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OZET

Anahtar Kelimeler: Scenedesmus ellipsoideus Chodat, Kklorofil-a, biyomas, agir
metaller, ¢inko, antioksidan enzimler, SOD, APOD, GR

Bu calismada, Scenedesmus elipsoideus algi lizerinde farkli  ¢inko
(Zn) konsantrasyonlarinin (0, 1, 2,4, 6 ve 8 ug mL"!) etkisi, baz1 biiyiime ve fizyolojik
parametreleri Olgiilerek arastirnlmistir. Bu amacla, biyokiitledeki ve klorofil a
igerigindeki degisimler 7 giin boyunca giinliikk olarak Olgiilmistiir. Deney siiresi
boyunca 750 nm'de 6l¢iilen biyokiitle degerleri, herbir Zn konsantrasyonunda zamana
bagli olarak diizenli artis gostermistir. Bununla birlikte, Zn konsantrasyonu arttik¢a
muhtemelen S. ellipsoideus alginin hiicre boliinme mekanizmasinda goriilen hasar
sonucu biyokiitle degerlerinde azalma goriilmiistii. Benzer sekilde, Zn
konsantrasyonu arttik¢a klorofil a igerigi azalmistir. 7 giin boyunca diizensiz
degisimler gosteren bu parametre S. elipsoideus alginin, fotosentetik pigment
metabolizmasi iizerinde Zn metalinin siddetli etkisine isaret etmektedir. Zn toksisitesi
altinda S. elipsoideus alginin metabolik savunma yanitlarinin etkinligi, bazi
antioksidan enzimlerdeki degisimlerin belirlenmesi yoluyla incelenmistir. Buna gore
toplam siiperoksit dismutaz (SOD), mangan siiperoksit dismutaz (MnSOD), demir
siiperoksit dismutaz (FeSOD), aktiviteleri 4 ug mL™' Zn ya kadar artmis ve daha sonra
azalmustir. Bu sonuglar, 4 pg mL! Zn konsantrasyonundan yiiksek konsantrasyonlarin
MnSOD ve FeSOD gibi SOD izozimlerini inhibe ettigini ve S. ellipsoideus
hiicrelerinde siiperoksit birikimi ile sonuglandigini géstermektedir. SOD aktivitesine
uygun olarak toplam askorbat peroksidaz (APOD), aktivitesi 2 pg mL' Zn
konsantrasyonundan yiiksek konsantrasyonlarda hafifce artmis ve 8 pg mL! Zn
konsantrasyonunda azalmistir. Bu sonug, yiikksek Zn konsantrasyonlarinin S.
ellipsoideus hiicrelerinde hidrojen peroksit birikimine yol actigin1 agikca
gostermektedir. Bununla birlikte, uygulanan tim Zn konsantrasyonlarinda glutatyon
rediiktaz (GR) aktivitesi 6nemli degisiklikler gdstermemistir.

Sonug¢ olarak, daha yiiksek Zn konsantrasyonlarinin S. ellipsoideus hiicrelerinde
stiperoksit radikal ve hidrojen peroksit birikimi ile sonuglandigi sonucuna varilabilir.
Ayrica, bu zararl bilesiklerin klorofil a molekiillerinde fotooksidasyonu sagladig: ve
bliylime oranimi azalttigi sdylenebilir. Son olarak, Zn toksisitesi altinda sabit GR
aktivitesinin belirttigi lizere indirgenmis glutatyon birikiminin olmamasi, antioksidan
savunma sisteminin diisiik etkinliginden sorumlu olabilir.

ix



EFFECTS OF ZINC TO THE GROWTH AND ANTIOXIDANT
ENZYME ACTIVITY OF SCENEDESMUS ELLIPSOIDEUS
CHODAT

SUMMARY

Keywords: Scenedesmus ellipsoideus Chodat, chlorophyll-a, biomass, heavy metals,
zinc, antioxidant enzymes, SOD, APX, GR

In this study, the effect of different (Zn) zinc concentrations (0, 1, 2,4, 6 and 8 pg mL"
Y on Scenedesmus ellipsoideus was investigated through some growth and
physiological parameters. For this purposes, changes in the biomass accumulation and
chlorophyll a content were measured daily during the experiment (7 days). Our results
showed that biomass accumulation, measured at 750 nm, represents a progressive
increase in a time dependent manner at each Zn concentration during the experiment.
Increased Zn concentrations, however, resulted in the decreased biomass values
probably due to an impairment in cell division mechanism in S. ellipsoideus. Similarly,
chlorophyll a content was decreased as the Zn concentration increased while this
parameter showed irregular changes during 7 days, which may indicate a severe effect
of Zn on photosynthetic pigment metabolism in S. ellipsoideus. The efficiency of
metabolic defence responses of S. ellipsoideus under Zn toxicity was evaluated by the
changes in some antioxidant enzymes. Accordingly, total superoxide dismutase
(SOD), manganese superoxide dismutase (MnSOD), iron superoxide dismutase
(FeSOD), activities increased up to 4 ug mL! Zn and then decreased. These results
may show that Zn concentrations higher than 4 pg mL"! inhibited SOD izozymes such
as MnSOD and FeSOD and resulted in superoxide accumulation in S. ellipsoideus
cells. In accordance to SOD activity, total ascorbate peroxidase (APX), activity
increased slightly at Zn concentration higher than 2 pg mL! and decreased at 8 pg mL-
' Zn concentration. This result clearly indicated that higher Zn concentrations led to
hydrogen peroxide accumulation in S. ellipsoideus cells. Glutathione reductase, (GR)
activity, however, did not show significant changes at all applied Zn concentrations.

As a result, it may be concluded that higher Zn concentrations result in superoxide
radical and hydrogen peroxide accumulation in S. ellipsoideus cells. Further, these
harmful compounds may lead to photooxidaiton in chlorophyll @ molecules and
decrease growth rate. Finally, the absence of reduced glutathione accumulation, as
indicated by constant GR activity under Zn toxicity, may be responsible for the lower
efficiency of antioxidant defence system.



BOLUM 1. GIRiS

Insanoglu yeryiiziinde yasamaya basladigi ilk giinden bu yana siirekli cevre ile
etkilesim i¢inde bulunmustur. Bu etkilesim insanoglunun ¢evreyi bilingsiz bir sekilde

kullanmasiyla ¢esitli sorunlar1 da beraberinde getirmistir.

Hizli niifus artisina bagh olarak ortaya ¢ikan sanayilesme ile birlikte yeni kimyasal
bilesiklerin iiretimi ve bu bilesiklerin siirekli kullanilmasindan dolay1 ekosisteme
binlerce kirletici katilmaktadir. Bu kimyasal bilesikler hem organik hem de inorganik
kimyasallar1 kapsamaktadir. Fiziksel ve kimyasal ozelliklerinden dolayi, organik
kimyasallarin ¢ogu ekosistemde bol miktarda ve siirekli bulunmaktadir. Inorganik
kimyasallardan olan metaller ise endiistriyel ve evsel kullanima bagl olarak ¢evre
sorunlar1 yaratmaktadir (Sofyan, 2004). Bu kimyasal kirleticilerden olan agir metalleri
diger kimyasal kirleticilerden ayiran en 6nemli fark; ¢evre kosullarmma dayanikl
olmalari, biyolojik sistemler {izerinde etkili olmalar1 ve kolaylikla besin zincirine dahil

olarak canli dokularinda birikim gosterebilmeleridir (Bas ve Demet, 1992).

Dogada metal kirliligine yol acan ¢ok ¢esitli faktorlerden bahsedilebilir (Li, 1981;
Goyer ve ark., 1989). Depremler, volkanik patlamalar ve seller gibi dogal faktorlerin
yant sira, endiistriyel, kentsel, tarimsal ve ulasim gibi antropojenik faktorler metal
kirliligini olusturan faktorler arasinda sayilabilir (Y1ildiz, 2004). Ekolojik sistemdeki
agir metal kirliligi dogal faktorlerden ¢ok antropojenik kaynakli olarak
gerceklesmektedir. Kullanima bagl kirlenmenin yaninda kazalar sonucunda da agir
metallerin ¢evreye yaymimmi Onemli miktarlara ulasabilmektedir. Ornegin, 1979
yilinda Lengrich’teki ¢imento tesisinde meydana gelen talyum (T1) sizintis1 6nemli bir
cevre kirliligine yol agmistir. Yillik olarak dogal faktorler sonucu 7600 ton kadmiyum
(Cd), 3600 ton civa (Hg) ve 332000 ton kursun (Pb) atmosfere atilmakta iken;
antropojenik kaynakli agir metal kirliliginin, Cd i¢in 8 kat, Hg, Pb ve Sn i¢in 6 kat,



arsenik (As), nikel (Ni) ve krom i¢in (Cr) 3 kat daha fazla oldugu bildirilmistir (Rether,
2002).

Sehir merkezlerinde kanalizasyon ¢ikislarinin bulundugu alanlarda agir metal kirliligi
yiiksektir (Wickfors ve Ukeles, 1982; Rebhun ve Amotz, 1984) fakat endiistriyel
alanlara yakin bolgelerde daha da yiikselir (Cotté-Krief ve ark., 2000; Bu-Olayan ve
ark., 2001, Eser ve Volpe, 2002). Agir metaller hava, su ve diger etkenlerle gida
Zincirine girerek canlilarin yapisina alinmaktadir (Lauwerys ve ark., 1993). Bunun
sonucunda hem insan ve hayvan sagligi hem de tarimsal iiriin miktar1 ve kalitesi
tizerinde olumsuz bir unsur olusturmaktadir (Korentajar, 1991; Chen ve ark., 2001).
Canli biinyesine alinan agir metaller, metabolizma tlizerindeki toksik etkilerini degisik
yollarla gosterebilmektedir. Ornegin, proteinlerle etkilesime girerek onlarin enzimatik
ve yapisal fonksiyonlarini degistirip inhibe edebilmekte, temel elementlerin yerini

alarak toksik etki gosterebilmektedir (Bremner, 1974).

1.1. Agir Metaller

Genel olarak zehirli ve ¢evre kirliligine neden olan tim metaller agir metal olarak
adlandiriimakla birlikte agir metal terimi fiziksel olarak yogunlugu 5 g cm™’den daha
yiiksek olan metaller i¢in kullanilir. Bu gruba kursun (Pb), kadmiyum (Cd), krom (Cr),
demir (Fe), kobalt (Co), bakir (Cu), nikel (Ni1), civa (Hg) ve ¢inko (Zn) olmak iizere
60'tan fazla metal dahil edilebilir (Tablo 1.1.). Metallerin ekolojik sistem iizerine
etkisi, metalin ait oldugu grubun 6zelliginin vurgulanmasi biyolojik etki agisindan ¢ok
daha anlamhidir (Kahvecioglu ve ark., 2004).



Tablo 1.1. Onemli agir metallerin ekolojik olarak siniflandirilmas, K: kirletici, G: gerekli (Y1ldiz, 2004).

Element Ozgiil agirlik (g cm™®) | Canlilar icin gereklilik | Kirletici olup olmadigi
Gilimiis (Ag) 10,5 - K
Kadmiyum (Cd) 8,5 - K
Krom (Cr) 7,2 G K
Kobalt (Co) 8,9 G K
Bakir (Cu) 8,9 G K
Demir (Fe) 7,9 G K
Civa (Hg) 13,6 - K
Mangan (Mn) 7,4 G -
Kursun (Pb) 11,3 - K
Molibden (Mo) 10,2 G K
Nikel (Ni) 8,9 G K
Platin (Pt) 21,5 - -
Talyum (TI) 11,9 K
Kalay (Sn) 7,3 - K
Uranyum (U) 19,1 G K
Tungsten (W) 19,3 G K
Cinko (Zn) 7,1 G K

Metaller dogada bulunur ve bazi metaller kiiresel ekosistemlerin birer pargasidir. Bakir
ve ¢inko gibi metaller yasam i¢in gereklidir. Yiiksek yogunluklarda zehirli olmalarina
ragmen, fotosentetik elektron tasinim reaksiyonlarinda anahtar rol oynayan
molekiillerin pargasidir ve c¢ogu enzimin aktivitesi igin gerekli mikro besin
elementleridir (Raven ve ark., 1999). Ancak kursun ve civa gibi diger metallerin
canlilar i¢in faydali bir biyokimyasal fonksiyon yerine getirip getirmedigi

bilinmemektedir (Allan, 1997).

1.1.1. Cinko (Zn)

Hava, toprak ve suyun yani sira, tiim besin maddelerinin yapisinda da bulundugu
bilinmektedir. Cinko miktar1 havada 300 ng m, toprakta 10-300 mg kg™, yiizey
sularinda ise genellikle 50 pg L*''nin altinda olup, maden kaynaklarma yakin
bolgelerde 50 mg L* ya da daha yiksek konsantrasyonlarda ¢inkoya
rastlanabilmektedir (Barceloux, 1999; WHO, 2001). Tatl1 sulardaki miktar1 0.1-50 pg
L%, deniz suyundaki miktar1 ise 0.002-0.1 pg L*’dir (WHO, 2001). Cinko metali
dogada serbest olarak bulunmaz. Bunun yerine ¢inko siilfiir (sfalerit), ¢inko karbonat
(smitsonit) ve ¢inko oksit (zinkit) gibi degisik mineraller seklinde +2 degerlikli olarak

bulunur. Yeryiiziinde ¢inko igeren 55 mineralin var oldugu bilinmektedir (WHO,



2001; ATSDR, 2005; US EPA, 2005). Cinko ve ¢inko igeren bilesiklerin bazi kimyasal
ve fiziksel 6zellikleri Tablo 1.2.’de verilmistir.

Dogadaki ¢inko kirliliginin temel antropojenik kaynagi, metal eriticilerden ve
madencilik etkinlikleridir. Piring, bronz, alagimlar ve boyalarda ¢inkonun kullanim1 ve
tiretimi ile farkli atik kaynaklari ¢inkonun c¢evrede serbest kalmasina yol acar (US
EPA, 2005). Bu aktiviteler atmosferdeki ¢inko diizeyini de artirmaktadir (ATSDR,
2005). US EPA’nin Ulusal Onciiliik Listesi’nde (NPL) yer verilen 1662 tehlikeli atik
bolgesinin en azindan 985’inde ¢inkonun da mevcut oldugu belirlenmistir (US EPA,

2005).

Tablo 1.2. Cinko ve ¢inko igeren bazi bilesiklerin 6zellikleri (Barceloux,1999b; ATSDR ,2005).

Cinko | Cinko oksit | Cinko kloriir Cinko siilfat Cinko siilfiir
Molekiiler formiilii Zn Zn0O ZnCI2 ZnS04 ZnS
?gonlfoklﬁl)er agurhg 65,38 | 81,38 136,29 161,44 97,44
Erime noktasi (°C) 4195 | 100 283 600 ~1700
Kaynama noktasi (°C) 908 Veri yok 732 Veri yok Veri yok
Suda ¢oziintirligi _ ) ~ )
(g L%, 25 °C’de) 2x10-3 4,3x103 1,7x103 7x10-3
Yogunlugu (g cm®) 7,14 5,607 2,907 3,54 ~4,1

1.1.2. Cinkonun kullanim alanlari

Cinko; demir, aliiminyum ve bakirdan sonra diinyada en ¢ok kullanilan doérdiincii
metaldir. Metalik ¢inko, endiistrinin bir¢ok alaninda kullanim alanina sahiptir. Cinko
en yaygm olarak, asinma ve korozyona karsi demir ve c¢elik gibi metallerin
kaplamasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Metalik ¢inko diger metaller ile piring
ve bronz gibi alagimlar olusturabilir. Cinko ve bakir igeren alagimlar (% 97.6 ¢inko ve
% 2.4 bakir) para yapiminda kullanilmaktadir (Barceloux, 1999; ATSDR, 2005).

Cinko tuzlan i¢inde en genis uygulama alanina sahip olan c¢inko oksittir ve
vulkanizasyon (kiikiirtle sertlestirme) etkinlestiricisi ve hizlandiricisi olarak kauguk
endistrisinde kullanilmaktadir. Cinko oksit bakteriyel ve fungal bozulmalar
engellemek i¢in hali elyaflarina eklenerek endiistriyel koruyucu olarak da

kullanilmaktadir (US EPA, 1992). Cinko klortir, ¢inko siilfat, ¢inko oksit ve ¢inko



stlfit; kozmetik, dis, medikal ve evsel alanlarda genis uygulama alanlarina sahiptir
(ATSDR, 2005). Cinko bilesiklerinin uygulama alanlar1 Tablo 1.3.’de gosterilmistir.

Tablo 1.3. Baz1 ¢inko bilesiklerinin kullanim alanlar1 (Barceloux, 1999).

Cinko Bilesikleri Kullanim Alanlari
Cinko asetat Agac koruyucu, mordan, cila ve ayrag olarak
Pigment, besin destegi, porselen tiretimi, ¢omlekgilik ve kauguk

Cinko karbonat sanayii

Deodorant, dezenfektan, aga¢ koruyucu, 1siya dayanikli malzeme
yapimy, kuru pil, dis tozu
Cinko kromat (IV) hidroksit Boya, yag, vernik, musamba, kauguk yapiminda pigment olarak
Cinko glukonat Genel sogutucular i¢in dnerilen uygulamalarda

. . Pigment, cimento, cam tekerlek, kibrit, beyaz miirekkep, ayrac,
Cinko oksit fo‘?ograf kgagldl ve fungisit olarak g P
Cinko fosfiir Rodentisit (kemirgen 6ldiiriicii) olarak
Tablet ve kauguk iiretimi, kozmetik ve eczacilik tozlarinda,
merhem olarak
Cinko siilfat Mordan, aga¢ koruyucu olarak

Cinko kloriir

Cinko stearat

1.1.3. Cinkonun canllar iizerindeki etkisi

Cinko birgok fizyolojik olaya katildigindan tiim canlilar icin temel mikro besin
elementidir. Cinko, canli i¢in katalitik islevlere katilma, yapisal kararlilig1 koruma ve
enzimlerin yapisina katilma olmak tizere iizere 3 temel islev sergilemektedir. Plazma
zarinin kararliliginin korunmasinda, DNA ve RNA sentezinde, hormon reseptdrlerinde
ve alkalin fosfataz, alkol dehidrojenaz, CuZn-siiperoksit dismutaz, karboksipeptidaz,
d-aminolevulinik asit dehidrataz, karbonik anhidraz, DNA polimeraz (DNA polimeraz
alfa, DNA polimeraz III) ve ters (reverse) transkriptazi igine alan 300°den fazla
enzimin aktivasyonu igin gerekli bir elementtir (WHO, 2001; US EPA, 2005).

Diger metaller gibi belirli konsantrasyonun iizerine ¢iktig1 zaman canlilar igin toksik
etki yapmaktadir. Tiirlere gore EC50 degerleri, bitkiler ve fitoplankton i¢in 0.058-10
mg L arasindadir. Cinkonun toksisite derecesi dis ortamdaki konsantrasyonuna,

cinkonun ¢okelmesine, suyun pH ve sertligine gore degisir (WHO, 2001).

Cinko alglerde de bir¢gok metabolik fonksiyonun gerceklesmesi igin gereklidir. Ana
fonksiyonlar1 arasinda CO: tasinmasinda ve fiksasyonunda goérevli olan karbonik

anhidraz enziminin yapisinda bulunmasi da vardir (Morel ve ark., 1994). Cesitli



sebeplerden dolay1 alglerin aldig1 CO2 miktar1 kisitlandig1 zaman karbonik anhidraz
enzimine daha fazla gereksinim duyulur. Cinko alglerde ayrica DNA’nin
transkripsiyonu i¢in gerekli olan ¢inko parmak (zinc finger) proteinlerinin ve organik
molekiillerdeki fosfat gruplarini koparan alkalin fosfatazin yapisinda bulunur (Price
ve Morel, 1990; Morel ve ark., 1994; Sunda ve Huntsman, 1995). Birgok mikro besin
elementi gibi ¢inkonun da yiiksek konsantrasyonlari algler icin toksiktir (Brand ve
ark., 1986; Sunda ve Huntsman, 1992). Uygun konsantrasyonlarda algler iyi
gelisirken, diisilk konsantrasyonlarda alg biiyiimesi kisitlanmakta ve yiiksek

konsantrasyonlarda ise inhibe olmaktadir.

1.2. Agir Metallerin Cevreye Etkileri

Agir metaller genellikle antropojenik faaliyetlerin yogun olarak gerceklestirildigi
ortamlarda ¢evresel kirleticiler olarak kabul edilmektedir (Aksu, 2005; Mehta ve Gaur,
2005). Agir metal cevherlerinin islenmeye baslanmasindan bu yana metaller
antropolojik faaliyetler sonucu olarak dogal dongiiler disinda atmosfere, hidrosfere ve
pedosfere yayilmaya baslamigtir. Agir metallerin ¢evreye yayilmasimna neden olan
faktorlerin basinda endiistriyel faaliyetler, motorlu tasitlarin egzost emisyonlari,
maden yataklar1 ve igletmeleri, volkanik faaliyetler, tarirmda kullanilan giibre ve ilaglar
ile kentsel atiklar gelmektedir (Stresty ve Madhava Rao, 1999). Siirekli ve kullanima
bagl kirlenmenin yani sira kazalar da agir metallerin dogal ortamlardaki miktarinin
artmasma yol a¢maktadir. Bunun sonucu olarak metal kontaminasyonu diinya
genelinde 6nemli bir ¢evre sorunu olusturmaktadir (Cetinkaya ve ark., 1999) ve
kirletici faktorlerin birikmesi ile birlikte ¢evre kirliligi artmakta ve bazi ekosistemlerin

geri doniisiimsiiz olarak bozuldugu goriilmektedir (Veglio ve ark., 1997).

Metaller canli dokularina deriden gegerek veya dogrudan beslenme yoluyla sindirim
sistemine aliarak katilirlar. Canli dokularina alinan bu metallerin biyolojik birikimi
her organ ve dokuda farklidir (Francesconi ve ark., 1999). Dogal ¢evrede bulunan
canlilar uzun siireli periyotlarda diisiik dozlarda, kirleticilerin yogun etkisi altinda

bulunan ortamlardaki canlilar ise daha kisa bir zaman dilimi i¢inde yiliksek dozlarda



kirleticiye maruz kalmaktadir (Pinto ve ark., 2003). Bu nedenle toprak, su ve atmosfer
vasitastyla besin zincirine karigmis metaller yiiziinden, gelecekte insan sagliginin ciddi

bir tehdit altinda olacagi 6n goriilmektedir (Sandau ve ark., 1996).

1.3. Agir Metallerin Sucul Ekosistem Uzerindeki Etkileri

Su, tasiyict ve c¢oOzici Ozellikleri dolayisiyla, cevreye verilen kimyasallarin
yayilmasini ve besin zincirine ge¢isini kolaylastirmaktadir. Dolayisiyla, agir metaller
de dahil birgok kimyasal madde oncelikle sucul ekosistemlerde birikerek yiiksek
konsantrasyonlara ulagsmaktadir (Kennish, 1998). Dogada kirlilige yol acan organik
kokenli bilesikler kimyasal ve biyolojik yollarla temizlenebilirken, ayn1 seyi kirlilige

neden olan metaller i¢in sdylemek olanaksizdir (Rainbow, P.S., 1995).

Diger ekosistemlerde oldugu gibi sucul ekosistemlerde de agir metal kontaminasyonu
cevresel sorunlarin en O6nemli sebeplerinden birisidir. Sucul ortamlara dahil olan
kirleticiler konsantrasyonlarina bagl olarak organizmalarda doku hasarlarina sebeb
olurken bazen bu canlilarin oliimiine de sebebiyet vermektedirler (Atamanalp ve
Yanik, 2001). Bu kirlenme besin zincirine de yansimakta, su ve besinler ile blinyeye
aliman agir metaller dokularda birikerek yasamsal aktivitelere zarar verebilmektedir

(Hu, 2000; Taylan ve Ozkog, 2007; Kayhan ve ark., 2009).

1.4. Agir Metallerin Algler Uzerindeki Etkileri

Algler fotosentez yapabilmelerine ragmen gergek anlamda kok, govde ve yaprak gibi
organlardan yoksun olan, iletim demetleri bulunmayan, genellikle su i¢inde yasamakla
birlikte karasal ortamlarda da goriilebilen, biiytikliikleri birka¢ mikron ile 60-65 metre
arasinda degisen ve yaklasik 25 bin tiirii olan klorofilli canlilardir. Tatli ve tuzlu
sularda ya da nemli yerlerde yasar. Bazi tiirleri, kaplica sularinda yasar ve 70 °C’ye
kadar sicakliga dayanabilir. Ozellikle tek hiicreli olanlar sucul ortamlarda serbest
olarak yasar ve bitkisel planktonlar1 meydana getirir. Sucul ekosistemde primer iiretici

olan algler, fitoplanktonik organizmalar, fotosentez yoluyla kendi besinini tireterek



besin zincirinin ilk halkasini olusturmaktadir. Boylelikle su ortamindaki hem besin
degerini hem de ¢dzlinmiis oksijen oraninin artmasini saglamaktadirlar. Bu sekilde
iiretime katki saglarken ve iist basamaktaki canlilarla olan iliskileri agisindan énem

tasimaktadir (Round, 1973).

Algler tarafindan agir metal iyonlarinin hiicre i¢ine alinimi, metalin iyonik yiikiine, alg
tiirline, metal ¢ozeltisinin kimyasal kompozisyonuna ve metal tilirlerine baglh olarak
degismektedir (Holan ve Volesky, 1994; Aksu, 1998; Gupta ve ark., 2001; Sing ve
ark., 2001). Ayrica 151k, pH, sicaklik ve selatlayici ajanlar gibi fizikokimyasal faktorler
de alglerde agir metallerin hiicre i¢ine alimimini etkilemektedir (Depledge ve ark.,
1995; Phillips, 1995). Agir metallerin alinim kapasiteleri tiirden tiire gore degisiklik
gdstermekte olup, bu kapasite tatli su algleri i¢in 0.5-1.0 mmol g ve deniz algleri i¢in
1-1.5 mmol g arahigindadir (Yu ve ark., 1998).

Alglerde hiicreye metal alinimi iki sekilde gerceklesmektedir. Bunlardan birincisi
hiicre duvarina ya da hiicre zarina baglanarak ya da adsorpsiyonla hizli bir sekilde
metabolizmadan bagimsiz olarak gerceklestirilen alinim mekanizmasidir. Ikincisi ise
daha yavas gerceklesen ve hiicre zarindaki tasiyict proteinlerle gergeklesen
metabolizmaya bagimli alinimdir (Rai ve ark., 1981; Cho ve ark., 1994; Collard ve
Matagne, 1994).

Biyosorpsiyon da denilen metabolizmadan bagimsiz olan mekanizmada metallerin
almmi hiicre duvar1 bilesenleri tarafindan gergeklestirilmektedir. Inorganik
kimyasallar hiicre duvari ya da hiicre zarinda birikir. Alglerde metalin biyosorpsiyonu
genellikle hizli, geri doniisiimlii ve yaklagik 5-10 dakikada tamamlanan bir olaydir
(Gadd, 1988; Zhang ve Majidi, 1994). Biyorpsiyon diisiik sicakliktan, 1siktan,
metabolik inhibitdrlerden etkilenmeden gerceklesir (Garnham ve ark., 1992). Olii veya
metabolik olarak inaktive olmus alg hiicreleri biyorbsiyonun giiciiniin belirlenmesi
amactyla cesitli calismalarda kullanilmaktadir. Metaller hiicre duvari bilesenleri olan
polisakkaritlerin, proteinlerin ve lipidlerin sahip oldugu hidroksil (OH"), fosforil
(PO302), amino (NH2), karboksil (COOH), siilfidril (SH) ve tiol gibi spesifik

fonksiyonel gruplara baglanir. Bu fonksiyonel gruplar metalleri baglamada farklh



affinite ve 6zgiillige sahiptir (Rai ve ark., 1981; Ting ve ark., 1991). Bunun yaninda,
hiicre duvarinin yapisinda bulunan proteinler, aktif bolgeler olusturmakta ve metale
kars1 affinitelerini artirmaktadirlar. Yiizey alinim mekanizmasinda bazi algler, hiicre
yiizeyinde bulunan ve yiiksek molekiiler agirlikli polifosfatlara benzeyen gruplari ile
metallerle kompleks olusturarak metali baglayabilmektedir (Greger ve ark., 1992;
Walsh ve Hunter, 1992). Ayrica canlidaki metal stresinin hiicre duvarimin ylizey

alanm artirarak metal baglama kapasitesini de artirdigi gézlenmistir (Rijstenbil ve
ark., 1994).

Metabolizmaya bagimli mekanizma ise bagimsiz mekanizmaya gore daha yavas
gerceklesir. Saatler hatta giinler siirebildigi gibi bu evre diisiik sicakliktan, 151k gibi
enerji kaynaklarmin yoklugundan, hiicrenin saglikli olup olmamasindan ve metabolik
inhibitorlerin ortamda olmasindan etkilenmektedir (Gadd, 1988; Garnham ve ark.,
1992). Bu mekanizmanin en énemli 6zelligi hiicrenin metal stresine bagl olarak zar
gecirgenliginin artmasi sonucu pasif difiizyonla gerceklesmesidir. Bazi metaller ise

hiicre zarindaki tastyici proteinleri kullanmaktadir (Gadd, 1988).

Hiicre icine alinan metal iyonlar1 ise metal baglayici proteinlere veya diger hiicre ici
bolgelere baglanmakta ya da ¢okelmektedir (Gadd, 1988; Donmez ve Aksu, 2002).
Metallerin bazilar1 da polifosfat graniillerinde, hiicre i¢i metal baglayici proteinlerde
veya vakuollerin i¢inde detoksifiye edilmektedir (Gadd, 1988, Garnham ve ark., 1992;
Zhang ve Majidi, 1994). Metal birikimi hiicresel yapiyr tahrip edebilmektedir
(Puiseux-Dao, 1989). Inorganik kimyasallarin ortamda bulunmasi hiicre igi

bilesiklerin dagilimini da degistirebilmektedir (Okamura ve Aoyama, 1994).

Biiylime ve metabolizma igin gerekli olan besleyici metaller de dahil tiim metaller,
yiiksek konsantrasyonlarda alglerin metabolik sistemleri iizerinde toksik etki
yapmaktadir (Rai ve ark., 1981). Her agir metalin toksisite mekanizmasi farklilik
gosterebilir. Metaller; enzimler, poliniikleotidler, besin elementleri ve iyonlarin
transport sistemleri gibi dnemli molekiil ve sistemlerin fonksiyonel gruplarin1 bloke
ederek, baz1 molekiillerin yapisindaki gerekli iyonlar1 ¢ikartarak ya da onlarla yer

degistirerek, esas metabolitlerle rekabet ederek, enzimleri denatiire veya inaktive
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ederek, hiicre ve organellerin zar biitiinliiglinti bozarak toksik etkilerini gdstermektedir
(Rai ve ark., 1981; Blanck ve ark, 1984; Blanck ve Wangberg, 1988). Her agir metalin
toksisitesi, belirli bir alg tiiriine ve o algin 6zellesmis olan alinim bolgelerine bagh
olarak farklilik gdstermektedir (Break ve ark., 1980). Ornegin, aliminyum (Al) stresi
Anabaena cylindrica’da azot metabolizmasini inhibe ederek algin daha ¢ok heterosist
tiretmesine neden olmaktadir (Rai ve ark., 1992). Bir alg i¢in stres kaynag1 olan bir
metal diger alg i¢in besin elementi olabilir. Ornegin, selenyumun (Se) diger alg tiirleri
icin toksik etkiye sahip konsantrasyonu Chlamydomonas’ta enzimlerin aktivitesini
indiiklemektedir (Takeda ve ark., 1993).

Ayrica metaller, serbest radikal olusumuna neden olarak da toksik etkilerini
gostermektedir. Hiicrede olusan bu radikaller amino asitler, proteinler, karbohidratlar,
niikleik asitler ve lipidlerle reaksiyona girerek zarar vermektedir (Mallick, 2004).
Serbest radikal miktarindaki artis, en biiyilik zarar1 hiicre zarina vermektedir. Ciinkii
serbest radikaller hiicre zarmmin -elektronlariyla eslesip; zarin segici gegirgen
ozelliginde bozulmaya sebebiyet vermektedir. Bakir ve civa gibi agir metaller
organizmalarda oksidatif strese neden olan metallerden bazilaridir (Boening 2000;

Wang ve ark., 2004; Zhou ve ark., 2008).

1.4.1. Alglerde agir metal toksisitesini ve alimim etkileyen cevresel faktorler

1.4.1.1. Karbondioksit ve pH

Alglerle yapilan caligmalarda CO2 eksikligi durumunda ortamin pH degerinin
yiikseldigi ve bu nedenle biiylime hizinin azaldig1 ortaya ¢ikarilmistir. Ph degerindeki
degisim direkt olarak metal ¢Oziinirligini etkilemekte ve pH’da CO2
konsantrasyonundan etkilenmektedir (Campbell ve Stokes, 1985). pH degerinin
degismesi metaller {izerinde farkli etkiler olusturmaktadir. Ornegin; pH diiserse
kadmiyum, bakir ve ¢inko daha az toksik, kursun ise daha toksik etki gostermektedir
(Campbell ve Stokes, 1985). Aliiminyum toksik etkisini en fazla pH 5.8-6.2 arasinda
gostermektedir (Helliwell ve ark., 1983; Parent ve Campbell, 1994). Giimiis ve
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manganez toksisitesi i¢in ortamin pH degeri daha az etkili iken, civanin toksisitesi

ortam pH’sindan daha fazla etkilenmektedir.

1.4.1.2. Su sertligi

Kalsiyum, magnezyum ve manganez gibi metallerin yiiksek konsantrasyonlari, bir¢ok
metalin toksisitesini, bu metallerin alglerin hiicre zarindan gegisini engelleyerek
azaltmaktadir. Hiicre yiizeyindeki baglanma bdlgeleri i¢in yarigarak ya da kalsiyum ve
magnezyumun karbonat, bikarbonat ve hidroksitlerle yaptiklar: bilesiklere baglanarak
agir metaller tutulmaktadir (Pawlik ve Skowronski, 1994). Ornegin Synechocystis
aquatilis’te kalsiyum konsantrasyonunun kiiltiir ortaminda yiikksek olmasi,

kadmiyumun hiicre i¢ine alinimini inhibe etmektedir (Pawlik ve Skowronski, 1994).

1.4.1.3. Tuzluluk

Algler i¢in normal tuzluluk degerlerinin disindaki diger degerler metal toksisitesini
artirabilmektedir. Tuz konsantrasyonu metalin adsorpsiyonu ve alinim hizinm
etkileyebildigi gibi, ortamdaki yiiksek elektrolit konsantrasyonu da agir metallerin

hiicre ¢eperine adsorbsiyonunu azaltabilmektedir (Cho ve ark., 1994).

1.4.1.4. Besin tuzlar:

Ortofosfat (POs-P) konsantrasyonu alglerde direkt olarak metal toksisitesini etkileyen
faktorlerdendir (Rai ve ark., 1981). Hiicre disindaki yiiksek PO4-P konsantrasyonu,
hiicre dis1 ¢ozeltideki demir ve aliiminyum gibi metallerle ¢okelek olusturarak ya da
hiicre i¢inde polifosfat graniilleri olusturarak metal stresini azaltmaktadir (Greger ve
ark., 1992). Diisilk POs-P konsantrasyonu ise alliminyum stresini arttirmaktadir
(Nalewajko ve Paul, 1985). Chlorella’da diisiik PO4-P konsantrasyonunun bakir
almimint ve toksisitesini arttirdigi bulunmustur (Hall ve ark., 1989). Azotlu
bilesiklerin de toksisiteyi etkiledigine yonelik c¢alismalar vardir (Gupta, 1989).
Microcystis’te nitratin (NO3-N) metal toksisitesini azaltmasina ragmen, nitrit (NO2-N)

ve amonyumun (NH4-N) vyiiksek konsantrasyonlarmin bakir stresini artirdigi
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bulunmustur (Gupta, 1989). Aphanocapsa’da Yiiksek NOsz-N konsantrasyonunun

bakir, kadmiyum ve ¢inko alinimini azalttigi belirlenmistir (Subramanian ve ark.,

1994).

1.4.1.5. Selatorler ve humik maddeler

Amino asitler, organik maddeler, humik maddeler, fulvik asit, EDTA ve diger organik

bilesikler metalleri baglayarak toksisiteyi azaltabilmektedir (Rai ve ark., 1981).

1.4.1.6. Sicakhik

Yapilan ¢aligmalar diisiik sicakliklarin metabolizmaya bagimli alinim mekanizmasin
inhibe ederek metal stresini azatligini gostermektedir (Skowronski, 1986; Pawlik ve
Skowronski, 1994). Chlamydomonas reinhardtii’de 4 °C sicaklikta kadmiyum
alimiminda azalma goriilmiis ve bunun nedeninin sicaklik nedeniyle metabolizmaya

bagimli mekanizmanin inhibisyonu oldugu disiiniilmiistiir (Collard ve Matagne,

1994).

1.4.1.7. Isik yogunlugu

Isik yogunlugunun metal toksisitesini nasil etkiledigine yonelik ¢ok az bilgi vardir.
Ozellikle yogun alg kitlesinin kiiltiir ortamindaki alglerin 151k almas1 bakimindan
neden oldugu heterojenite, toksisite testlerinde bazi hatalarin yapilmasina neden
olmaktadir (Nyholm ve Kallgvist, 1989). Aphanocapsa pulchra’da metabolizmaya
bagimli almim mekanizmasinda karanligin metal alimimini inhibe edebilecegi

bildirilmistir (Subramanian ve ark., 1994).

1.4.2. Alglerin agir metallere karsi tolerans mekanizmalari

Algler hiicresel seviyede agir metal stresini; hiicre yiizeylerinde bulunan baglanma
bolgelerinin sayisin1 azaltarak, sicakliktaki degisime gore metabolizmaya bagimh

almmmi inhibe ederek, salgi mekanizmalarmi fizyolojik olarak gelistirerek,
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morfolojilerini degistirerek, hiicre i¢i detoksifikasyon mekanizmalarini kullanarak,
hiicre i¢i vakuollerde metalleri depo ederek ya da metallerin hiicre icindeki
konsantrasyonlarint ¢ok diisiik seviyede tutarak tolere edebilmektedir (Rai ve
ark.,1981; Wood ve Wang, 1985). Ayrica algler, hayat dongiilerini yavaslatarak ya da
hizlandirarak veya iireme organlarinda degisiklikler yaparak genetik toleranslari
sayesinde metal stresine cevap olusturabilmektedir (Sze, 1986; Xylander ve Braune,
1994). Bunun yaninda algler birgok cevresel stres faktoriine karsi antioksidan
enzimlerini kullanmakta ve agir metallerin zararli etkilerine karsi bir savunma
gelistirerek metalin zararli etkilerini tolere edebilmektedir (Smirnoft, 1993). Cevresel
bir stres faktorii olan metallerin toksisitesine karsi alglerin cevap olarak siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon reduktaz
(GR), askorbat peroksidaz (APOD) gibi antioksidan enzimlerinin yani sira,
karetonoidler ve glutatyon gibi diisiik molekiil agirlikli antioksidan molekiillerini
kullandigi da bilinmektedir (Pinto ve ark., 2003). Yani alglerde metal toksisitesi
nedeniyle olusan reaktif oksijen tiirleri, antioksidan enzimler ve molekiiller tarafindan

etkisiz hale getirilmektedir.

Tolerans mekanizmasi tek bir inorganik stres faktoriine duyarli olabilecegi gibi birden
cok inorganik stress faktoriine de duyarl olabilir. Her bir stress faktoriine gosterilen
tolerans mekanizmasi farklilik gosterebilmektedir. Kotolerans durumunda ise bazi
algler herhangi bir kimyasala kars1 gelistirdikleri tolerans sayesinde baska bir

kimyasala kars1 da toleransli duruma gelebilmektedir (Klerks ve Weis, 1987).

1.5. Serbest Radikaller (Oksidanlar)

Molekiillerin bir ¢ogu ¢ift elektronlu olup, az sayidaki molekiil ise tek elektronludur.
Atom veya molekiiller, yoriingelerindeki elektronlar eslesmis ve ters pozisyonda yer
aldiklarinda kararli bir yap1 gosterirken, bu kararli yapilar1 eslesmemis bir elektron
bulundurduklarinda bozulur (Di Mascio ve ark., 1991; Firat, 1997). Eslesmemis
elektronlu olan bu molekiiller, bulabilecekleri herhangi bir molekiil ile etkilesime
girme kapasitesine sahipler. Eslesmemis elektronlu bu molekiillere "serbest

radikaller", "oksidan molekiiller" ya da "reaktif oksijen tiirleri" denir (Halliwell ve
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Chirico, 1993). Kisaca serbest radikaller; atomik veya molekiiler yoriingesinde bir
veya daha fazla sayida eslesmemis “elektron” bulunduran molekiil, atom veya iyondur
(Yanbeyi, 1999). Serbest radikaller eslesmemis elektronlarindan dolay1 oldukga
reaktif olup, ¢cevrelerindeki atom ve molekiillere baglanma egilimindedirler. Ortamda
bulunma siireleri ¢ok kisa olduklar1 halde, radikal olmayan maddeler ile reaksiyona
girip bir dizi zincir reaksiyonu baslatarak, onlarinda radikal olmasina sebep olurlar.
Sonug olarak etkilenen maddenin biyolojik 6nemine ve bu maddenin geri doniistimli
tamir edilip edilmemesine bagli olarak hiicre i¢inde kalict hasarlar
olusturabilmektedirler (Cross, 1987). Agir metaller ile birlikte kuraklik, yiiksek ve
diisiik sicaklik, mekanik yaralanma, UV 1s1k, fotoinhibisyona yol agan cesitli stres
faktorlerinin serbest radikal olusumuna neden oldugu bilinmektedir (Bray ve ark.,
2000; Oncel ve ark., 2000). Serbest radikaller organizmada hiicre zar1 proteinlerini
yikarak, hiicreleri 6ldiirerek, lipit ve proteinlerini yok ederek, hiicre zarini sertlestirip
hiicre fonksiyonunu engelleyerek, deoksiriboniikleik asite (DNA) etki ederek, DNA
da kirtlma ve mutasyon olusumunu agik hale getirerek etkisini gostermektedir (Akkus,

1995; Diindar ve Aslan, 2000; Anwesha ve ark., 2012).

Serbest radikaller ii¢ temel mekanizma ile olusur:

1. Kovalent Baglarin Homolitik Kirilmasi: Yiiksek enerjili elektromanyetik
dalgalar ve yiiksek sicaklik kimyasal baglarin kirilmasina dolayisiyla bu esnada
bagin yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar iizerinde kaliyorsa, bu
tiir kirtlmalara homolitik kirilma denir ve her iki atom iizerinde de paylagiimamis
elektron kalir.

2. Normal Bir Molekiilin Elektron Kaybetmesi: Radikal 6zelligi olmayan bir
molekiiliin elektron kaybetmesi sirasinda dis orbitalinde paylasiimamis
elektronu oluyorsa bu molekiiliin radikal formu olusur. Ornegin askorbik asit,
glutatyon gibi hiicresel antioksidanlar, radikal olan tiirlere tek elektron verip
radikalleri rediiklerken, kendilerinin de radikal formu olusur.

3. Normal Bir Molekiile Elektron Transferi: Radikal 6zelligi olmayan bir molekiile
tek elektron transferi sirasinda dis orbitalinde paylagilmamis elektron meydana

gelirse bu tiir rediiklenme radikal olusumuna neden olabilir. Ornegin molekiiler
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oksijenin tek elektron alarak rediiklenmesi, siiperoksit radikalinin olusumuna
neden olur. Biyolojik sistemler de serbest radikallerin olusumu daha c¢ok
elektron transferleri sonucunda meydana gelir (Hurst ve ark., 1997; Jornot ve
ark., 1998; Mills ve ark., 1998).

1.5.1. Serbest radikal tiirleri

1.5.1.1. Serbest oksijen radikalleri

Biyolojik sistemlerde olusan en Onemli serbest radikaller, oksijenin olusturdugu
radikallerdir. Gilinliikk yasamimizda oksijen molekiilii bizim i¢in ¢ok Onemli bir
molekiill olmasina ragmen reaktif oksijen tiirlerini olusturmasindan ve canh
metabolizmasina verdikleri zarardan dolay1 organizmaya zarar vermektedir. Ciinki
reaktif oksijen tiirleri (ROS) hiicre metabolizmasina zarar verebilecek reaksiyonlari
baslatabilmektedir. ROS, basta bitkiler olmak iizere pek ¢ok fotosentetik canli igin
hiicresel zararin nedeni olarak goériilmektedir (Cho ve Park, 2000; Cargnelutti ve ark.,

2006; Chen ve ark., 2009).

1.5.1.2. Siiperoksit radikali (O2)

Oksijenli solunum yapan neredeyse tiim hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak
rediiklenmesi sonucu bu hiicrelerde siiperoksit radikali meydana gelmektedir
(Denklem 1.1). Siperoksit radikali, orta derecede reaktif olan bir molekiildiir.
Dokulardaki yar1 omrii yaklasik olarak 2-4 ps’dir. Biyolojik membranlar
gecemeyerek hizli bir sekilde hidrojen perokside doniistiiriiliir. Siiperoksit radikali,
stiper oksit dismutaz (SOD) enzimi ile reksiyona girerek etkisi detoksifiye
edilmektedir (Halliwel ve ark, 1992).

Ozt & — Op* (1.1)
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1.5.1.3. Hidrojen peroksit (H202)

Molekiiler oksijenin, diger molekiillerden iki elektron almasi veya siiperoksitin bir
elektron almasi sonucu peroksit molekiilii olusmaktadir (Denklem 1.2). Peroksit
molekiilii de iki hidrojen atomuyla birleserek hidrojen peroksiti (H202) meydana
getirmektedir. Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin asil olusumu, siiperoksitin
dismutasyonu ile olmaktadir (Halliwel ve ark., 1992). Hidrojen peroksit, siiperoksit
radikali gibi orta derecede reaktiviteye sahip bir molekiildiir. Fakat farkli olarak
dokulardaki yar1 dmrii daha uzun (yaklagik 1 ms) olmakla birlikte olustugu yerden
diffiizyonla bagka bolgelere hareket edebilmektedir (Vranova ve ark., 2003). Hidrojen
peroksit demir, bakir ve mangan gibi bazi gecis metallerinin katalizorliiglinde “Haber-
Weiss” veya “Fenton” reaksiyonu yoluyla oldukga reaktif olan hidroksil radikalini de

olusturabilmektedir.

205+ + 2H* — Hy0, + O3 (1.2)

1.5.1.4. Hidroksil radikali (OH¢")

Hidroksil radikali, hidrojen peroksitin bazi gecis metallerinin varliginda
rediiklenmesiyle meydana gelmektedir (Denklem 1.3). Oldukga reaktif bir oksidan
molekiildiir ve yar1 6mrii ¢ok kisadir. Olustugu yerde biiyiik hiicresel hasarlara neden
olmaktadir. Tioller ve yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden bir proton kopararak yeni
radikallerin olusmasina yol agmaktadir (Halliwel ve ark., 1992). Bununla beraber
biyolojik sistemlerde hidroksil radikalini etkisiz hale getirebilecek herhangi bir
enzimatik mekanizma bulunmadigi i¢in bu molekiiliin dokulardaki agir1 birikimi hiicre

Oliimiine neden olmaktadir (Vranova ve ark., 2003).

Fe*? + H,02 — Fe**+ OHe + OH~ (1.3)
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1.6. Antioksidan Savunma Sistemleri

Aktif oksijen tiirlerinin olusumunu, bu molekiillerin olusturdugu hiicresel hasari
onlemek icin biyolojik sistemlerde bir¢ok savunma mekanizmasi gelismistir. Bu
sistemler, “antioksidan savunma sistemleri” veya ‘“antioksidanlar” olarak bilinir.
Antioksidan parametreler artan ROT sebebiyle tetiklenen protein, lipit ve DNA

hasarimi engellemektedir (Romero ve ark., 2011).

Antioksidanlarin serbest radikalleri etkisiz hale getirme yollarindan birincisi, slipiirme
etkisi olarak bilinir. Bu mekanizma ile serbest radikaller daha zayif yeni bir molekiile
dondistiirtilerek etkisizlestirilir. Antioksidan enzimler ve makromolekiiller bu yolla etki
etmektedirler. Bu konuda etkili olan ikinci mekanizma ise sondiirme etkisidir ve
serbest radikallere bir hidrojen aktarilarak bunlarin detoksifiye edilmesini saglar.
Vitaminler, flavanoidler, timetazidin ve mannitol bu sekilde etki etmektedir. Onarma
mekanizmasinda ise serbest radikaller nedeniyle hasar gérmiis olan biyomolekiiller

onarilir.

Antioksidanlar, endojen (dogal) ve eksojen (ilaglar) kaynakli antioksidanlar olmak
lizere baglica iki ana gruba ayrilabildigi gibi, enzimatik ve enzimatik olmayanlar
seklinde de siiflandirilir. Hiicrelerin farkli kisimlarinda bulunabilir (Akkus, 1995).

1.6.1. Dogal (endojen) antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin zararl etkilerini dnlemek icin, alg hiicreleri son derece
kompleks enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemlerine
sahiptirler. Bu bilesenler redoks tepkimeleri i¢in gerekli homeostasinin yeniden

olusturulmasini saglarlar (Sharma, 2015).
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1.6.1.1. Enzimatik antioksidanlar

Diizgiin ¢alisan bir metabolizmada antioksidanlar, sitozoldaki organelleri oksidanlarin
zararl etkilerinden korumaktadir. Bu sistemin yetersiz kaldig1 durumlarda ise dogal
enzimler devreye girmektedirler. Siiperoksid dismutaz (SOD), katalaz (KAT),
glutatyon peroksidaz (GPX) ve glutatyon rediiktaz (GR) hiicrelerde bulunan en 6nemli
antioksidan enzimlerdir (Hilmi, 1994). SOD, siiperoksit radikallerinden hidrojen
peroksit (H202) ve oksijen (O2) olusturan reaksiyonu katalizlemektedir (Valentine ve
ark., 1998). Okaryotik fotosentetik organizmalarda SOD’un 3 izozimi bulunur. Cu-
ZnSOD yiiksek bitkilerin, belirli dinoflagellatlarin ve Charophyceae siifi yesil
alglerin tilakoid zarlarinda ve sitozolde, MnSOD mitokondride, FeSOD kloroplastin
stromasinda bulunur. FeSOD kloroplastlarda, MnSOD ise mitokondrilerde siiperoksit
radikalinin detoksifikasyonundan sorumludur (Asada, 1999). Prokaryotik olan mavi
yesil alglerde ise SOD’un 4 izoformu bulunur: NiSOD az gelismis tiirlerde
bulunurken, FeSOD ve MnSOD daha gelismis formlarda bulunur. Alglerde NiSOD ya
tek basina ya da FeSOD ile birlikte bulunur. Bazi alg tiirlerinde ise FeSOD ve MnSOD
bulunur. Mavi yesil alglerde ise Cu-ZnSOD nadir olarak bulunmaktadir (Priya ve ark.,
2007). Katalaz, hidrojen peroksitden su (H20) ve oksijen (O2) olusturan reaksiyonu
katalizlemektedir (Zamocky ve ark., 2008). Glutatyon rediiktaz ise glutatyon
peroksidaz vasitastyla hidrojen peroksitin indirgenmesi sonucu olusan okside
glutatyonu (GSSG), NADPH kullanilarak tekrar rediikte glutatyona (GSH)
doniistiirmektedir. (Urso ve Clarkson, 2003). Glutatyon rediiktaz miktar olarak en
fazla mitokondride bulunsa da sitozol ve diger plastidlerde de mevcuttur (Sharma,
2015). Bu enzim nerdeyse biitiin organizmalarda oksidatif strese kars1 savunmada
onemli rol oynamaktadir (Pinto, 2003). Askorbat peroksidaz, kloroplastlarda katalaz
enzimi bulunmadig1 i¢in buradaki H»O2’yi temizleyen ana enzim olarak gorev
yapmaktadir. Ayrica askorbat peroksidaz kloroplastlar disinda mitokondri, sitozol,
peroksizom ve apoplastta da bulunmaktadir (Asada, 2006). Bircok cevresel stres
faktorlinlin reaktif oksijen tiirlerinin {retimini etkiledigi ve oksidatif strese neden

oldugu 1iy1 bilinmektedir (Smirnoft, 1993).
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Antioksidan enzimler reaktif oksijen tiirlerini zararsiz hale getirerek bunlarin hiicre
zarindaki lipitleri etkileyerek lipid peroksidasyonuna neden olmasini engellemektedir.
Bununla birlikte enzimler ya da diger antioksidan molekiiller tarafindan etkisiz hale
getirilemeyen oksidanlar, hiicre zarindaki lipidleri etkileyerek lipid peroksidayonunu
baslatmaktadir. Lipid peroksidasyonu, zarlarda bulunan ¢oklu doymamis yag
asitlerinin serbest oksijen radikalleri tarafindan ¢esitli {riinlere yikilmasi
reaksiyonudur ve sonucta ortaya ¢ikan aldehitler hiicre hasarina neden olmaktadir
(Benzer ve Ozan, 2003). Malondialdahit (MDA), lipid peroksidasyonunda son tiriindiir
ve oksidatif hasarin diizeyini gostermede kullanilmaktadir (Urso ve Clarkson, 2003).
Bunun yani sira artan MDA konsantrasyonu mikroorganizmadaki serbest radikal

tiretim kapasitesinin arttigin1 gosterir (Choudhary ve ark., 2007).

1.6.1.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar lipit fazda bulunanlar ve sivi fazda bulunanlar
olarak iki gruba ayrilabilir. Lipit fazda bulunanlara a-tokoferol (E vitamini) ve [-
karoten, sivi fazda bulunanlara askorbik asit, ve glutatyon 6rnek olarak verilebilir

(Dalkavriyan, 2011).

1.7. Scenedesmus’un Sistematikteki Yeri ve Genel Ozellikleri

Calismada kullanilan Scenedesmus tiiriiniin sistematikteki yeri asagida verilmistir
(Komarek ve Fott, 1983).

Sube : Chlorophyta
Siif : Chlorophyceae
Takim : Chlorococcales
Aile : Scenedesmaceae
Cins : Scenedesmus

Tiri  : Scenedesmus ellipsoideus Chodat
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Yesil alg olarak isimlendirilen Chlorophyta tiirleri cogunlukla tath sularda dagilim
gostermektedir. Ancak sadece % 10’luk kismi denizlerde yasamaktadir. Tatlisu
tiirlerinin yalmizca birka¢ tiiri endemik olup, biiyiik c¢ogunlugu kozmopolittir
(Simmons, 1997). Kloroplast pigmentlerinin yiiksek bitkilerin pigmentlerine
benzedigi, klorofil-a ve klorofil-b’nin yani sira, karotenoidlerden B-karoten, y-karoten,
likopen ve luteine de sahip olduklari belirtilmektedir (Altuner, 1994; Giiner ve Aysel,
1996).

Scenedesmus cinsinde her hiicrede bir kromotofor, bir pirenoid ve bir ¢ekirdek
bulunmaktadir. G5z noktas1 ve kamg¢1 yoktur. Uremelerinde koloni icerisindeki her
hiicre koloni hiicre sayis1 kadar boliinerek kendine benzer sayida koloniler olusturur.
Ceperin patlamasi ile bunlar serbest hale gegerler. Bu alglerde hiicre boliinmesi ya da
otosporla iireme ¢ok yaygindir (Giiner ve Aysel, 1996). Hiicreler genellikle koloni
olusturur. Kolonideki hiicre sayis1 genellikle 2, 4 ya da 8, bazen 16 ya da 32’dir (Smith,
1950; Prescott, 1973). Fakat belirli kosullar altinda tek hiicreli formlar
geligebilmektedir. Bunlarin genel goriinlisii mekik bicimindedir (Giiner ve Aysel,
1996). Hiicre sekilleri (uzunca, igsi, kiiresel, tiggensel ve yamuga benzer) ve diizenleri
biiyiik farklilik gosterir (Prescott, 1973). Tiirlere gore sayisi, yeri ve sekli degisen
boynuza benzer ¢ikintilar1 vardir (Giiner ve Aysel, 1996). Scenedesmus cinsi hizli
gelisebilmesinden dolay: ilk kiiltiirii yapilan alglerden birisidir. Cevresel kosullara
uyumu ve yetistiriciligi kolay oldugundan endiistriyel amaglar i¢in de yaygin olarak

kullanilmaktadir (Celekli ve ark., 2008).

1.7.1. Scenedesmus ellipsoideus Chodat

Avrupa, Giiney Amerika ve Asya’da dagilim gosteren (Guiry ve Guiry, 2016), iilkemiz
sularinda da bulunan bir algdir. 2, 4, 8 ya da 16 hiicreli kolonide hiicreler lineer olarak
dizilmistir. Hiicreler silindirik oval, 8-12 pum uzunlugunda, 4-5 um genisligindedir.

Terminal hiicrelerden 2 uzun seta ¢ikar. Hiicre duvari diizdiir (Huber-Petalozzi, 1983).
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1.8. Kaynak Ozetleri

Chlorella vulgaris alginin yasadig: kiiltiir ortamina belirli konsantrasyonlarda IAA
(indol-3-asetik asit), IBA (indol-3-biitirik asit), FAA (fenil asetik asit) ve NAA (1-
naftalen asetik asit) ilave edilerek 24, 48, 72. saatlerde antioksidan parametrelerdeki
degisimler gozlenmistir. Deney sonucunda 72 saat araliginda klorofil-a miktarinda
artis, askorbat ve glutatyon miktarlar1 ile SOD ve APOD aktivitesinde dnce artis (48.
saat) sonra azalma (72. saat) oldugu goézlemlenmistir (Piotrowska ve ark., 2013).
Tripathi ve ark. (2005), Scenedesmus sp. algine bakir ve ¢inko agir metallerini
uygulamislar ve SOD, KAT, APOD ve GR enzimlerinin aktivitelerini incelemislerdir.
Iki metalin de artan konsantrasyonlarina bagl olarak enzim aktivitelerinde azalma
goriilmistiir. Romero ve ark. (2011), Chlorella kessleri alginde glifosat uygulamasi
sonucunda SOD aktivitesinin arttigini belirtmislerdir. Oto ve ark. (1996), Tetraselmis
gracilis ve Rijstenbil ve ark. (1994), Ditylum brightwellii algleri {izerine kadmiyum
toksisitesi c¢alismalar1 yapmis ve sonugta SOD aktivitesinin arttifini bulmuslardir.
Nagalakshmi ve Prasad (2001), Scenedesmus bijugatus algini farkli bakir
konsantrasyonlarina tabii tutmusglar; APOD, SOD ve GPX aktivitesinde artis olmasina
ragmen hiicrenin GSH igeriginde kademeli olarak azalma oldugunu
gozlemlemislerdir. Li ve ark. (2006), Pavlova viridis yesil algine farkli
konsantrasyonlarda bakir uygulamiglar ve bakir toksisitesinin SOD ile KAT
enzimlerinin aktivitesini artirdigini bulmuslardir. Wu ve ark. (2009), Ulva fasciata’da
antioksidan sistemin baz1 parametrelerinde kadmiyum uygulamalarina bagl
degisimleri arastirmislardir. Sonugta kadmiyum konsantrasyonunun artisina bagh
olarak GSH ile okside GSH degerlerinde azalma, APOD, FeSOD, GR ve KAT
aktivitesinde artig oldugunu gozlemlemislerdir. Elbaz ve ark. (2010), Chlamydomonas
reinhardtii’de civanin olusturdugu oksidatif stresi ve antioksidan enzimlere olan
etkisini arastirmiglardir. Sonugta civa toksisitesinin ROT iiretiminin yani1 sira, KAT ve
APOD enzimlerinin aktivitesini de arttirdigin1 bulmuslardir. Srivastava ve ark. (2005),
A. doliolum ile yaptig1 bir ¢caligmada bakirin algde oksidatif strese yol agtigini ve
antioksidan savunma sisteminde degisikliklere yol actigim1 bulmuslardir. Benzer
sonuglar Siripornadulsil ve ark.’nin (2002), Chlamydomonas reinhardtii ile yaptiklari

baska bir ¢aligmadan da elde edilmistir. Popovic ve ark. (2005), Scenedesmus obliquus
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tizerinde bakir ile yaptiklar1 bir calismada KAT, APOD ve GR enzimlerinin
aktivitelerini incelemiglerdir. Sonucta KAT aktivitesinde onemli bir degisimin
olmadigmi, APOD aktivitesinin belli bir miktar artmasina ragmen belli
konsantrasyonlarda  sabitlestigini, GR  aktivitesinde ise artis oldugunu
gozlemlemislerdir. Wong ve Chang (1991), Chlorella pyrenoidosa algine bakir, krom
ve nikel uygulayarak bu agir metallerin biiylime, fotosentez ve klorofil-a miktari
lizerine etkileri incelenmigler ve sonucta bu agir metalleri sebep olduklar1 toksik
etkilerin derecesine gore Cu>Cr>Ni seklinde siralamiglardir. Mehta ve Gaur (1999),
Chlorella vulgaris ile yaptiklar bir ¢alismada yiiksek dozda bakir uygulanan alglerin
bu metali hiicrede intraseliiler olarak biriktirdigini bulmuslardir. Ayrica yliksek metal
birikiminin alg hiicrelerinde intraseliiler prolin miktarini da artirdigini belirlemislerdir.
Mamboya (2001), kahverengi bir makroalg olan Padina boegesenni ile yaptig1 bir
calismada alge bakir uygulamis artan bakir konsantrasyonu ile algin gelisiminde
onemli sayilacak bir yavaglama gozlemlemistir. Surosz ve Palinska (2004), Anabaena
flos-aquae ile yaptiklari bir ¢alisgmada 0.35 ppm bakir uygulanmasinin algin gelisimini
olumsuz etkiledigini ve artan bakir konsantrasyonunun algin klorofil-a miktarin
azalttigin1 belirlemiglerdir. Xylander ve Braune (1994), Haematococcus sp. algi
tizerine nikel metalinin yiliksek konsantrasyonlarini uygulamislar ve sonugta protein
ile karbonhidrat miktarinin azaldigini bulmuslardir. Pempkowiak ve Kosakowska
(1998), Chlorella vulgaris tizerinde yaptiklari bir ¢aligmada kadmiyum toksisitesinin
etkisini incelemisler, algin hiicre sayisi, biyokiitle ve klororfil-a miktarindaki degisimi
analiz etmislerdir. Kadmiyum miktar1 arttik¢a hiicre sayisi, biyokiitle ve klororfil-a
miktarinda azalma gozlemlemislerdir. Gensemer (1991), pH 6’da 15 uM’lik
aliminyum konsantrasyonunun, Asterionella ralfsii var. americana’da biiyiime hizini
azallttigini belirtmistir. Pettersson ve ark. (1985), Anabaena cylindrica’da pH 6’da 3.7
uM’lik aliminyum konsantrasyonunun biiyiime hizi ve nitrogenaz aktivitesini inhibe
ettigini belirlemislerdir. pH 6’da ve 180 uM’lik aliiminyum konsantrasyonunda ise
120 saat sonra biiylimenin yar1 yariya azaldigini rapor etmislerdir. Pillsbury ve
Kingston (1990) tatli su fitoplanktonu iizerine yaptiklari bir ¢alismada pH 5.7°de 50
ng Lt aliiminyum konsantrasyonunun, hiicre yogunlugunun azalmasina neden olan en
diisiik etki konsantrasyonu oldugunu belirtmislerdir. De Jong ve ark. (1994)

Cystoseira barbata’da 50 ve 150 pg L™ konsantrasyonlarindaki inorganik civanin
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(HgCl) toksisitesine algin direng gosterdigini, fakat 5 ve 15 pg L™ metil civanin
(CH3HgCl) inorganik civadan daha yiiksek toksik etki gosterdigini rapor etmislerdir.
Qian ve ark. (2009), Chlorella vulgaris’e bakir ve kadmiyum uygulamislar ve bu iKi
metalin ayr1 ayr1 ve sinerjik etkilerinin algin biiylimesine ve klorofil-a miktarina
etkisine bakmiglardir. Sonugta bu iki metalin hem ayr1 ayr1 hem sinerjik olarak algin
biiyiimesini ve klorofil-a miktarini azalttigini belirtmislerdir. Irmer ve ark. (1986)
yaptiklar1 ¢alismada Chlamydomonas reinhardii algine farkli konsantrasyonlarda Pb
uygulayarak fotosentetik oksijen evoliisyonu, klorofil miktari, kuru agirlik ve Pb
miktarindaki birikimi incelemislerdir. 3 saat siireyle 1 M Pb ile etkilesim, fotosentez
hizinda belirgin azalmalara neden olmustur. Cvetkovic ve ark. (1991), Selenastrum
capricornutum’da 0.5 mg L™’ den daha yiiksek bakir konsantrasyonlarinin 96 saatten
sonra fotosentezle ilgili olan biyokimyasal ve fizyolojik prosesleri geri doniisiimsiiz
olarak inhibe ettigini bulmuslardir. Ralph ve Burchett (1998), dort agir metalin (Pb,
Zn, Cu, Cd) laboratuar kosullarinda H. ovalis’teki fotosentez iizerindeki etkilerini
incelemiglerdir. 1 mg L%Yden 10 mg L™ye kadar olan olan agr metal
konsantrasyonlar1 bazi akut toksik geri bildirimlere neden olmustur. Fotosentez
tizerine agir metallerin etkileri karsilastirildiginda, Cu ve Zn’nin, Pb ve Cd’ye oranla
daha olumsuz etkilere sahip oldugu goriilmiistiir. Li ve ark. (2005), ¢inko ve bakir agir
metallerinin Pavlova viridis algi iizerinde klorofil-a, biiylime hizi, antioksidan enzim
aktiviteleri ve MDA miktarindaki degisime etkilerini degerlendirmislerdir. Cinko ve
bakirin artan konsantrasyonlarinda hiicre yogunlugu, klorofil-a ve protein
miktarlarinda azalmalar gozlenmistir. MDA miktar1 ve SOD aktivitesinde her iki
metalin yliksek konsantrasyonlarina bagl olarak artis ve GSH miktarinda diizensiz
degisimler goriilmesine ragmen, en yiiksek konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore
artis gézlenmistir. Bakir uygulamalarinda GPX aktivitesinde artis gézlenirken, ¢inko
uygulamalarinda ise énemli derecede azalmalar gozlenmistir. Sotol ve ark. (2001),
Pseudokirchneriella subcapitata algi iizerinde bakir ve ¢inkonun biyokiitle, klorofil-
a, MDA ve KAT aktivitesi lizerindeki etkilerini incelemislerdir. Sonugta her iki agir
metalin artan konsantrasyonlarmin klorofil-a miktar1 ve biyokiitleyi azalttig
goriilmistiir. Bakir ve ¢inkonun artan konsantrasyonlarinda algde MDA miktar1 ve
KAT aktivitesinde artis gdzlenmistir. Sabatini ve ark. (2008), Scenedesmus vacuolatus

ve Chlorella kessleri alglerine bakir toksisitesi uygulamislar; biyokiitle, klorofil-a,



24

MDA, ve GSH miktar ile KAT aktivitesini 0lgmiislerdir. Biyokiitle ve klorifil-a
miktarinda azalma, MDA ve GSH miktar1 ile KAT aktivitesinde artis goriilmiistiir.
Choudhary ve ark. (2007), Arthrospira platensis S5 susu tizerinde bakir, ¢inko ve
kursun agir metallerinin algin gelisimi ve antioksidan enzimlerin aktiviteleri iizerine
etkisine bakmislardir. Metal Konsantrasyonlarinin artigina bagli olarak algin
gelisiminde azalma goriiliirken MDA ve prolin miktarinda ve SOD aktivitesinde artig
gorilmistiir. Cao ve ark. (2011), farkli konsantrasyonlarda uygulanan manganin
Amphidinium sp.’de biliyime hizi ve SOD aktivitesine tizerindeki etkisini
arastirmiglardir. Sonugta Mn konsantrasyonu yiikseldik¢e biiyiime oraninda 6nce artis
daha sonra azalma, SOD aktivitesinde ise azalma oldugu gozlemlenmistir. Elbaz ve
ark. (2010), Chlamydomonas reinhardtii’de artan civa konsantrasyonlarinin hiicre
sayisinda ve klorofil miktarinda azalmaya neden oldugunu gézlemlemislerdir. Ayrica
Hg konsantrasyonunun artmastyla birlikte SOD ve APOD enzimlerinin aktivitelerinde
once artig, sonra azalma oldugu belirtilmistir. Kumar ve ark. (2010), 4 giin boyunca
0.4 mM konsantrayonunda CdCl, uyguladiklar1 Ulva lactuca algindeki metabolik
degisimleri incelemislerdir. SOD, GR ve APOD aktivitelerinde kontrole gore artis
oldugunu gozlemlemislerdir. Liu ve ark. (2010), Grateloupia turuturu ve Palmaria
palmata algleriyle yaptiklart ¢alismalarda kadmiyumun (CdClz) SOD ve GR gibi
antioksidan enzimler tizerindeki etkisini arastirmislardir. Sonugta P. palmata alginde
SOD aktivitesinin, G. turuturu’ya gore daha bilyiik bir artis gosterdigini, GR
aktivitesinin ise azaldigim1 gozlemlemislerdir. Melegari ve ark. (2013),
Chlamydomonas reinhardtii adli yesil alge bakir oksit nanopartikiili (CuO-NP)
uygulamiglardir. Sonugta konsantrasyonlarin artigina bagli olarak APOD ve GR
aktivitelerinde artis oldugunu gozlemlemislerdir. Piotrowska ve ark. (2012), {i¢ farkh
agir metalin (Cd, Pb, Cu) 100 uM’lik konsantrasyonlarinin Chlorella vulgaris
tizerindeki etkilerini arastirdiklar bir calismada, klorofil-a ve askorbat miktarinda en
bliylik azalmaya kadmiyumun neden oldugunu gézlemlemislerdir. Glutatyon miktari
kadmiyum ve kursun uygulanan alglerde azalirken, Cu uygulanan alglerde artis
gostermistir. SOD aktivitesi ise tiim uygulamalarda artis gdstermistir. Qian ve ark.
(2010), Microcystis aeruginosa alginde CuSOs ve H202’nin zamana bagli etkisini
incelemislerdir. Sonugta Klorofil-a miktarinin CuSO4 uygulanan grupta 6nce arttigini

(48 saat) ve sonra azaldigini; H2O: uygulamalarinda ise siirekli artis gosterdigini
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gozlemlemislerdir. SOD aktivesi ise CuSO4 Ve H202 uygulanan alglerde siirekli artis
gostermis, ancak 96. saatteki artisin 48. saatteki artisa gore daha az oldugu
belirlenmistir. Rai ve ark. (2013), Cr (IV) uyguladiklar1 Chlorella vulgaris ‘de artan
krom konsantrasyonlarinin biyokiitle miktarin1 azalttifinm1 gézlemlemislerdir. Aym
calismada SOD aktivitesinde dnce artis goriilmiis, konsantrasyonlar arttik¢a aktivite
azalmistir. APOD aktivitesi ise Once azalmig, sonra artmis, ancak yiiksek
konsantrasyonlarda APOD aktivitesinin diistiigli goriilmistiir. Chien ve Vonshak
(2010), Arthrospira platensis algine yiiksek sicaklik stresi uygulamislar ve sicakligin
33 °C’den 15 °C’ye diismesi klorofil-a miktarint artirirken, KAT aktivitesinde once
artis, daha sonra azalmaya; SOD ile APOD aktivitesinde ise artisa neden olmustur.
Nalimova ve ark. (2005), bakir ve ¢inkonun Arthrospira platensis’in gelisimi
tizerindeki etkisini arastirmiglardir. A. platensis’e uygulanan agir metallerin letal
dozlarinin algin biiyiimenin hangi fazinda olduguna (lineer biiyiime faz1 yada lag fazi)
bagl olarak farklilik gosterdigini gozlemlemislerdir. Yilmaz ve ark. (2006), farkl
sodyum selenit (Na2SeOs) iceren ortamlarda kiiltiire alinan A. platensis’in gelisimini
belirlemeye ¢alismiglardir. A. platensis’in gelisimini takip etmek igin belirlenen
parametrelerden pH, klorofil-a ve yas madde miktarlari, artan sodium selenit miktarina
bagli olarak istatistiki agidan 6nemli farklilik gtostermemistir. Solisio ve ark. (2008),
A. platensis’e farkli konsantrasyonlarda kadmiyum uygulamislar, sonugta kadmiyum
absorbsiyonunun, biyokiitle miktarmna bagli olarak degisiklik gosterdigini
saptamiglardir. Pronina ve ark. (2002) sodyum selenit (Na2SeOz) uyguladiklar: A.
platensis’in gelisimini ve selenyum birikimini incelemisler ve 20 mg L™ nin altindaki
sodium selenit konsantrasyonlarinin A. platensis’in biiyiimesini engellemedigini
bildirmislerdir. Bajuz (2010), Chlorella vulgaris tizerine Cd, Pb, Cu ve brassinolid
(BL) uygulamig, BL uygulanan ve uygulanmayan alglerde antioksidan enzim
aktivitelerinde meydana gelen degisimleri arastirmistir. BL uygulanan alglerde 24 saat
sonra hiicresel onarimin basladigin1 ve hiicre sayisinda artis oldugunu; ayrica sadece
agir metal uygulanan alglerde konsantrasyon artisina bagli olarak hiicre sayisinda

azalma oldugunu goézlemlemistir.
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1.9. Calismanin Amaci

Calismamizin amaci, ¢inko agir metaline maruz birakilan Scenedesmus ellipsoideus
Chodat alginde meydana gelen bazi metabolik degisimlerin farkli parametreler

yardimiyla incelenmesidir.

Bu amagla S. ellipsoideus laboratuvar kosullarinda yetistirildikten sonra 7 giin siireyle
farkli konsantrasyonlarda ¢inko etkisine maruz birakilmistir. Boylece farkli ¢inko
konsantrasyonlarina bagli olarak canlinin klorofil-a miktarinda, biyokiitlesinde, bazi
antioksidan enzimlerin aktivitelerindeki [siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
rediiktaz (GR) ve askorbat peroksidaz (APOD)] degisimler incelenmistir. Uzun
vadede bu ¢alismanin amaci, sucul ekosistem iizerine metal stresinin olasi etkisinin

belirlenmesi icin yapilan ekotoksikoloji calismalarina katkida bulunmaktir.



BOLUM 2. MATERYAL VE METOD

2.1. Cahsma Materyali

Calismada kullanilan Scenedesmus elipsoideus Chodat (SALIMO1) susu (Sekil 2.1.).
Ketence Golii'nden (Kocaeli) izole edilmis, Sakarya Universitesi Biyoloji Béliimii

Bitki Fizyolojisi ve Ekolojisi Laboratuari’nda aksenik kosullarda ¢ogaltilmustir.

Sekil 2.1. Scenedesmus ellipsoideus Chodat (SALIMO1) (Bar 10 pm).

2.2. Kullanilan Cihazlar

Caligsma siiresince kullanilan cihazlar Tablo 2.1.”de verilmistir.
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Tablo 2.1. Kullanilan cihazlar

Cihaz Islev Marka

Iklim kabini (0-50°C, 0-7000 lux) | Inkubasyon Dev/Pet

Hassas terazi Tartim Schimadzu SLB 320
Isiticili manyetik karistiric Soliisyon hazirlanmasi Dragon-med-M-10068
Buzdolab1 (No-frost) Numunelerin saklanmasi Beko

Etiiv Sterilizasyon Niive

Sogutuculu mikrosantrifiij Siipernatant eldesi Centurion scientific K3
Otoklav Sterilizasyon Alp

pH metre pH olciimleri Metler toledo
Spektrofotometre Absorbans 6l¢iimi Schimadzu UV mini 1240 UV
2.3. Yontem

2.3.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Scenedesmus elipsoideus Chodat (SALIMO1) susu BG11 ortaminda (Rippka ve ark.,
1979) aksenik sartlarda yetistirilmistir (Tablo 2.2, Tablo 2.3 ve Tablo 2.4). 250 mL’lik
erlenlerde steril olarak hazirlanmis 180 mL’lik kiiltiir besiyerine 20 mL alg kiiltiirti
inokule edilerek iklimlendirme kabininde 25 °C sicaklikta, full spektrum lambalarin
kullanildigi 5000 lux 1s1k siddetinde (12 saat aydinlik, 12 saat karanlik), giinde 3 defa
calkalanmak sart1 ile 10 giin beklemeye birakilmistir.

Tablo 2.2. BG11 ortamu igerigi (Rippka ve ark., 1979).

Bilesik Miktar
NaNO3 1,5gL"t
NaHCO3 1gL?
K2HPO4 (1M) 0,2mLL?
BG11 konsantre stok solusyon 10mLL?

Tablo 2.3. BG 11 konsantre stok soliisyonu igerigi

Bilesik Miktar
MgSOq. 7H.0 75¢gL?
Sitrik asit 06gL?
EDTA-Na; 01glLt
A5 stok soliisyonu 100 mL L*?
CaCl,.2H,0 36gL?
(NHa)s[Fe(CsH407),] 0,69 L?
Na,COs 2gL?
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Tablo 2.4. A5 stok soliisyonu igerigi

Bilesik Miktar

H3BOs3 2,86gL?
MnCl,.4H,0 181glL?
Na,Mo004.2H,0 0,31glL?
ZnS0,.7H,0 0,22gL?
Co(NO3)2.6H,0 0,05gL?
CuS04.5H,0 0,08gL?

2.3.2. Uygulanan Agir Metal Cozeltileri

Calismada cinko agir metalinin sirasiyla 20 pg mL? ve 100 pg mL* konsantrasyona
sahip olacak sekilde stok ¢dzeltileri hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler 1 pg mL™?, 2 pg mL-
L4 pgmL? 6 ugmL? ve 8 pg mL™? konsantrasyonlarda kullanilmistir.

2.3.3. Deney Ortam ve Diizenegi

Agir metal uygulamalarindan nce 250 mL S. elipsoideus kiiltiirii hazirlanmig ve 10
giin boyunca ortama adaptasyon icin iklimlendirme dolabinda belirtilen sartlarda
bekletilmistir. Kiiltiirler 10 giiniin sonunda igerdigi klorofil-a miktar1 1 pg mL™* ve

kullanilacak kiiltiir miktar1 50 mL olacak sekilde tazelenmistir.

Belirlenen konsantrasyonlarda ¢inko ¢ozeltisi hazirlanmig ve taze kiiltiirlere
uygulanmistir. Ortamin pH’s1t 7.4 olarak ayarlanmistir. Deney ti¢ tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Deney siiresi boyunca S. elipsoideus’un fotosentetik pigment
(klorofil-a) miktar1 ve optik yogunlugundaki (OD) degisim her giin Olgiilerek
kaydedilmistir. Denemenin 7. giiniinde kiiltiirlerden alinan 6rnekler 15,000 rpm ve +4
°C’de 20 dakika santrifiij edilerek elde edilen pelletler siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon rediiktaz (GR) ve askorbat peroksidaz (APOD) aktivitelerinin 6lgtimlerinde

kullanilmak iizere -20 °C’de saklanmuistir.
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2.4. Olgiim ve Analizler

2.4.1. Optik yogunlugun (OD) belirlenmesi

Mikroalgin optik yogunlugu (OD) ve biiylime hiz1 spektrofotometrede 560 nm ve 750
nm’deki absorbans degerleri 6l¢iilerek bulunmustur. Olgiimlerde 1/10 oraninda BG11
besiyeri ile seyreltme yapilmustir (100 pL kiiltiir, 900 pL BG11 besiyeri). Ol¢iimler
sirasinda kor soliisyonu olarak BG11 besiyeri kullanilmistir. Her 6l¢tim 7 giin boyunca

24 saat arayla gergeklestirilmistir.

2.4.2. Fotosentetik pigment analizi (klorofil-a)

Klorofil-a o6lgiimlerinde 1/10 oraninda saf metanolle seyretilmis Ornekler
kullanilmigtir (100 pL kiltir, 900 pL saf metanol). Bir dakikalik vorteksleme
isleminden sonra, 2 dakika 13,800 rpm ve +4 °C’de santrifiijlenerek
spektrofotometrede 665 nm’deki absorbanslar dl¢iilmiistiir. Olgiimler sirasinda kor

sollisyonu olarak saf metanol kullanilmistir (Mackinney, 1941).

2.4.3. Toplam ¢oziiniir protein analizi

Toplam ¢Oziiniir protein miktar1 Bradford (1976)’ya gore belirlenmistir. Protein
analizleri SOD, GR ve APOD enzimleri i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir. Son hacim 5.5 mL
olacak sekilde 0.031 M sitrat-fosfat tamponu (pH 5.5), slipernatant ve % 0.01’lik
Coomassie Brilliant Blue (G-250) ile reaksiyon karigimi hazirlanmistir. Deney tiipleri
once vortex ile 10-15 sn siireyle karistirilmis, daha sonra 30 dk karanlik ortamda ve
oda sicakliginda bekletilmistir. Protein miktari spektrofotometrede 595 nm’de elde
edilen absorbans degerleri ve BSA (bovine serum albumin) ile hazirlanan standart

grafik yardimiyla hesaplanmistir.
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2.4.4. Toplam siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi

Toplam SOD aktivitesi Beyer ve Fridovich (1987)’ye gore belirlenmistir. 2 mL kiiltiir
alinarak 15,000 rpm ve +4 °C’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant atilmis ve
pellet ekstraksiyon i¢in kullanilmistir. Yaklasik 0.2 g pellet 100 mM potasyum fosfat
(pH 7.0), % 2’lik PVP (polivinil pirolidon) ve 1 mM sodyum EDTA (Na:EDTA)
igeren ekstraksiyon ¢ozeltisi ile homojenize edildikten sonra 14,000 rpm ve +4 °C’de
20 dakika santriflij edilmistir. Son hacim 1030 pL olacak sekilde 100 mM potasyum
fosfat tamponu (pH 7.8), 9.9x10° M metionin, 5.7x10° M NBT (nitroblue
tetrazolyum), % 1’lik triton X-100 ve enzim karisimindan olusan bir reaksiyon
karisimi hazirlanmistir. Reaksiyon 0.9 uM riboflavin ilavesi ile baslatilmis, bu karisim
15 dakika boyunca 375 umol m?s? siddetinde 1513a maruz birakildiktan sonra 560
nm’de spektrofotometrede absorbans degerleri belirlenmistir. Toplam SOD aktivitesi
daha once hazirlanmis olan standart grafikten faydalanarak hesaplanmistir (U mg

protein™).

2.4.5. Siiperkoksit dismutaz izozimlerinin aktivitesi

Farkli SOD izozimlerinin aktivitesi, 2 mM potasyum siyaniir (KCN) veya 5 mM Hz20>

ile inhibisyona duyarliklar1 esasina gore belirlenmistir (Fridovich, 1986).

2.4.6. Toplam glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi

Toplam GR aktivitesi Sgherri ve ark. (1994)’e gore belirlenmistir. 2 mL kiiltiir alinarak
15,000 rpm ve +4 °C’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant atilmis ve pellet
ekstraksiyon i¢in kullanilmigtir. Yaklasik 0.2 g pellet 100 mM potasyum fosfat (pH
7.0), % 2’lik PVP (polivinil pirolidon) ve 1 mM sodyum EDTA (Na:EDTA) igeren
ekstraksiyon ¢o6zeltisi ile homojenize edilerek, 14,000 rpm ve +4 °C’de 20 dakika
santrifiij edilmistir. Son hacim 1000 pL olacak sekilde 100 mM potasyum fosfat
tamponu (pH 7.8), 2 mM sodyum EDTA (Na2EDTA), 0.5 mM okside glutatyon
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(GSSG), 0.2 mM nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) ve 100 pg protein
iceren siipernatanttan olusan reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Reaksiyon,
NADPH’nin eklenmesiyle baslatilmistir. Enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak
320 nm’de elde edilen absorbans degerleri ile Olgiilmistiir. Diizeltme, NADPH
yoklugunda GSSG oksidasyonu ile yapilmistir. Enzim aktivitesi, NADPH’nin
ekstinksiyon Katsayist (6.2 mM cm™ 340 nm™) kullanilarak reaksiyonun baslangic
hizindan hesaplanmustir (nmol NADPH dakika™ mg protein™).

2.4.7. Toplam askorbat peroksidaz (APOD) aktivitesi

Toplam APOD aktivitesi Wang ve ark. (1991)’e¢ gore belirlenmistir. 2 mL kiltiir
aliarak 15,000 rpm ve +4 °C’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant atilmis ve
pellet ekstraksiyon i¢in kullanilmustir. Yaklasik 0.2 g pellet mM Tris-HCI (pH 7.2), %
2’lik PVP, 1 mM sodyum EDTA (Na2EDTA) ve 2 mM askorbat igeren ekstraksiyon
cozeltisi ile homojenize edilmistir. Homojenat 14,000 rpm ve +4 °C’de 20 dk santrifiij
edilmistir. Son hacim 1000 pL olacak sekilde 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH
6.6), 2.5 mM askorbat, 10 mM hidrojen peroksit (H202) ve 100 pg protein igeren
slipernatanttan olusan reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Reaksiyon, H2O2’nin
eklenmesiyle baslatilmistir. Askorbat konsantrasyonundaki azalma,
spektrofotometrede 290 nm’de yapilan okumalarla enzim 6ziitii igermeyen reaksiyon
cozeltisine karsilik kaydedilmistir. Enzim aktivitesi, askorbatin ekstinksiyon katsayisi
(2.8 mM cm 290 nm™) kullanilarak reaksiyonun baslangi¢ hizindan hesaplanmigtir
(nmol askorbat dakika™® mg protein).

2.4.8. istatistiksel analizler

Olgiimlerden elde edilen verilere, SPSS paket programi kullanilarak, istatistiki tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) uygulanmis ve degiskenler arasindaki farkliligin
belirlenmesi i¢in Tukey testi kullanilmigtir. Her bir bagimsiz degisken i¢in uygulama
ve cesitler arasindaki farkin 6nem kontrolii Anlamli Onemli Fark (AOF) % 5

diizeyinde hesaplanmistir.



BOLUM 3. BULGULAR

3.1. Biyokiitle

S. ellipsoideus’a uygulanan farkli konsantrasyonlardaki ¢inko agir metalinin
biyokiitleye olan etkisi OD 750 degeri Olciilerek Sekil 3.1.°de verilmistir. Cinko
uygulanan érneklerde EC50 degeri 7.29 ug mL™? olarak hesaplanmistir.

Farkli konsantrasyondaki ¢inko uygulamalarinin biyokiitle iizerinde zamana bagh
olarak neden oldugu degisimler incelendiginde, biyokiitle degerlerinin her ¢inko
konsantrasyonunda 7 giinliik deneme siiresi boyunca genellikle siirekli bir artig
gosterdigi belirlenmistir (Sekil 3. 1). Ancak biyokiitle degerlerinde giinliik olarak
meydana gelen degisimler, uygulanan ¢inko konsantrasyonlarina bagli olarak
degerlendirildiginde, artan ¢inko konsantrasyonuna bagli olarak biyokiitlenin de
siirekli azaldigr belirlenmistir (p<0.05) (Sekil 3. 1). Bunun disinda ¢inko
uygulamalarinin 24. saatten itibaren biyokiitle lizerinde inhibisyon etkisini gostermeye
basladig1 ve en siddetli inhibisyonun uygulanan en yiiksek ¢inko konsantrasyonunda

(8 ug mL™?) ortaya ¢iktig1 gdzlenmistir.
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Sekil 3.1. S. ellipsoideus’da farkli ¢inko konsantrasyonlarinin biyokiitlenin giinliik degisimi {izerine etkisi

3.2. Fotosentetik Pigment Analizi (Klorofil-a)

S. ellipsoideus’a uygulanan farkli konsantrasyonlardaki ¢inko agir metalinin klorofil-

a miktar1 iizerindeki etkisi Sekil 3.2.’de verilmistir.

Farkli konsantrasyondaki ¢inko uygulamalarinin klorofil-a miktar1 iizerinde zamana
bagli olarak neden oldugu degisimler incelendiginde, klorofil-a miktarinin kontrol
grubunda 5. giine kadar, 1 pg mL? ¢inko uygulanan grupta ise 4. giine kadar artip,
daha sonra azaldig1 belirlenmistir (Sekil 3. 2). 2 pgmL™, 4 ygmL™?, 6 uygmLve 8 pg
mL%lik ¢inko konsantrasyonlar1 ise klorofil-a miktarinda zamana bagli olarak
diizensiz degisimlere neden olmustur (Sekil 3. 2). Ancak klorofil-a miktarlarinda
giinliik olarak meydana gelen degisimler, uygulanan ¢inko konsantrasyonlarina bagli
olarak degerlendirildiginde, artan ¢inko konsantrasyonuna bagli olarak Klorofil-a
miktarlarinin da genellikle siirekli azaldig1 belirlenmistir (p<0.05) (Sekil 3. 1). Bunun
disinda, biyokiitle verilerindeki degisimlere benzer olarak, ¢inko uygulamalarinin 24.
saatten itibaren klorofil-a miktari {izerinde inhibisyon etkisini géstermeye basladig1 ve
en siddetli inhibisyonun uygulanan en yiiksek ¢inko konsantrasyonunda (8 pg mL™?)

ortaya ciktig1 gdzlenmistir.
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Sekil 3.2. S. ellipsoideus’da farkli ¢inko konsantrasyonlarinin klorofil-a miktarinin giinliik degisimi {izerine etkisi

3.3. Toplam Siiperkoksit Dismutaz Aktivitesi

S. ellipsoideus’a uygulanan farkli konsantrasyonlardaki ¢inko agir metalinin toplam

stiperoksit dismutaz enzim aktivitesi (SOD) tizerindeki etkisi Sekil 3.3.’de verilmistir.

Cinko etkisine maruz birakilan S. ellipsoideus’un 4 pg mL* ve 6 pg mL? cinko
konsantrasyonlarindaki toplam SOD aktivitesi kontrole gore artis gosterirken; 1 pg
mL?, 2 ng mL? ve 8 pg mL? ¢inko konsantrasyonlarindaki toplam SOD aktivitesi
kontrole gore diisiis gostermistir. Kontrole gére 4 pg mL™L, 6 pg mL™? ve 8 ug mL?
cinko konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p<0.05). SOD aktivitesinin en yiiksek (41.3 U mg protein™) ve en diisiik (18.6 U mg

protein') oldugu degerler sirastyla 4 pg mL™? ve 8 pg mL ¢inko konsantrasyonlarinda
tespit edilmistir.
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Sekil 3.3. Farkli ¢cinko konsantrasyonlariin S. ellipsoideus’da toplam SOD aktivitesi {izerine etkisi

3.4. Siiperkoksit Dismutaz izozimlerinin Aktivitesi

3.4.1. MnSOD Aktivitesi

S. ellipsoideus’a uygulanan farkli konsantrasyonlardaki ¢inko agir metalinin mangan
siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi (MnSOD) {izerindeki etkisi Sekil 3.4.°de

verilmistir.

Cinko etkisine maruz birakilan S. ellipsoideus’un 2 ug mL™* ve 4 pug mL? ¢inko
konsantrasyonlarindaki MnSOD aktivitesi kontrole gore artis gosterirken; 1 pg mL™,
6 ug mL? ve 8 ug mL™? ¢inko konsantrasyonlarindaki MnSOD aktivitesi kontrole gore
diisiis gostermistir. Kontrole gore 1 ug mL?:, 4 pg mL? ve 8 pg mL? ¢inko
konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.05). MnSOD
aktivitesinin en yiiksek (14.54 U mg protein™) ve en diisiik (5.6 U mg protein™) oldugu

degerler sirastyla 4 pg mL™ ve 8 ug mL? ¢inko konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 3.4. Farkl ¢inko konsantrasyonlarmin S. ellipsoideus’da MnSOD aktivitesi tizerine etkisi

3.4.2. FeSOD Aktivitesi

S. ellipsoideus’a uygulanan farkli konsantrasyonlardaki ¢inko agir metalinin demir
siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi (FeSOD) iizerindeki etkisi Sekil 3.5.°de

verilmistir.

Cinko etkisine maruz birakilan S. ellipsoideus’un 2 ug mL™?, 4 pg mL™, 6 pg mL? ve
8 pug mL? ¢inko konsantrasyonlarindaki FeSOD aktivitesi kontrole gore artis
gosterirken; 1 pg mL™? ¢inko konsantrasyonyonundaki FeSOD aktivitesi kontrole gore
diisiis gostermistir. Kontrole gore 2 ug mL™* ve 4 ug mL™ ¢inko konsantrasyonlarinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.05). FeSOD aktivitesinin en yiiksek
(22.85 U mg protein™) ve en diisiik (1.7 U mg protein™) oldugu degerler sirasiyla 4 ug

mL? ve 1 pg mL? ¢inko konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 3.5. Farkli ¢inko konsantrasyonlarinin S. ellipsoideus’da FeSOD aktivitesi lizerine etkisi

3.4.3. CuZnSOD Aktivitesi

S. ellipsoideus’a uygulanan farkli konsantrasyonlardaki ¢inko agir metalinin bakir

¢inko siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi (CuZnSOD) iizerindeki etkisi Sekil 3.6.’da

verilmistir.

Cinko etkisine maruz birakilan S. ellipsoideus’un 6 pg mL?! ¢inko
konsantrasyonundaki CuZnSOD aktivitesi kontrole gore artis gdsterirken; 1 pg mL™,
2 ug mL?, 4 ug mL? ve 8 ug mL? ¢inko konsantrasyonlarindaki CuZnSOD aktivitesi
kontrole gore diisiis gdstermistir. Kontrole gore 2 pg mL™, 4 ug mL™? ve 8 pg mL™
cinko konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.05).
CuZnSOD aktivitesinin en yiiksek (14.9 U mg protein™) ve en diisiik (3.9 U mg
protein™) oldugu degerler sirasiyla 6 ug mL™ ve 4 ug mL* ¢inko konsantrasyonlarmda

tespit edilmistir.
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Sekil 3.6. Farkli ¢inko konsantrasyonlarinin S. ellipsoideus’da CuZnSOD aktivitesi {izerine etkisi

3.5. Toplam Askorbat Peroksidaz Aktivitesi

S. ellipsoideus’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki ¢inko agir metalinin toplam
askorbat peroksidaz enzim aktivitesi (APOD) iizerindeki etkisi Sekil 3.7.°de

verilmigtir.

Cinko etkisine maruz birakilan S. ellipsoideus'da 1 pg mL?, 4 pg mL? ve 6 ug mL™*?
¢inko konsantrasyonlarindaki APOD aktivitesi kontrole gore artig gosterirken; 2 pg
mL?ve 8 ug mL? ¢cinko konsantrasyonlarindaki APOD aktivitesi kontrole gore diisiis
gdstermistir. Kontrole gore 4 ng mL?, 6 pg mL? ve 8 pg mL™ konsantrasyonlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli1 fark bulunmustur (p<0.05). APOD aktivitesinin en
yiiksek (12.8 nmol askorbat dak.™ mg protein) ve en diisiik (6.9 nmol askorbat dak.™
mg protein?) oldugu degerler swrasiyla 6 pg mL? ve 8 pug mL? g¢inko

konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 3.7. Farkli ¢inko konsantrasyonlarinin S. ellipsoideus’da APOD aktivitesi {izerine etkisi

3.6. Toplam Glutatyon Reduktaz Aktivitesi

S. ellipsoideus’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki ¢inko metalinin toplam

glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi (GR) tizerindeki etkisi Sekil 3.8.’de verilmistir.

Cinko etkisine maruz birakilan S. ellipsoideus’da 4 pg mL? ¢inko
konsantrasyonundaki toplam GR enzim aktivitesi kontrole gore artis gosterirken; diger
cinko konsantrasyonlarinda azalma gostermistir. Kontrol ile diger tiim
konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede fark bulunmamuistir.
GR aktivitesinin en yiiksek (2.09 nmol NADPH dak.™ mg protein™) ve en diisiik (1.53
nmol NADPH dak. mg protein™) oldugu degerler sirasiyla 4 pg mL™? ve 8 ug mL*

cinko konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 3.8. Farkli ¢inko konsantrasyonlarinin S. ellipsoideus’da GR aktivitesi iizerine etkisi



BOLUM 4. TARTISMA

Yapilan bu ¢alisma ile S. ellipsoideus alginin ¢inko, agir metalinin farkli
konsantrasyonlarina maruz birakilmasi sonucu bu metallerin klorofil-a miktarinda,
biyokiitlesinde ve antioksidan parametrelerinde [toplam siiperoksid dismutaz (SOD),
mangan siliperoksit dismutaz (MnSOD), demir siiperoksit dismutaz (FeSOD), bakir
¢inko siiperoksit dismutaz (CuZnSOD), glutatyon rediiktaz (GR) ve askorbat
peroksidaz (APOD)] olusan degisimler arastirilmistir.

Algler lizerine yapilan ¢aligmalarda alglerdeki metal aliniminin ve toksisitesinin,
ortamdaki metal derisimine, metal tiirlerine, metalin kimyasal yapisina, organizmanin
toleransina, metal etkilesimine verecegi yanita ve alg tiiriine bagli oldugu bildirilmistir
(Crist ve ark., 1981; Singh ve ark., 1989; Gupta ve ark., 2001; Campbell, 1995; Aksu,
1998; Soldo ve ark., 2005). Yapilan ¢alismada ¢inko agir metaline bagli olarak S.
ellipsoideus alginin  Klorofil-a miktarmin, biyokiitlesinin ve antioksidan

parametrelerinin farkli derecelerde etkilendigi gézlenmistir.

Alglerde agir metallerin olumsuz etkileri sonucu biiylimeleri inhibe olmakta ve bu
toksik maddeler biiylimenin lag fazinin bozulmasina neden olmaktadir (De Filippis ve
ark., 1981; Stevenson ve ark., 1996). Bu sebeple organizmada hiicre boliinmesi
engellenecegi i¢in biiylimenin de durdugu belirtilmektedir (Elbaz ve ark., 2010).
Caligmamizda strese maruz birakilmayan kontrol grubunda biyokiitle miktar1 yedi giin
boyunca artig gosterirken, artan ¢inko konsantrasyonuna bagli olarak biyokiitle ve
klorofil-a miktar1 azalmistir. Cok yiliksek konsantrasyonlarda ise algler canliliklarini

kaybetmislerdir.

Li ve ark. (2006), Pavlova viridis algi iizerinde ¢inko ve bakir agir metallerinin

Klorofil-a tizerine etkilerini incelemislerdir. Yapilan ¢alismada agir metallerin artan
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konsantrasyonlarina bagl olarak klorofil-a miktarinda ve fotosentez hizinda azalma
oldugunu belirtmislerdir. Bajuz (2010), C. vulgaris algine bakir, kursun ve kadmiyum
agir metallerini uygulamis, agir metallerin artan konsantrasyonlarinda hiicre sayisinda
azalma oldugunu gozlemlemistir. Surosz ve Palinska (2004), Anabaena flos-aquae ile
yaptiklar bir ¢alismada bakir uygulanmasinin algin gelisimini gerilettigini ve artan
bakir konsantrasyonu ile algin klorofil-a ve biyokiitle miktarlarinin azaldigini
belirlemislerdir. Wong ve Chang (1991), Chlorella pyrenoidosa algi tizerine bakir,
krom ve nikel uygulamislar, bu agir metallerin klorofil-a miktari, biliylime ve
fotosentez hizlar1 {izerine etkilerini incelemislerdir. Bu agir metallerin artan
konsantrasyonlarinda klorofil-a miktari, biiyiime ve fotosentez hizlarinda azalma
oldugunu gézlemlemislerdir. Sunulan ¢aligmada S. ellipsoideus alginin biyokiitlesinin
ve Kklorofil-a miktarinin artan ¢inko konsantrasyonuna bagli olarak azaldigi
gozlenmistir. Biyokiitle ve klorofil-a miktarindaki en siddetli inhibisyonun uygulanan
en yiiksek c¢inko konsantrasyonunda (8 pg mL™?) ortaya ¢iktigi gozlenmistir. Agir
metaller klorofil pigment biyosentezini ve bu siirecte gérev yapan enzimleri inhibe
etmektedir (De Fillippis ve Pallaghy, 1994). S. ellipsoideus alginde ¢inko etkisinde
klorofil-a miktarlarindaki azalma klorofil biyosentez siirecinin bozulmasinin, klorofil-
a biyosentezinde gorevli enzimlerin inhibe edilmesinin ya da klorofilin

parcalanmasinin sonucu olabilir.

Sunulan calismada ¢inko igin toplam SOD aktivitesi 4 ve 6 pg mL™? ¢inko
konsantrasyonlarinda kontrole gore artig gosterirken; MnSOD aktivitesi 2 ve 4 ug mL"
! ¢inko konsantrasyonlarinda, FeSOD aktivitesi 2, 4, 6 ve 8 pg mL? ¢inko
konsantrasyonlarinda ve Cu/ZnSOD aktivitesi 6 ug mL™ ¢inko konsantrasyonlarinda
kontrole gore artig gostermistir. SOD, bitkilerdeki antioksidant sistemin dnemli bir
enzimatik bilesenidir ve siiperoksit radikalini (02~ hidrojen perokside (H202)
parcalayan reaksiyonu katalizler (Raychaudhuri and Deng, 2000). SOD’nin hiicre
icinde lokalize oldugu bolgeye ve enzimin aktif bolgesinde bulunan metal iyonunun
tipine gore farklilik gosteren ii¢ izozimi vardir. Bunlardan FeSOD kloroplastlarda,
MnSOD mitokondrilerde, Cu/ZnSOD ise hem sitosolde hem de kloroplastlarda
bulunmaktadir (Raychaudhuri ve Deng, 2000). Bu sebeple farkli SOD izozimleri farkl

hiicresel proteinleri korumaktadir (Lesser ve Stochaj, 1990). Antioksidan enzimler
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oksidatif stresin Onlenmesinde onemli bilesenler olmasi sebebiyle, stres olusturan
kosullarda enzim aktivitesi genellikle artmaktadir (Allen, 1995; Mazhoudi ve ark.,
1997). Rai ve ark. (2013), Cr (IV) uyguladiklari C. vulgaris’ de artan krom
konsantrasyonlarinin SOD aktivitesini 6nce arttirdigini, konsantrasyonlar arttikca
aktivitenin azaldigim1 belirtmislerdir. Elbaz ve ark. (2010), Chlamydomonas
reinhardtii’ de artan civa konsantrasyonlarinin SOD enzimlerinin aktivitesinde 6nce
artisa, sonra azalmaya neden oldugu belirtilmistir. Bu ¢alismalarin sonuglar1 bizim
yapmis oldugumuz calisma ile paralellik gostermektedir. SOD aktivitesinde dnce artis
sonra diisiis goriilmesinin sebebinin, kromun yiiksek konsantrasyonlarinin SOD
geninin etkilemesi olabilecegini belirtmislerdir. Elbaz ve ark. (2010),yaptiklari
calisgmada Chlamydomonas reinhardtii’ de artan civa konsantrasyonlarmin SOD
enzimlerinin aktivitesinde Once artisa, sonra azalmaya neden oldugunu tespit

etmislerdir.

Calismamizda ¢inko etkisine maruz birakilan S. ellipsoideus’ da 1 pg mL™?, 4 pg mL°
! ve 6 pg mL™? ¢inko konsantrasyonlarindaki APOD aktivitesi kontrole gore artis
gosterirken; 2 pg mL™* ve 8 ug mL? ¢cinko konsantrasyonlarindaki APOD aktivitesi
kontrole gore diiglis gostermistir. Nagalakshmi ve Prasad (1998) artan bakir
konsantrasyonlarinda Scenedesmus bijugatus alginde APOD aktivitesinde artis
gozlemlemislerdir. Devez ve ark. (2005), Scenedesmus obliquus {izerine yaptiklari
calismada artan bakir konsantrasyonlarina bagli olarak APOD aktivitesinde artis
olmasma ragmen belli konsantrasyonlardan sonra sabit kaldigim1 belirtmislerdir.
Melegari ve ark. (2013), Chlamydomonas reinhardtii yesil algine CuO
uyguladiklarinda, konsantrasyonlarin artisina bagli olarak APOD aktivitesinde artis
oldugunu belirtmislerdir. Elbaz ve ark. (2010), Chlamydomonas reinhardtii alginde
civa ile yaptiklar1 ¢alismada APOD enziminin aktivitesi ile reaktif oksijen tiirleri
seviyesinin arttigin1 belirtmislerdir. Yapilan tiim bu ¢alismalarin bizim ¢alismamizla
benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Artan APOD aktivitesinin artan reaktif oksijen
tiirleri konsantrasyonuna isaret ettigi belirtilmektedir (Nagalakshmi ve Prasad, 1998).
8 ng mL? ¢inko konsantrasyonundaki APOD aktivitesindeki azalma enzimlerin
yiiksek dozda agir metal uygulanmasi sonucu yapisinin bozulmasindan kaynaklanmis

olabilir.
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Calismamizda GR aktivitesi, 4 ug mL™ ¢inko konsantrasyonunda artis gdsterirken
uygulanan diger dozlarda kontrole gore azalma gostermistir. Devez ve ark. (2005), S.
obliquus  algine bakir uyguladiklar1  ¢alismalarinda  uygulanan  bakir
konsantrasyonlarinda GR aktivitesinde artis oldugunu belirtmislerdir. Bajguz (2010),
Chlorella vulgaris alginde bakir, kursun ve kadmiyum agir metalleri uygulandiktan
sonraki enzim aktivitelerine baktiklarinda agir metal konsantrasyonundaki artisa bagli
olarak GR enzim etkinliginde artis gozlemlemistir. Bizim ¢alismamizda en yiiksek GR
aktivitesi 4 ug mL? ¢inko konsantrasyonunda gozlemlenmistir. Artan GR seviyesinin
organizmadaki agir metal stresine karsi bir yanit olusturacagi ve antioksidan
parametrelerin herhangi bir stres kosulu altinda anti-stres gorevi oldugu belirtilmistir
(Sharma, 2015). Calismamizda 4 pg mL™ konsantrasyonundan sonraki daha yiiksek
konsantrasyonlarda enzim aktivitesinde azalmalar goriilmiistiir. Uygulanan ytiksek
konsantrasyonlar GSH metabolizmasindaki enzimlerin yapisini bozmus ve hiicre
zarinda oksidatif hasara sebep olmus olabilir. Bu yiizden belli seviyeden sonra GR

aktivitesinde azalma goriilmiis olabilir.

Sonug olarak ¢alismamizda uyguladigimiz ¢inko agir metalinin S. ellipsoideus tiirii
tizerindeki etkisinin konsantrasyona bagli olarak degistigi sOylenebilir. Cinko
konsantrasyonundaki artisa bagli olarak biyokiitle ve klorofil-a miktarinda azalmanin
meydana gelmesi, S. ellipsoideus igin ¢inko elementinin artan konsantrasyonlarinin
toksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Cinko uygulamalar1 sonucunda 4 ve 6
ng mL* konsantrasyonlarinda, SOD aktivitesinin kontrole gére onemli derecede artis
gostermesi, S. ellipsoideus alginde ¢inko toksisitesi nedeniyle siiperoksid radikali
konsantrasyonunun arttigin1 géstermektedir. SOD’un katalizledigi reaksiyon sonucu
olusan H202’yi parcalamaktan sorumlu olan APOD enziminin aktivitesi ise ayni ¢inko
konsantrasyonlarinda kontrole gore artig géstermistir. Bu durumda ¢inko elementinin
S. ellipsoideus alginde 4 ve 6 pg mL™ konsantrasyonlarinin iistinde APOD enziminin
sentezini ve/veya aktivitesini selektif olarak belli oranda inhibe ettigi ve toksik etkisini
bu sekilde gosterdigi sonucuna varilabilir. Nitekim 4 ug mL™ konsantrasyonda ¢inko
uygulamalar1 sonucunda, SOD ve APOD aktivitelerine benzer sekilde GR
aktivitesinde de kontrole gore Onemli derecede artis belirlenmistir. GR enzimi,

hiicrelerde  glutatyon = molekiiliiniin  indirgenmesini ~ saglayan  reaksiyonu
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katalizlemekten sorumludur. Indirgenmis glutatyonun yapisindaki elektronlar da
H2O2’nin  detoksifikasyonunu saglayan reaksiyonda kullanilmak iizere APOD
enzimine verilmektedir. Elde ettigimiz sonuglar, ¢inko uygulanan S. ellipsoideus
alginde bir makinanin dislileri gibi birlikte ¢alisan antioksidan enzimlerin 4 pg mL™*
konsantrasyonuna kadar birlikte uyumlu caligtiklarini ve bu dozun {istiinde
aktivitelerinin bozulmaya basladigini1 ve ¢inko agir metalinin bu enzimlerin yapisini

ve calisma seklini inhibe ettigini gostermektedir.



BOLUM 5. SONUC VE ONERILER

5.1. Sonug¢

Sonug olarak ¢alismamizda, biyokiitle ve klorofil-a miktarindaki azalmanin artan
¢inko (Zn) konsantrasyonlarina ve zamana bagli oldugu bulunmustur. Arastirmamizda
S. ellipsoideus antioksidan enzimleri lizerine ise, Zn agir metalinin etkisinin
konsantrasyonlardaki artisla yakindan iligkili oldugu bulunmustur. Yapilan
calismalarda agir metal konsantrasyonu arttik¢a, asir1 reaktif oksijen tiirli tiretiminin
niikleik asitler, proteinler ve lipitler gibi pek cok hiicresel fonksiyonu etkiledigi
belirtilmektedir (Mittler ve ark., 2004). Bu sebeple agir metallerin toksik etkisi,

iretilen serbest radikallerin hiicredeki metabolik dengeyi bozmasiyla gerceklesmistir.

5.2. Oneriler

Bu c¢alismanin amaci; uzun vadede sucul ekosistem iizerine metal stresinin olasi
etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan ekotoksikoloji ¢aligmalarina katkida bulunmaktir.
Bu sebeple agir metallerin etkisi altinda klorofil-a ve biyokiitle miktarlarindaki
degisimler ile antioksidan parametrelerin aktivitelerindeki degisimler arastirilmistir.
Ilerleyen periyotlarda S. ellipsoideus algi {izerinde agir metallerin birikim
mekanizmasi ve antioksidan parametrelerin olusturdugu yanitlar ve bunlarin genetik
temeli ile ilgili ¢alismalar yapilabilir. Ayrica ¢inko uygulamalari sonucunda hangi
radikallerin ne oranda olustugu belirlenerek, hiicresel hasarlardan sorumlu olan radikal
cesidi veya cesitleri belirlenebilir. Antioksidant sistemin enzimatik olmayan
bilesenlerinin (askorbik asit, glutatyon, alfa tokoferol, karotenoidler) miktarlarindaki
degisimler de incelenerek, antioksidant savunma sisteminin koruyucu etkisi daha

ayrintili bir sekilde incelenebilir.
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