet
60,0
40,0
20,0 I
o m -1
Kok Govde Yaprak

Sekil 37. 1,0 mg/L Se(VI) ile beslenmis bitkilerde kdk, gévde ve yapraklardaki selenyum

turlerinin derisimleri.

100% I

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Kok

Sekil 38. 1,0 mg/L Se(VI) ile beslenmis bitkilerde kok, gévde ve yapraklardaki selenyum

-

m Se(VI)
l SeCys
MeSeCys

B SeMet

Govde Yaprak

turlerinin kitlece ylzde dagihmi.
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3.9.3 Se(lV) ve As(lll) ile Besleme

1,0 mg/L Se(1V) ve As(lll) ile beslenen bitkilerin turlendirme iglemi yapildiginda turlerine gore
bulunan arsenik dagihmi

Sekil 39'ta, selenyum dagihmi ise Sekil 40'de verilmigtir. Arsenik dagilimi sadece As(lll) ile
besleme durumu ile karsilastirildiginda kok bolumuindeki As(lll) derisiminin %25 arttigi ve
As(l11)-As(V) derisim oraninin sabit kaldigi gézlemlenmistir. Bu gézlemlere dayanarak Se(1V)
varliginda As(lll) derisiminin arttiyi ve sonu¢ olarak da Se(lV)lin As alinimini arttirdidi

sonucuna varilabilir.

2500,0
m As(lll)

2000,0 As(V)

1500,0

mg/kg

1000,0

500,0

0,0 S
Kok Goévde Yaprak

Sekil 39. 1,0 mg/L Se(IV) ve As(lll) ile beslenmis bitkilerde kok, gbvde ve yapraklardaki

arsenik tdrlerinin derisimleri.

Sekil 40 ve Sekil 41'den gorulecegi Uzere As(lll) varliginda da baskin selenyum turd
selenometiyonindir ve en fazla kék boéliminde bulunmaktadir. Selenometiyoninin derisimi
As(lll) oldugu ve olmadigi durumlarla karsilastiriirsa As(lll) varhginda kék derisiminin %31
oraninda azaldigi, yaprak bdlimuandeki derigsiminin 3 kat arttigi goértlmektedir. Ayrica diger
organoselenyum tlrlerinin de yaprak bdélimindeki derisimlerinin As(lll) olmadigi duruma
gére arttigi gézlemlenmistir. Sadece Se(lV) ile beslenen bitkilerde Se(VI) varlidina
rastlanmazken As(lll) ile birlikte beslenen bitkilerin kok ve yaprak bdlimlerinde Se(VI) varligi

belirlenmistir. Bu sonugclar i1siginda As(lll) varhdinda selenyum tirlerinin kék boéliminden
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yaprak boélumlne gecis yaptidi soOylenebilir. As(Ill) derisiminin en yiksek oranda kok
béliminde oldugu dusunulirse As(lll)’Gn selenyumun organoselenyum tirlerine gevrilmesini
inhibe ettigi, selenyumun mobilitesi fazla olan inorganik formda kaldigi ve selenyumun

yaprak bolumune gegigini kolaylastirdigi soylenebilir.

30,0
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25,0 m Se(VI)
20,0 m SeCys
[
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» 15,0
£
B SeMet
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. I I I
o |l i
Kok Govde Yaprak

Sekil 40. 1,0 mg/L Se(IV) ve As(lll) ile beslenmis bitkilerde kok, gévde ve yapraklardaki

selenyum turlerinin derigimleri.
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20% m Se(VI)
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Sekil 41. 1,0 mg/L Se(lV) ve As(lll) ile beslenmis bitkilerde kok, gévde ve yapraklardaki

selenyum turlerinin kutlece yuzde dagilimi.
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3.9.4 Se(lV) ve As(V) ile Besleme

Sekil 42'ten de gorulebilecegi Uzere Se(IV) ve As(V)'in birlikte verildigi kombinasyonda da
As(V)'in yalnmz verildigi duruma benzer olarak arsenigin As(lll) formunda bulundugu ve kok
bdliminde depolandigi gorilmektedir. Kbk, gévde ve yapraklardaki As(lll) derisiminin Se(IV)
varliginda yaklasik iki katina ¢iktigi gorilmustur.

2500,0
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Sekil 42. 1,0 mg/L Se(IV) ve As(V) ile beslenmis bitkilerde kdk, govde ve yapraklardaki

selenyum turlerinin derigimleri.

Selenyum turlerinin dagilimi Sekil 43 ve Sekil 44’te verilmistir. As(V) varliginda kok
bélumunde selenometiyonin derisimi %10 azalirken yaprak bdoliminde selenometiyonin
derisimi iki kat artmistir. Selenometil selenosistein ve selenosistin molekdllerinin derisiminde
cok buyuk bir degisim olmamistir. Bu sonugclar As(lll) ile Se(IV) arasinda sinerjik bir iligki

varligini isaret etmektedir.
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Sekil 43. 1,0 mg/L Se(IV) ve As(V) ile beslenmis bitkilerde kdk, gévde ve yapraklardaki

selenyum turlerinin derisimleri.
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Sekil 44. 1,0 mg/L Se(lV) ve As(V) ile beslenmis bitkilerde kdk, gévde ve yapraklardaki

selenyum turlerinin kitlece ylizde dagihmi.
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3.9.5 Se(VI) ve As(lll) ile Besleme

As(lll) iyonlari Se(VI) ile birlikte bitkiye verildiginde kok bolumundeki As(lll) derigsiminin yari
yarlya azaldigi ve gévde ve yaprak bolimlerindeki As(lll) derisiminde édnemli bir fark olmadigi
gorulmektedir (Sekil 45). Diger taraftan kok bolumindeki As(V) derisiminin yari yariya
azaldigi gorulebilir. Bu durumda Se(VI) varliginda arsenigin bitkiye aliniminin azaldigi
sonucuna varilabilir. Sekil 9'da verilen ¢ozelti ortaminda kalan As derisimleri bu bulguyu

destekler niteliktedir.

m As(1ll)

HAs(V)

Kok Govde Yaprak

Sekil 45. 1,0 mg/L Se(VI) ve As(lll) ile beslenmis bitkilerde kok, gdévde ve yapraklardaki

arsenik tarlerinin derisimleri.

Selenyum tdrlerinin dagihmi incelendiginde ise Sekil 46 ve Sekil 47°den gorllecegi Uzere
baskin tur yine Se(VI)dir. Ancak kok bolimundeki Se(VI) derisimi yari yariya azalirken
yaprak boélimundeki Se(VI) derisiminin neredeyse iki katina ¢iktigi gézlenmistir. Bu durum
tartisma bodliuminde toplam selenyum dagilimi altinda verilen, (Bkz. Bolum 3.5), As(lll)
varliginda selenyumun yapraklara tasindigi goértsu desteklemektedir. Organoselenyum
turlerinden sadece selenometiyonin gézlemlenebilirken yapraktaki derisimi sabit kalmistir. Bu
sonugclar, kdk béliminde As(lll) ile Se(VI) arasinda antagonistik bir iliski oldugunu goésterir

niteliktedir.
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Sekil 46. 1,0 mg/L Se(VI) ve As(lll) ile beslenmis bitkilerde kok, goévde ve yapraklardaki

selenyum turlerinin derisimleri.
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Sekil 47. 1,0 mg/L Se(VI) ve As(lll) ile beslenmis bitkilerde kdk, gévde ve yapraklardaki
arsenik turlerinin kutlece yuzde dagilimi.
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3.9.6 Se(VI)ve As(V) ile Besleme

Se(VI) ve As(V) iyonlarinin es zamanl verildigi durumda kok boéliuminde As(lll) derisiminin
yalniz As(lIl) verildigi duruma gore %23 azaldigi As(V) derisiminin ise yalniz As(lll) verildigi
duruma goére %40 oraninda arttigr gértulmastir (Sekil 48). Bu sonuglar i1siginda Se(VI)

varliginda As(lll) iyonlarinin As(V) iyonlarina dénusme veriminin arttigi sdylenebilir.

m As(lll)

HAs(V)

Kok Goévde Yaprak

Sekil 48. 1,0 mg/L Se(VI) ve As(V) ile beslenmis bitkilerde kdk, govde ve yapraklardaki

arsenik tarlerinin derisimleri.

Selenyum turlerinin derisimleri incelendiginde Sekil 49 ve Sekil 50'de gorilebilecedi gibi
baskin tirin Se(VI) oldugu goézlemlenmigstir. Kok ve gdvdedeki Se(VI) derigimleri yalniz
Se(VI) ile besleme durumuna gore ¢ok degismezken, yapraktaki Se(VI) derigiminin As(V)
varliginda %30 oraninda arttigi gozlemlenmistir. Benzer sekilde yapraklardaki
selenometiyonin derisimi %50 oraninda artmigtir.
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Sekil 49. 1,0 mg/L Se(VI) ve As(lll) ile beslenmis bitkilerde kok, goévde ve yapraklardaki

selenyum turlerinin derisimleri.
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Sekil 50. 1,0 mg/L Se(VI) ve As(lll) ile beslenmis bitkilerde kék, gévde ve yapraklardaki

selenyum turlerinin kutlece ylzde dagilimi.

58



4. SONUGLAR

Bu calismada bes selenyum, Se(lV), Se(VI), selenometiyonin, selenosistin ve selenometil
selenosistein; ve iki arsenik, As(lll) ve As(V), turinun egszamanli tirlendirmesini yapabilmek
icin duyarl bir HPLC-ICP-MS metodu gelistiriimis ve arsenik ve selenyum ile beslenen yesil
sogan bitkisinde anilan elementlerin bitkiye aliniglari agisindan olasi sinerjik ve antagonistik

etkileri gbzlenmis ve sonugclar incelenmistir.

Oncelikli olarak secilen tiirlerin hepsini olabildigince kisa siirede ayirabilecek bir
kromatografik metot aranmistir. Bu amacgla ilk olarak iyon eslestirici (ion pairing) ajanlar
esliginde C18 ve C8 ters faz kolonlar kullanilmig, ancak blylk molekulli ajanlar kullanildigi
durumda iyonik tlrler ayiriirken organik tarler ayirilamamis, kucguk molekdlld ajanlar
kullanildiginda ise organik turler ayirilirken inorganik turler ayirilamamistir. Bunun Uzerine
iyon degistirici kolon kullaniimistir. Farkli denemeler sonucunda gugll bir anyon degistirici
kolon olan PRP-X100 secilmis, hedeflenen ayirilma, %2 (h/h) metanol igerisinde pH degeri

5,0 olan 5,0 mM amonyum sitrat tasiyici faz ile gerceklestirilmistir.

Farkli bilesimlerde inorganik As ve/veya Se igeren besleme ¢dzeltileri kullanilarak hidrofonik
ortamda yesil sogan bitkileri yetistiriimistir. 5,0 mg/L ve 10,0 mg/L As vel/veya Se igeren
¢cozeltiler kullanildiginda bitkilerdeki kék ve yaprak gelisiminin kontrol bitkisine oranla ¢ok
disuk oldugu gbézlemlenmis ve bu derisim seviyelerinde arsenik ve selenyumun toksik etki
gosterdigi sonucuna variimistir. Ornegin, 5,0 mg/L diizeyinde besleme igin 6zellikle As ve
Se’un birlikte oldugu durumlarda bitki kok kutlesinin kontrol 6rnege gore %15, yaprak
kOtlesinin ise %50 oranlarinda oldugu gézlenmistir. As ve Se elementlerin besleme
¢ozeltisinde yalniz bulundugu durumlarda ise ayni oran yaklasik %80 dizeyindedir. 1,0 mg/L
derisimin uygulandigi deneylerde ise bitkilerin kok, govde ve yaprak kutlelerinin kontrol
ornegine goére en az %50 oldugu saptanmistir. Bu deney sonuglari temel alinarak bitki

yetistirmek icin 1,0 mg/L derisiminin uygun olduguna karar verilmigtir.

Bitkilerdeki toplam As ve Se tayini icin kok, gévde ve yaprak bdlumlerinden &rnekler
mikrodalga yardimli 6zitleme sistemi ile hazirlanmig ve ICP-MS ile analiz edilmigtir. Ayrica

besleme ¢ozeltisinde kalan As ve Se derigimleri tayin edilmistir.

Arsenik dagilimi incelendiginde biyuk oranda bitki tarafindan alindigi ve %90 Uzerinde kok
boéliminde depolandigi gorilmektedir. As(lll) ve As(V) igin ortak olan bu davranis arsenigin

toksik etkisine karsi bitkinin gelistirdigi bir koruma mekanizmasi olarak da yorumlanabilir.
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Selenyum dagilimi incelendiginde besleme c¢o6zeltisinde Se(IV) bulunan durumlarda en
yuksek Se derisimi kdk bdlimunde ol¢llirken, Se(VI) verilmesi durumunda en yiksek Se
derigimi yaprak boéliminde o&lgllmiastir. Bu davranig Se(IV)'Un koék bdliminde alimindan
sonra biyoyararl bilesiklerine doénistirilmesi ancak Se(VI)ynin déndsim oraninin disuk

olmasi ile agiklanabilir.

Yalniz Se(lV) igeren beslemeye goére, As(lll) veya As(V)in de verildigi durumlarda kok
bolimindeki Se derisimin azaldigi, yaprak bdlimindeki Se derisimimin ise arttig
gozlemlenmigstir. Bu bulgulara dayanarak arsenigin selenyum tlrlerinin organoselenyuma
donusmesini azalttig1 dolayisiyla daha ¢ok selenyumun arsenik derisimi gorece dusuk olan

yaprak bolumune gecerek orada organoselenyum turlerine donuastigu soylenebilir.

Turlendirme calismalarina gecilmeden once selenyum ve arsenik tdrlerinin 6rneklerden
Ozutlenmesi islemi optimize edilmistir. Bu noktada enzim yardimh 6zutlemenin en yuksek
verime sahip oldugu ve enzim olmadan selenometiyonin gibi proteinlere bagl turlerin ¢ozelti
ortamina alinamadig§i gézlemlenmistir. Fosfat tamponu esliginde en etkin sonuglari saglayan

proteaz type XIV enzimi kullanildi.

Turlendirme g¢alismalari sonucunda As(lll) veya As(V) ile beslenen bitkilerde kdk, govde ve
yaprak boélimlerinde baskin tur olarak As(lll) bulunmus, As(V) derigiminin ise diguk oldugu
saptanmistir. Besleme c¢ozeltisinde de As(lll) ve As(V) tiurlendirme analizi yapilmis, bu
ortamdaki tirlerin derisiminde degisiklik olmadigi goézlenmistir. Bu verilerden yola c¢ikarak

As(V)'in bitkiye alindiktan sonra As(lll) formuna donustigu anlasiimigtir.

Yalniz Se(1V) ile beslenen bitkiler incelendiginde selenyumun baskin olarak selenometiyonin
ve selenometil selenosistin formlarinda ve kék boéliminde depolandigi goézlemlenmigtir.
Doénusim, kok icin %90, gévdede ve yaprakta ise %100 dlzeyindedir. Bu sonuglar Se(1V)

tirinin biyokullanilabilirliginin yiksek oldugunu géstermektedir.

Se(VI) ile beslenen bitkilerde ise selenyumun baskin sekilde Se(VI) seklinde kaldidi, organik
turlere donisimin ¢ok sinirli oldugu goériimuistir. DonGsim, kék igin %8, gbévdede %0
yaprakta ise %14 dizeyindedir. Sonuclar inorganik Se(VI) tirinin biyoyararlihiginin Se(IV)'e
gore daha dusuk oldugunu ve bitki icerisinde farkli Se tirlerine dnemli 6lgide donusmedigini

gOstermektedir.
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Bu agsamalardan sonra, Selenyum ve arsenigin birlikte verildigi durumlar incelenmigtir. As(lll)
ve Se(lV) ile beslenen bitkilerde, kdkteki As(lIl) derisiminin yalniz As(lll) ile beslenen bitkilere
gbre %25 arttigr goértlmastir. Gévde ve yaprakta ise anilan iki besleme rejiminin sonuglari
arasinda 6nemli fark gorulmemigtir. Bu durum As(lll) ile Se(lV) arasinda sinerjik bir iligki

oldugunu gdstermektedir.

As(lll) ve Se(1V) ile beslenen bitkilerde, kok boluminde selenometiyonin derigiminin yalnizca
Se(lV) ile beslenen bitkiye gore yaklasik %30 azaldidi, yaprak boliminde ise 2,5 kat arttigi

gorulmastar.

As(V) ve Se(lV) turlerini birlikte iceren besleme ¢ozeltisiyle alinan sonuglar da incelendi. Bu
durumda, kok bolimundeki As(lll) derisimi, yalniz As(V) iceren rejime gore yaklasik 2 kat
artmistir. Ote yandan Se(IV) tiiriiniin dénisim Griinleri igin derisim, basta selenometiyonin
olmak Uzere, yalniz Se(lV) iceren rejime gore kok boéliminde o6nemli bir degisiklik
gostermezken, yaprak bolimunde yaklasik 2,5 kat artmistir. Bu sonuglar, sinerjik etkinin

As(V) ile Se(lV) arasinda da bulunduguna isaret etmektedir.

As(lll) ve Se(VI) turlerinin birlikte besleme ¢ozeltisinde bulundugu deneylerin sonugclari da
incelenmigstir. Yalniz As(lll) iceren besleme rejimine gore, As(lll) derisimi karisik beslemede
kok boéliminde 2 kat azalirken diger bitki boélimlerinde iki besleme tlrinin sonuglari
arasinda 6nemli farklar gézlenmemistir. Sonuglar, kdk bolimi icin besleme ¢dzeltisinde

Se(VI) varhginin arsenik alimini azalttigi, yani antagonistik bir etkinin bulundugu gézlenmistir.

As(lll) ve Se(VI) turlerinin birlikte besleme c¢ozeltisinde bulundugu deneylerin sonuglari ise
hem sinerjik, hem de antagonistik sonuglar vermistir. Yalniz Se(VI) igeren besleme rejimine
kiyasla karnigim igeren durumda, Se(VI) derisimi yaprakta yaklasik 1,8 kat artarken, kok

bdliminde ise 1,7 kat azalma gdzlenmigtir.

As(V) ve Se(VI) turlerinin birlikte besleme ¢ozeltisinde kullanildigi durumda ise etkilesimin
O6nemli dlcide olmadigi gbézlenmistir. Bu tartismada, daha 6nce de belirtildigi gibi, bitki As(V)
ile beslendiginde blyuk ol¢ide As(lll) tirine dénlisim olmaktadir. Bu doniusumin ¢ozeltide
degil, bitki icinde oldugunun hatirlanmasi da yararh olacaktir. Yalniz As(V) iceren besleme
rejimine gore, karisik beslemede As(lll) derisimi kék boliminde sadece %20 dlzeyinde

azalmistir.
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As(V) ve Se(VI) turlerinin birlikte bulundugu durumda da, bitkideki Se(VI) derisimi igin, hem
sinerjik hem de antagonistik etkilesimlerin varligina isaret eden sonugclar alinmigtir. Yalniz
Se(VI) iceren besleme rejimine kiyasla, karisim iceren durumda, Se(VI) derigimi kok
béliminde 1,4 kat azalirken, yaprakta ise 1,5 kat artis gézlenmistir. Se(VI) iceren besleme
¢ozeltilerinde, organoselenyum turlerine doénusum bitkinin  tim bdlimlerinde énemsiz
dizeyde bulunmaktadir; analizler baskin turin bitkinin tim bdlumlerinde Se(VI) oldugunu

gOstermistir.

Yukarida sunulan gézlem ve sonuglarin tim bitkilere genellenmesinin dodru olmayacagini,

literatar verilerinden anlasiimaktadir.

Literatirde bitkilerde eszamanl tlrlendirme calismalari nadirdir. Ulasilabilen calismalarda
bitkiler seralarda kontrolstiz olarak dogal toprak (Afton vd., 2009) ya da ¢cesme suyu gibi
¢ozelti ortaminda (Pacheco vd., 2014) yetistiriimistir. Bu durumun bir sonucu olarak eklenen
elementlerin besleme ortaminda gegirebilecekleri olasi degisimler, bitki ve yetistirme ortami
arasindaki dagilim gibi durumlari incelemek mumkin olamamistir. Buna karsin mevcut
¢alismada bitkinin kok, gdvde ve yaprak bolimlerinin yani sira besleme c¢dzeltisi de
incelenmis, tdrlerin besleme ¢oézeltisi icerisinde bir degisime ugramadigi, degisimin bitkiye
alimdan sonra oldugu gosterilmis; bitki ve besleme ortamindaki As(lll)-As(V) derisimleri bu
sonuca varilmasini saglamistir. Bu projede, As ve Se elementlerinin toplam derisimi ve
ayrica turleri bazinda bitkinin kok, gbvde ve yaprak bdlumlerinde ayrintili bir dagihm
¢ikarilabilmek mimkin olmustur. Bu bulgular c¢alismanin 6zglin degerine katki

saglamaktadir.
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