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OZET

Anahtar kelimeler: Arthrospira platensis, Klorofil-a, biyokiitle, agir metaller,
antioksidan enzimler.

Teknolojik ve endiistriyel aktivitelerin artmasi sonucu olusan metal kirliligi, besin
zinciri igerisinde tehlikeli bir boyuta ulagsabilmektedir. Tatli su ekosistemleri de metal
kirliliginden biiyiikk zarar gormektedir. Ozellikle sudaki besin zincirinin ilk
basamagini olusturan alglerin metal stresinden etkilenmesine bagli olarak
ekosistemin tiir kompozisyonu degismekte ve bu durum besin zincirinin st
basamagindaki canlilar1 da etkilemektedir. Ekosistemin gidisatinin izlenmesi ve suda
tolere edilebilen maksimum metal konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in yapilan
ekotoksikoloji ¢aligmalarinda algler genis 6l¢ekte kullanilmaktadir. Bu ¢aligmalarda
metal stresine bagli olarak alg hiicrelerinde meydana gelen degisiklikler, toleransi
olmayan ve toleranshi yiiksek olan algler belirlenmektedir. Alg hiicreleri metal
stresine karsi c¢ok ¢esitli tolerans mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Bu tolerans
mekanizmalarindan birisi de alglerde metal etkili oksidatif strese karsi antioksidan
enzimlerin aktivitelerinin diizenlenmesine bagli olarak gosterilen toleranstir. Bu
caligmada A. platensis algi ¢inko, kalay ve civa agir metallerinin farkl
konsantrasyonlarina maruz birakilmistir. Boylece agir metalin tiirline  ve
konsantrasyonuna bagli olarak canlinin klorofil-a miktarindaki, biyokiitlesindeki ve
antioksidan parametrelerindeki (SOD, APOD ve GR) degisim belirlenmistir. Agir
metal seviyesindeki artigin hiicresel hasara neden oldugu tespit edilmistir. Cinko,
kalay ve civa uygulanan 6rneklerde konsantrasyon artisina ve zamana bagh olarak
hem biyokitlede hem de klorofil-a miktarinda kontrole gore diisiis olmustur.
Antioksidan parametrelerdeki degisimler incelendiginde; SOD aktivitesinde kontrole
gore en fazla diislis civa uygulanan orneklerde goriilmiistiir. APOD aktivitesinde
kalay uygulanan Ornekler kontrole gore en fazla diislisii gostermislerdir. GR
aktivitesinde ise ¢inko, kalay ve civa uygulanan drneklerin tamaminda kontrole gore
onemli derecede azalmalar goriilmiistir.

Sonug olarak, kalayin civa ve ¢inko ile karsilastirildiginda, daha toksik oldugu ve

toksik etkisini 0zellikle APOD enziminin sentezi ve aktivitesi Uzerindeki selektif
etkisi ile gosterdigi sOylenebilir.

Xi



EFFECTS OF ZINC, MERCURY AND TIN TO THE
ANTIOXIDANT ENZYME ACTIVITY ON ARTHROSPIRA
PLATENSIS GOMONT

SUMMARY

Keywords: Arthrospira platensis, chlorophyll-a, biomass, heavy metals, antioxidant
enzymes.

Metal pollution as a result of the technological and industrial activities can reach to
hazardous level at food chain. Fresh water ecosystems have been damaged
exceedingly from metal contamination. Especially the algae that constitute the first
step of the food chain in water, are affected by metal stress and this situation affects
the species composition of ecosystems and the top of the food chain. Algae are used
in large-scale both in ecosystem monitoring studies and water eco-toxicology studies
that conducted to determine the maximum tolerated concentrations of metals. Due to
the metal stress, changes in the algae cells, low tolerance and high tolerance algae are
determined in these studies. Algae cells have developed a wide variety of tolerance
mechanisms against metal stress. One of these metal tolerance mechanisms in algae
is that depending on the organization of antioxidant enzymes against metal effective
oxidative stress.

In this study, A .platensis was exposed to different concentrations of heavy metals
such as zinc, tin and mercury. In this manner, changes in chlorophyll-a concentration
biomass, antioxidant enzymes activites (SOD, APOD, GR) were determined. The
increase in the level of heavy metals have been found to cause cellular damage. Zinc,
mercury and tin applications decreased both biomass and chlorophyll-a content in a
time and concentration dependent manner when compared to controls. According to
our results, tin was found to be the most effective heavy metal that causes the most
significant decreases in biomass and chlorophyll a content. Our results showed that
mercury applications caused to maximum decrease in SOD activity while APOD
activity was decreased as a result of tin applications. Zinc, mercury and tin
concentrations led to the significant reduction in GR activity as compared to control
values. The treatments with increasing concentrations of zinc, tin and mercury
progressively inhibited the growth of algae and chlorophyll-a valves during 7 days.
The activity of SOD was mostly decreased by mercury, while the activity of SOD
was by tin. The activity of GR were by both of the heavy metals.

xii



BOLUM 1. GIRIS

Cevre; insanlar ve diger canlilarin yasamlar1 boyunca karsilikli olarak etkilesim
icinde bulunduklari, organizmalarin gelisimini ve davranislarini etkileyen biyolojik,
fiziksel ve sosyal bilesenlerden olusan ¢ok yonlii dogal bir ortamdir. Ancak bu dogal
ortam, insanoglunun cevreyi kendi istekleri dogrultusunda degistirmesi sonucu
bozulmaktadir. Su ve karasal ekosistemler bilingsiz ve asir1 kullanilarak 6nemli
Olciide zarar gormekte ve tiim bunlarin sonucu olarak diinya asir1 ve hizli bir sekilde

kirlenmeye devam etmektedir (Ozata ve ark., 1999).

Hizli niifus artisina bagli olarak ortaya cikan sanayilesme ile birlikte agir metal
iceren cevherler islenmekte ve bu metallerin gaz formlar1 atmosfere, hidrosfere ve
pedosfere kadar ulagmaktadir. Metal kontaminasyonu diinya genelinde 6nemli bir
sorundur (Cetinkaya ve ark., 1999). Biyosferdeki metal birikiminin her yil yaklagik
olarak 5 milyon ton oldugu vurgulanmaktadir (Sandau ve ark., 1996). Endustriyel
faaliyetler, motorlu tasitlarin egzost gazlari, maden yataklar1 ve isletmeleri, volkanik
faaliyetler, tarimsal giibreleme ve ilaglama gibi pek ¢ok etken agir metal kirliliginin
nedenleri arasinda yer almaktadir (Zengin ve Munzuroglu, 2004). Agir metal kirliligi
bu faaliyet alanlarmdan ¢ok uzak bdlgelerde dahi goriilebilmektedir. Ornegin havaya
karisan kadmiyum partikiilleri yeryiiziine ya da sucul ortamlara diismeden 0nce ¢ok
uzun mesafeler kat edebilmektedir. Zehirli atiklarin depo edildigi alanlarda
gerceklesen sizinti ve taskinlar sonucunda suya veya topraga karigabilmektedir
(Catak ve ark., 2000). Topraklara karisan ve buralarda birikim yapan agir metaller,
mikrobiyal aktivite ve toprak verimliligine zarar verdigi gibi, biyolojik ¢esitlilik ve
tiriinlerdeki verim kayiplarina, hatta besin zinciri yoluyla sicakkanli organizmalarda
zehirlenmelere kadar bir¢cok ¢evre ve insan sagligi problemlerinin ortaya ¢ikmasina

neden olabilmektedir (Pierzynski ve Schwab, 1992). Sucul ortamlara karisan agir



metaller ise kismen karbonat, siilfat ve silfiir olarak kati bilesikler olusturarak su

tabanina ¢okmekte ve bu bolgede yogunlagsmaktadir (Kahvecioglu, 2004).

1.1. Agir Metaller

Agir metaller, yogunlugu 6 g cm™’den biiyiik metaloidlere ve metal gruplarina
verilen ortak bir terimdir (O’Connell ve ark., 2008). Bu gruba basta kursun (PDb),
kadmiyum (Cd), krom (Cr), demir (Fe), kobalt (Co), bakir (Cu), nikel (Ni), civa (Hg)
ve ¢inko (Zn) olmak Uzere 60’ dan fazla metal dahil edilmektedir (Prasad, 2004).
Agir metallerin ve bilesiklerinin yerkabugunda, igerdikleri toksisite miktarlarina
bagli olarak ¢evrede gosterdikleri yayilis araliklari farklilik gostermektedir (Pinto ve
ark., 2003; Taylan ve Ozkog, 2007).

Gerek dogal gerekse antropojenik (insan kaynakli) prosesler ve kaynaklar, su ve hava
icinde agir metallerin kontaminasyonuna sebep olmaktadirlar (Catak ve ark., 2000).
Agir metallerin ¢evreye kontamine olmasinda etken olan en 6nemli endistriyel
faaliyetler ¢cimento Uretimi, demir gelik sanayi, termik santraller, cam tretimi, ¢Op ve
atik camur yakma tesisleri, maden eritme ve isleme tesislerinin atiklari, otoyollarda
araclardan salinan yakit, balata ve lastik kokenli atiklardir (Kiirkgti, 2001). Dogal
olarak ¢evrede bulunan agir metaller ise kayalarda, toprakta, bitkiler ve hayvanlarda
mevcut bulunmaktadir. Bunlar suda ¢6ziinen iyonlar seklinde, gaz seklinde veya

kayalar, kum ve topraklarda mineraller veya tuz formlarinda bulunmaktadirlar.

Agir metaller inorganik maddelerin biiyiik bir grubunu olusturmakta ve yeryiizliniin
biylkce bir kismina yayilmaktadir. Bu bolgeler genellikle pis su atik alanlari,
pestisitler, giibreler ve belediye ¢Op alanlarindan ¢ikan gazlar, araba eksoz gazlari,
metal madenleri ve koku (parfum ve kozmetik gibi) endiistrisinden olusmaktadir.
Biitiin metallerin yiiksek konsantrasyonlar1 toksik 6zellik gdstermektedir. Ozellikle
cogu metal ve metaloid tiirleri istenmedikleri yerlerde bulunduklarinda c¢evresel

kirlilik etkeni olarak kabul edilmektedir (Garbisu ve Alkorta, 2003).



1.1.1. Cinko (Zn)

Atom numarasi 30, atom agirhg 65.4 g mol™?, yogunlugu 7.14 g cm, erime noktasi
419.53 °C olan, kat1 halde bulunan, mavimsi agik gri renkte, erime noktasi diisiik
kirilgan bir metaldir. Elementlerin periyodik tablosunda gecis elementleri grubunda
(2B grubu) ve bilesiklerinde + 2 degerlikli olarak bulunmaktadir.

Cinko toprak, su, sediment ve havadaki toz partikilleriyle birleserek dogal sirecler
sonucu cevreye salinmaktadir. Havadan ise yagmur ve kar ile yikanarak su
ortamlarina gegmektedir (Taylan, 2005). Miktar olarak en ¢ok uretilen tGglnci renkli
metal olan cinkonun yeryiiziindeki ortalama konsantrasyonu 70 mg L™ dir. Toplam
rezerv 180x10° ton olarak tahmin edilmektedir (Kahvecioglu, 2004). Dogal sulardaki
konsantrasyonu 0.01 mg L™’ den az olmakla birlikte, musluk suyunda 0.01-1 mg L*

civarinda bulunmaktadir (Cagatay, 1997).

Cinko ve bircok bilesigi diger agir metallerle karsilastirildiginda diistik toksik etkisi
gostermektedir. Cinko tuzlarinin toksisitesi, ¢inkodan daha fazla olmakla birlikte,
yapisinda bulundugu bilesigin anyonik kisminin toksikligine bagli olmaktadir.
Omegin; ¢inko kromat (ZnCrO4) yilksek derecedeki toksik ve kanserojen dzelligi
¢inkodan degil, anyonik kromat (CrOs) bileseninden kaynaklanmaktadir (Habashi,
1997). Cinkonun mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlar icin gerekli bir element
oldugu saptanmustir. Yuksek yogunlukta ginko canlilar igin toksik etki yapmaktadir
(Oner, 1987). Ancak ¢inko ve ¢inko tuzlarindan kaynaklanan zehirlenmelere nadir

olarak rastlanmaktadir (Geneva, 1996).

Dogadaki ¢inkonun en 6nemli antropojenik kaynaklari metal dokiimii ve madencilik
faaliyetleridir. Cinkonun piring, bronz, alasim, dokim metal, kaucuk ve boya
eldesinde kullanimi, atik sular yoluyla dogaya kontamine olma oranin arttirmaktadir

(ATSDR, 2016).



1.1.2. Kalay (Sn)

Atom numarasi 50, atom agirlig1 118.7 g mol™?, yogunlugu 7.26 g cm™, erime noktasi
231.93 °C olan, kat1 halde bulunan, giimiisi gri renkte bir metaldir. Elementlerin
periyodik tablosunda zayif metaller grubunda (4A grubu) ve bilesiklerinde + 2 ve + 4
degerlikli olarak bulunmaktadir. Kalay, 6zellikle erime noktasi yiiksek metallerle
serbest olarak alasim yapar. Bakir (Cu), nikel (Ni), giimiis (Ag) ve altin (Au), sivi
kalayda oldukca iyi ¢Ozindrler. Kalayin a-kalay ve B-kalay olmak iizere baslica iki
allotropu vardir. Diisiik sicakliklarda gri veya a-kalay kararli olup, silisyum (Si) ve
germanyuma (Ge) benzeyen kibik kristal yapidadir. 13.2 °C’nin (zerinde
isitildiginda beyaz veya B-kalaya doniismektedir. Beyaz kalay tetragonal kristalin
yapida bulunmaktadir. Sogutuldugunda yavas¢a gri formuna doniigsmektedir. Bu
dontisim, aliminyum (Al) ve c¢inko (Zn) gibi empuritelerin (safsizliklarin)
varligindan etkilenir ve antimon (Sb) veya bizmut (Bi) ilavesiyle 6nlenebilir. Havada
kolaylikla okside olmaz, korozyona kars1 direnclidir. Bu 6zelliginden 6tiirii diger

metallerin kaplanmasinda kullanilir.

Dogadaki kalayin en Onemli antropojenik kaynaklar1 termik santraller (enerji
uretimi), petrokimya sanayi ve demir-gelik sanayidir (Kahvecioglu ve ark., 2004).
Diinyadaki kalay cevherleri genellikle aliivyonlu bolgelerde bulunmaktadir. Kalay
yerkabugunda dogal olarak bulunmaktadir ve suda ¢6ziinmez yumusak, beyaz,
gimiis metaldir (ATSDR, 2016). Kalayr en yogun olarak igeren mineral
“kassiterit”tir. Bu mineral, yerkabugunda kalinlig1 fazla olmayan cozeltiler halinde
birikmistir. Dogada kalay1r en yogun olarak igeren kassiterit minerali, aliivyonlu
birikintilerden U¢ yolla elde edilmektedir. Irmaklarin getirdigi aliivyonlarin
taranmasiyla, belli bir egime sahip akarsu bolgelerinde hidrolik olarak ve agik havza
yontemiyle dogaya kontamine olmaktadir. Kassiteritiniri taneleri bir ¢akil tasindan

2.5 kez daha agirdir ve % 70.77 oraninda kalay icermektedir.



1.1.3. Civa (Hg)

3 erime

Atom numarast 80, atom agirligr 200.59 g mol™?, yogunlugu 14.06 g cm’
noktas1 38.83 °C olan, oda sicakliginda (25 °C) s1v1 halde bulunan, glimiisi renkte bir
metaldir. Stv1 halde bulunan 5 elementten [galyum (Ga), brom (Br), sezyum (Cs),
civa (Hg) ve fransiyum (Fr)] birisidir. Elementlerin periyodik tablosunda, gegis
elementleri grubunda (2B grubu) ve bilesiklerinde + 1 ve + 2 degerlikli olarak

bulunmaktadir.

Civa zehirli ve pahali1 bir maddedir. Inhibitér (enzimlerin ¢alismasina olumsuz etkide
bulunur) oldugu igin ¢ok tehlikelidir. Dogaya ©nemli miktarda civa
kontaminasyonuna neden olan etkenler arasinda termometrelerin kullanimi, kan
basinct Olgen cihazlar ve medikal atiklarin yakilmasi sayilabilir. Atik sulara
kontamine olan tim civanin yaklasik % 5’inden saglik bakim tesisleri sorumlu
olmaktadir. Ayrica fosil yakitlarin kullanimi, elektrik {ireten santraller, altin ve civa
madenciligi, ¢imento iretimi, pestisit kullanimi, klor ve kostik soda (sodyum
hidroksit) eldesi, ayna imalati, medikal malzemeler, endiistriyel sizint1, discilik, atik
ve ceset yakma gibi insan aktiviteleri dogadaki civa konsantrasyonunu arttirmaktadir.
Volkanik aktiviteler, kayaglarin ayrismasi, su hareketleri ve biyolojik siiregler ise
dogal yollarla gergeklesen civa kontaminasyonunun sebepleri arasindadir. Civa
dogada element (veya metalik), inorganik ve organik form gibi farkli formlarda
bulunmaktadir. Bu formlarin hepsinin toksisite derecesi farklidir. Element
formundaki civa sividir ve kolaylikla buharlagarak atmosferde bir yila yakin bir siire
kalabilir. Civa, yer kabugunun olusumuna katilan temel elementlerdendir.
Cogunlukla yiizeysel katmanlarda bulunur ve dogal dispersiyon sonucu kolaylikla
serbest hale gecerek tiim ekosistemlere yayilir. Bu nedenle su, toprak, hava ve
canlilarda iz halde civaya rastlamak miimkiindiir (Sanli, 1976). Yiizey sularda 0.001
mg L7, kirli sularda ise 0.03 mg L? oraninda bulunmaktadir (Cagatay, 1997).
Yerkabugunda ortalama 0.08 mg L oraninda bulunan civa deniz suyunda 3x10° mg

L civarinda bulunmaktadir. (Kahvecioglu,2004).



Civa giiniimiizde ¢ok kullanilmasa bile termometre ve barometre yapiminda,
aynalarin sirlanmasinda, elektrik devre anahtarlarinin yapiminda ve discilikte
kullanilan amalgam yapiminda kullanilmaktadir. Genellikle kristaller halinde
bulunmakta (civa klorir ve civa kikirt gibi) ve tuz formlarini olusturmaktadir. Suda
ve toprakta bulunan mikroskobik organizmalar tarafindan metil civa (CHzHg") formu
yogun olarak tiretilmektedir (ATSDR, 2016).

1.2. Agir Metallerin Cevreye Etkileri

Gevresel kosullar g6z Oniine alindiginda agir metaller en tehlikeli gevre
Kirleticilerdirler. Ciinkii dogal ortamlarda fiziksel yontemlerle ayrismamakta ve uzun
sire varliklarim devam ettirmektedirler (Kasassi ve ark., 2008). Endstriyel
aktivitelerin artigi, metaller, sentetik bilesikler, atik niikleer sivilar gibi kirletici
faktorlerin birikmesi ile birlikte ¢cevresel kirliligi ve bazi ekosistemlerin bozulmasini
hizlandirmistirlar. Iz metaller gevre kirlenmesi bakimindan yiiksek konsantrasyona

sahip metallere oranla ¢ok daha tehlikeli olmaktadirlar (Taylan ve Ozkog, 2007).

Agir metaller endistriyel aktiviteler ve teknolojik gelismeler ile gevre ve toplum
saglhigini, icerdigi toksik etkiden dolay1 tehdit altinda birakmaktadir (Bahadir ve ark.,
2007; Perez-Marin ve ark., 2007; Reddad ve ark., 2003). Dogal ¢evrede bulunan
canlilar uzun siireli periyotlarda diisiik dozlarda, kirleticilerin yogun etkisi altinda
bulunan ortamlardaki canlilar ise yiiksek dozlarda kirleticiye maruz kalmaktadir
(Pinto ve ark., 2003). Agir metaller canli biinyesine deriden gegerek veya dogrudan
besin yoluyla sindirim sistemine alinarak katilirlar. Canli biinyesine alinan bu
metallerin biyolojik birikimi her organ ve dokuda farklidir (Francesconi ve ark.,
1999).

Agir metallerin toksik etkileri; metalin kimyasal formuna, biyolojik bulunurluguna,
almim yoluna, metalin aksiyon etkisine ve metabolizmasina, diger metallerle
etkilesimine, metalin akut ve kronik etkisine, toksik etkisini gosterecegi hedef
bolgeye, hicre ici fizyolojik sireclere (solunum, fotosentez gibi) ve genetik

adaptasyonlara baghdir (Patra ve ark., 2004). Agir metallerin bu toksisite



mekanizmalart (enzimler, poliniikleotidler, gerekli besin ve iyonlarin transport
sistemleri gibi) 6nemli molekiillerin fonksiyonel gruplarini bloke ederek, hiicresel
bolgelerdeki gerekli iyonlar1 ¢ikartarak ya da onlarla yer degistirerek, enzimleri
denatire ya da inaktive ederek, hiicre ve organellerin membran biitiinligiinii bozarak
toksik etkilerini gostermektedirler. Ayrica bu metaller, serbest radikal olusumuna

neden olarak da toksik etkilerini gostermektedirler (Mallick, 2004).

Bakir (Cu), demir (Fe), mangan (Mn), molibden (Mo), ¢inko (Zn), kobalt (Co) ve
nikel (Ni) gibi bazi agir metaller bitki beslenmesi i¢in 6nemli olmakla birlikte yuksek
yogunluklarda fitotoksik etki gostermektedirler. Ayrica kadmiyum (Cd), krom (Cr),
civa (Hg) ve kursun (Pb) gibi agir metaller cesitli yollardan tarimsal ekosisteme
girmekte ve bunlarin bitki biinyesindeki bulunma diizeyleri konsantrasyonlarina ve
cozindrluklerine bagh olarak degismektedir (Bergmann, 1992). Ozellikle alg ve
liken gibi yavas bliyliyen bitkiler, yiiksek bitkilere gore birim kuru agirlik basina
100-1000 kez daha fazla agir metal biriktirme ozelligi gostermektedirler ve bu
nedenle agir metal kirliliginin  belirlenmesi  i¢in  biyoindikator olarak

tanimlanmaktadirlar (Ozbek ve ark., 1995).

Agir metal kirliligin sebep oldugu ilk zehirlenme Japonya’daki Minamata Korfezi’ne
endustriyel faaliyetler sirasinda civa kontaminasyonu sonucunda gergeklesmistir.
Yapilan Slgiimler sonucu deniz suyundaki civa miktarinin 5-15 mg L* arasinda
oldugu ve optimum degerin 20 kat1 daha fazla oldugu tespit edilmistir. GUnimuizde
pek cok balik zehirli olacak veya problem teskil edecek seviyelerde Hg igermektedir.
Irak’ da tarim alanlarinda metil civa igerikli ila¢ kullanilmasi ve tohumlarin besin
maddesi olarak tiiketilmesiyle pek ¢ok o6liim vakasi olmustur (Charles, 2001;

Kahvecioglu ve ark., 2003).

1.3. Agir Metallerin Sucul Ekosistem Uzerindeki Etkileri

Suyun, cevresel dongiisii sirasinda cesitli atik maddelerle karigsmasi veya normalde
var olan maddelerin miktarlarinin bazi nedenlerden dolay1 artmasi sulardaki kirlenme

sorununu meydana getirmektedir. Ekolojik dengeyi bozan Kirletici unsurlar arasinda



bazi organik maddeler, endiistriyel atiklar, petrol ve turevleri, yapay ve organik
tarimsal gubreler, deterjanlar, radyoaktif maddeler, pestisitler, inorganik tuzlar,
yapay ve organik kimyasal maddeler, agir metaller ve atik 1s1 bulunmaktadir. Kirli su
(atik su), en c¢ok endiistri bolgeleri, yogun tarim yapilan alanlar ve yerlesim
bolgelerinde ortaya ¢ikmakta ve daha ¢ok metal kirliligi seklinde olmaktadir. Son
yiizyilda endiistriyel faaliyetlerin artis1 sebebiyle agir metal kirliligine bagli olarak
dogal su kaynaklar1 tehdit altina girmistir. Diger ekosistemlerde oldugu gibi sucul
ekosistemlerde de agir metal kontaminasyonu c¢evresel sorunlarin en Onemli
sebeplerinden birisidir. Sucul ortamdaki kirleticiler konsantrasyonlarina bagli olarak
organizmalarda doku hasarlarini arttirmaktadir ve bu olumsuz etkiler bazen bu

canlilarin 6liimii ile sonuglanabilmektedir (Atamanalp ve Yanik, 2001).

Bu kirlenme besin zincirine de yansimakta, su ve besinler ile biinyeye alinan agir
metaller canlilarda birikerek tiim yasam aktivitelerine zarar verebilmektedir (Hu,
2000; Taylan ve Ozkog, 2007; Kayhan ve ark., 2009). Sucul ekosistemlerdeki
canlilar direkt olarak su tarafindan ¢evrelenmelerinden veya indirekt olarak besin
kaynaklarin1 almalarindan dolayi, bazi sucul canlilar metal iyonlarin1 bunyelerinde
biriktirmektedirler (Devi veark. 1996). Kennish’in (1992) listesinde deniz flora ve
faunasi tlizerine agir metallerin goreceli toksisiteleri soyle siralanmistir; civa (Hg)>
kadminyum (Cd)> bakir (Cu)> ¢inko (Zn)> nikel (Ni)> kursun (Pb)> krom (Cr)>
aliminyum (Al)> kobalt (Co). Dogal veya antropojenik kaynaklarla su
ekosistemlerine giren agir metaller, suda serbest iyon seklinde veya inorganik ve
organik anyonlarin ¢oziinmiis kompleksleri seklinde bulunmaktadirlar. Ayrica

¢oziinmemis kompleks ya da organik partikiiller seklinde de bulunabilmektedirler.

Bunun sonucu olarak organizmalar, agir metallerin serbest iyon seklinde olanlarini
sudan, bazilarin1 besin zinciri yoluyla ve bazilarmi da sedimentten dogrudan
almaktadirlar (Hodson, 1988; Klerks ve Fraleigh, 1997). Agir metallerin sularda
biyolojik bulunurluluklar1 sedimentin katyon degistirme kapasitesine, su ve
sedimentin pH degerine, redoks potansiyeline, suyun sicakligina, tuzluluguna,
organik igerigine ve diger agir metallerin konsantrasyonuna baglidir (Wahbeh, 1984;
Ward, 1989).



1.4. Agir Metaller ve Algler

Algler, fotosentez yapabilen gercek anlamda kok, gévde, yaprak gibi organlardan
yoksun olan ve iletim dokular1 bulunmayan bitkisel formlardir. Genellikle su iginde
yetismekle birlikte karada da gorilmektedirler. Buyuklikleri birka¢c mikron ile 60—65
metre arasinda degisen ve yaklasik 25 bin tiiri olan klorofil pigmentine sahip
bitkilerdir. Su ortaminda primer iretici olan algler, yapilarindaki pigmentleri
sayesinde karbondioksit ve suyu 1s18in etkisi ile karbonhidratlara ¢evirip; kendi
gelisimlerini saglayarak besin zincirinin ilk halkasini olusturmaktadirlar. Boylece su
ortamindaki besin degerinin ve ¢Oziinmiis oksijen oraninin  artmasini
saglamaktadirlar. Bu sekilde tliretime olan katkilar1 ve iist basamaktaki canlilarla olan

iliskileri ac¢isindan 6nem tagimaktadirlar (Round, 1973).

Algler, adsorpsiyon, presipitasyon ve metabolizmaya bagli islemler ile fiziksel,
kimyasal ve biyolojik mekanizmalarla dis ortamdakinden ¢ok daha yiiksek
miktarlarda agir metal iyonlarini biriktirmektedirler (Gadd, 1988). Bu yiizden
alglerdeki metal birikiminin belirlenmesi, sucul ekosistemlerdeki metallerin biyolojik
akibetinin belirlenmesinde olduk¢a 6nem tagimaktadir (Wang ve Dei, 2001). Ayrica
algler besin zincirinin ilk basamagini olusturduklarindan dolayi, alglerde metal
birikimi ve metale bagli olarak tiir kompozisyonunun degisimi, iist basamakta

bulunan canlilar da etkilemektedir.

1.4.1. Agir metallerin alglerde hiicre igine alinimi

Algler tarafindan agir metal iyonlarinin alinimi, metal ¢ozeltisinin kimyasal
kompozisyonuna, alg tiirline, metalin iyonik yiikiine ve metal tiirlerine bagl olarak
degismektedir (Holan ve Volesky, 1994; Aksu, 1998; Gupta ve ark., 2001; Sing ve
ark., 2001). Ayrica 151k, pH, sicaklik ve selatlayic1 ajanlar gibi fizikokimyasal
faktorler de alglerdeki agir metal alinimini etkilemektedirler (Depledge ve ark.,
1995; Phillips, 1995). Agir metallerin alinim kapasiteleri tiirden tiire gore degisiklik
gostermektedir. Bu kapasite tatl su algleri i¢in 0.5-1.0 mmol g ve deniz algleri igin
1-1.5 mmol g araligindadir (Yu ve ark., 1998).
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Mikrobiyal metal alinimi siklikla iki yolla olmaktadir (Rai ve ark., 1981; Cho ve ark.,
1994; Collard ve Matagne, 1994). Bunlardan ilki hiicre duvarina baglanma ya da
adsorpsiyonla hizli bir sekilde gergeklesen metabolizmadan bagimsiz alinim, ikincisi
ise daha yavas olan ve hiicre membranindaki tasiyicilarla ger¢eklesen metabolizmaya

bagimli alinimdir.

Metabolizmadan bagimsiz alinnmda metallerin alinimi hiicre duvar1 bilesenleri
tarafindan gergeklestirilmektedir. Alglerde metalin biyosorpsiyonu genellikle hizl,
geri donilisiimlii ve yaklasik 5-10 dakikada i¢inde tamamlanan bir olaydir (Gadd,
1988; Zhang ve Majidi, 1994). Oldiiriilmiis alg ya da metabolik olarak inaktive

edilmis algler, biyosorpsiyon miktarinin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadirlar.

Metabolizmaya bagimli alinim ise genellikle saatler ve hatta giinlerle 6lgtlebilecek
derecede diistik hizda gerceklesir. Bu alinim mekanizmasi diisiik sicaklik, 151k gibi
enerji kaynaklarinin yoklugu ve metabolik inhibitorler tarafindan inhibe edilmekte ve
ortam kosullarindaki degisimlerden etkilenmektedir (Gadd, 1988; Garnham ve ark.,
1992).

Hiicreler, metal iyonlarmi hiicre igine aktif ya da pasif tasima ile hiicre yiizeyi
aracilifiyla almaktadirlar. Metal iyonlar1 6nce hiicre yiizeyine diffiize olmakta ve
metale kimyasal afinite gosteren hiicre yiizeyindeki bolgelere baglanmaktadir. A
smift metaller [potasyum (K), kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg) gibi] esas olarak
karboksil gruplar1 gibi oksijen bakimindan zengin ligandlara, B sinifi metaller [civa
(Hg), kursun (Pb), platin (Pt), altin (Au) gibi] amino asitler gibi silfir ve azot
bakimindan zengin ligandlara baglanarak, gegis metalleri (Cd, Cu, Zn gibi) ise B
sinifi metaller gibi davranarak hiicre icine alinmaktadir (Niebor ve Richardson,
1980). Bu asama pasif birikim, adsorpsiyon, iyon degisimi, koordinasyon, kompleks
olusumu, selat olusturma ve mikro presipitasyon proseslerini igermektedir. Hlcre
icine alinan metal iyonlar1 ise metal baglayici proteinlere ya da diger hiicre igi

bolgelere baglanmaktadir (Donmez ve Aksu, 2002).
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Agir metallerin biyolojik molekiillerle alinimi bazi asamalar icermektedir. Yapilan
bilimsel arastirmalar agir metallerin metal baglama verimliliginin ilk asamada ¢ok
hizli bir sekilde oldugunu ve bu olayda metal iyonlarinin hiicre duvarlarina temas
eder etmez ylizey adsorbsiyonu ile mikroorganizmalarin hiicre yiizeyine baglandigini
gOstermektedir. Yiizey adsorbsiyonu, fizikokimyasal bir olay olmakla birlikte, hiicre
duvar bilesenlerinden olan polisakkaritler, proteinler ve lipidler gibi bir¢ok biyolojik
molekiiliin sahip oldugu fonksiyonel gruplarin yardimiyla gerceklesmektedir. Bu
fonksiyonel gruplar amino, karboksil, sulfidril, fosfat ve thiol gruplar1 olup, metalleri
baglamada farkli afinite ve spesifiklige sahiptir. Hiicre duvarinin yapisinda bulunan
proteinler ise, metalleri baglamak icin aktif bolgeler olusturmakta ve metale karsi
afinitelerini artirmaktadir. Yiizey alinnminda bazi mikroorganizmalar, yiizeylerinde
yiksek molekiiler agirlikli polifosfatlara benzeyen gruplar yardimiyla metallerle
kompleks olusturarak metali baglayabilmektedirler. Yiizey alinimini takiben ikinci
metal baglama asamasi yavas gerceklesmekte ve metaller hiicre membraninin
transport Ozelligine bagli olarak sitoplazmaya ge¢cmektedirler. Sitoplazmadaki
metaller ise ¢6ziinmez formda (mikrodepositler seklinde) tutulmaktadir (Saglam ve
Cihangir, 1995).

1.4.2. Agir metallerin algler iizerindeki etkileri

Buyime ve metabolizma icin gerekli olan besleyici metaller, yiuksek
konsantrasyonlarda alglerin  metabolik  aktiviteleri  Uzerinde toksik etki
yapmaktadirlar (Raive ark., 1981). Her agir metalin oransal toksisitesi, belirli bir alg
tiiriine ve o algin 6zellesmis alim bolgelerine bagl olarak farklilik gostermektedir.
(Break ve ark., 1980). Ornegin, aliiminyum (Al) stresi Anabaena cylindrica’da azot
metabolizmasini inhibe ederek algin daha c¢ok heterosist iiretmesine neden
olmaktadir (Rai ve ark., 1992). Bir alg i¢in stres kaynagi olan bir metal diger alg i¢in
besin degeri tasiyabilmektedir. Ornegin, selenyumun (Se) diger alg tiirleri igin toksik
sayillan bir konsantrasyonu Chlamydomonas’da etkili enzimlerin aktivitesini
indlklemektedir (Takeda ve ark., 1993).
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Agir metallerin algler tiizerindeki herhangi olumsuz bir etkisi, daha yliksek
seviyelerdeki organizmalari etkilemekte ve sonug olarak tiim sucul ekosistem bundan
zarar gormektedir (Franklin ve ark., 2000). Bu sebeple agir metallerin atmosferde,
suda ve topraktaki konsantrasyonunun belli bir degerin tizerine ¢ikmasi, tiim canlilar
icin ciddi problemlere sebep olmaktadir (Benavides ve ark., 2005). Bu durumda canli
organizmalar iizerinde fizyolojik stres kosullar1 olusmakta; dokulardaki serbest
radikallerin olusum hiz1 artmaktadir. Serbest radikaller eslenmemis elektron igeren,
cok kararsiz, diger molekiillerle reaksiyona girme egilimi yiiksek olan ve kimyasal
olarak kararli hale gelebilmek igin elektron vermeye gereksinim duyan
molekdllerdir. Serbest radikallerin artis1 sonucunda en biiyiik zarar hiicre zarinda
meydana gelmektedir. Ciinkii olusan serbest radikaller, hiicre zarinin yapisindaki
doymamig yag asitleriyle reaksiyona girerek, zarin secici gecirgen ozelliginin ve
kontrollii madde aligverisinin bozulmasina neden olmaktadir. Ornegin bakir (Cu) ve
civa (Hg) gibi agir metaller organizmalarda oksidatif strese neden olmaktadirlar.
(Boening 2000; Wang ve ark., 2004; Zhou ve ark., 2008). Ancak mikroalglerin
antioksidan vitamin igerikleri yiiksek oldugundan serbest radikaller detoksifiye

edilerek hiicrelerin zarar gormesi engellenmektedir (Keles, 1992).

Biyokimyasal diizeyde agir metallerin asir1 konsantrasyonlarinin neden oldugu
olumsuz etkiler; ATP ve ADP’nin fosfat gruplariyla olan reaksiyonlari, hiicre
membranlarinin zarar gormesi, SH gruplariyla olan reaksiyonlari, esas iyonlarin
yerine gecmesi ve esas metabolitlerle rekabet etmesi olarak siralanmaktadir. Bir
metal hiicre i¢ine girdiginde ya hiicre i¢i bilesenlere baglanmakta ya da presipite

edilmektedir (Gadd,1988).

1.4.3. Alglerde agir metal alimini ve toksisitesini etkileyen faktorler

1.4.3.1. Karbondioksit ve pH

Alglerle CO2 kaynagmin yetersizligi yiiksek pH olusumuna ve CO2 y0Onlnden

kisitlanmis biiyliimenin goriilmesine neden olmaktadir. pH degerindeki degisim direkt

olarak metal ¢oziniirligiini etkilemektedir ve yiiksek pH CO2 konsantrasyonundan
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etkilenmektedir (Campbell ve Stokes, 1985). Ornegin; pH degerinin azalmasi
durumunda kadmiyum, bakir ve ¢inko daha az toksik, kursun ise daha toksik etki
yapmaktadir (Campbell ve Stokes, 1985). Aliiminyum maksimum toksik etkisini pH
degerinin 5.8-6.2 arasinda olmasi durumunda gostermektedir (Helliwell ve ark.,
1983; Parent ve Campbell, 1994). Glimiis ve manganin toksik etkisi i¢in ortamin pH

degeri ¢ok az etkili olmasina ragmen, civa direkt olarak pH’ya baglidir.

1.4.3.2. Tuzluluk

Algler i¢in normal tuzluluk degerlerinin iizerindeki degerler metal toksisitesini
arttirabilmektedir. Tuz konsantrasyonu metal adsorpsiyon ve alim oranim
etkileyebilmekte ve eger elektrolit konsantrasyonu yeterince yiiksekse farkli

elektrolitler adsorpsiyonu azaltabilmektedir (Cho ve ark., 1994).

1.4.3.3. Besin tuzlan

Fosfat (POs2) konsantrasyonu alglerde direkt olarak metal toksisitesini
etkilemektedir (Rai ve ark., 1981). Yiiksek hiicre dis1 fosfat konsantrasyonu hiicre
dis1 ¢ozeltideki demir ve aliiminyum gibi metallerle ¢okelti olusturarak ya da hiicre
icinde polifosfat graniilleri olusturarak metal stresini azaltmaktadir (Greger ve ark.,
1992). Azotlu bilesikler de yine algler Gzerindeki metal toksisitesini etkilemektedir
(Gupta, 1989).

1.4.3.4. Selatorler ve humik maddeler
Amino asitler, organik maddeler, humik maddeler, fulvik asit, EDTA (etilen daimin

tetra asetik asit) ve diger organik bilesikler metalleri baglayarak toksisiteyi

azaltabilmektedirler (Rai ve ark., 1981).
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1.4.3.5. Sicakhik

Diisiik sicakliklar metabolizmaya bagimli alinim mekanizmasini inhibe ederek metal

stresini azaltmaktadirlar (Skowronski, 1986; Pawlik ve Skowronski, 1994).

1.4.3.6. Isik

Isik yogunlugunun alglerde metal toksisitesini nasil etkiledigine yonelik ¢cok az bilgi
vardir. Ozellikle alg biyokiitlesinin yogun oldugu durumda esit sekilde
aydinlanamama durumu toksisite testlerinde yanligliklara neden olmaktadir (Nyholm

ve Kallgvist, 1989).

1.4.4. Alglerin agir metallere karsi tolerans mekanizmalari

Algler, hiicre yiizeyindeki metallerin baglanma bdlgelerinin  azalmasi,
metabolizmaya bagimli alimimin inhibisyonu, genetik adaptasyon, morfolojik
degisiklikler ve hicre igi detoksifikasyon mekanizmalar1 ya da hiicre i¢i depolama
stratejisi ile agir metal stresini hiicresel diizeyde tolere edebilmektedirler (Rai ve ark.,
1981). Ayrica algler, yasam dongiilerini yavaglatarak ya da hizlandirarak ya da
tireme organlarinda degisiklik yaparak ve genetik tolerans mekanizmalar1 sayesinde

metal stresine cevap verebilmektedirler (Sze, 1986; Xylander ve Braune, 1994).

Tolerans mekanizmasi tek bir inorganik stres faktoriine duyarli olabilecegi gibi
birden ¢ok inorganik kimyasala da toleransl olabilmekte ve hepsinin mekanizmasi
farklilik gostermektedir. Kotolerans (¢apraz tolerans) durumunda ise alg bir
kimyasala kars1 tolerans mekanizmasi gelistirip; gelistirdigi mekanizma diger
kimyasallara da tolerans gelistirmesini saglayabilmektedir (Klerks ve Weis, 1987).
Bazi algler mikro besin tuzlarmin eksikligine bagli olarak ikincil (sekonder)
metabolitlerini hiicre disina salarak, metabolitlerini metallere karsi selatdr olarak
kullanmakta ve boylece toksisiteyi azaltabilmektedirler (Lukac ve Aegerter, 1993).
Algler metal stresini bunlarin hiicre i¢indeki konsantrasyonlarini azaltarak tolere

edebilmekte ve bunu mekanizmalar1 enerji harcayan akis pompalari, enzimatik
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detoksifikasyon, hiicre i¢i metal baglayici polimerlerin sentezlenmesi, ¢oziinmeyen
metal komplekslerinin olusturularak ¢Oktiiriilmesi  gibi siiregleri  gegirerek

gerceklestirmektedirler. (Wood ve Wang, 1985).

Organizmalar sahip olduklart homeostasi mekanizmalariyla da c¢ogu elementin
alinmasinda ortaya ¢ikan bu diizensizlikleri tolere edebilmektedir (Alloway ve
Ayres, 1993). Agir metallerin toksik etkilerine dayanikli olan bir bitki ya agir
metallerin hiicreye alinimini sinirlamakta ya da hiicreye giren agir metalleri derhal
detoksifiye etmektedir (Cumming ve Taylor, 1990). Agir metallerin hiicre i¢inde
biriktirilmesi durumunda, metale bagli olan selatlama, metal alinimin sinirlanmasi ve
coktirme gibi yontemlerle metallerin detoksifiye edilmeleri gerekmektedir (Brooks
ve ark., 1981).

Ayrica algler agir metal stresini bunlarin hiicre i¢indeki konsantrasyonlarini ¢ok
diisiik seviyede tutarak tolere edebilmektedir. Bunun mekanizmalar1 enerji harcayan
akis pompalari, enzimatik detoksifikasyon, hiicre i¢i metal baglayict polimerlerin
sentezlenmesi, ¢oziinmeyen metal komplekslerinin olusturularak ¢oktiiriilmesi gibi
strecleri icermektedir (Wood ve Wang, 1985). Bu savunma mekanizmalarinin asil
amaci reaktif metallerin DNA ve proteinler gibi duyarli molekiiller {izerinde
yapacagi olas1 toksik etkileri dnlemektedir. Hiicresel ligandlar tarafindan metallerin
depolanmasi 6karyotik sucul organizmalardaki yiiksek metal toleransini saglayan en
yaygin adaptasyon mekanizmalarindan biridir (Mason ve Jenkins, 1995).
Fitoselatinler ve metallotioneinler en 6nemli hiicre i¢i metal baglayict peptidler
olarak gosterilmektedir. Farkli metallere maruz kalan farkl alg tiirlerinde fitogelatin
ve metallotionein sentezi artmaktadir (Gekeler ve ark., 1988; Robinson, 1989).
Fitoselatinler gibi hiicresel ligandlar bitki ve alglerde metallerin depolanmasinda
oldukg¢a 6nemlidirler. Gergekten de, hem tatli su algleri (Pawlik-Skowronska, 2001)
hem de deniz alglerindeki (Grill ve ark, 1985; Ahner ve Morel, 1995) artan agir
metal konsantrasyonlarina cevap olarak fitoselatinlerin sentez hizinin arttig1

gozlenmistir.
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Metaller 6karyotik alg ve mavi-yesil alglerin hiicre i¢i metal-baglayici proteinlerinde,
polifosfat yapilarinda (Zhang ve Majidi, 1994) ve baz1 Okaryotik alglerin
vakuollerinde (Garnham ve ark.,1992) akimilasyon yoluyla detoksifiye

edilmektedirler.

Ayn1 zamanda algler bir¢ok ¢evresel stres faktoriine karsi antioksidan enzimlerini
kullanmakta ve agir metallerin zararl etkilerini tolere edebilmektedirler (Smirnoff,
1993). Cevresel stres faktorii olan metallerin neden oldugu oksidatif strese karsi alg
hlcrelerinde cevap olarak stiperoksid dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon
peroksidaz (GPX), glutatyon reduktaz (GR), askorbat peroksidaz (APOD), diisiik
molekiil agirlikli karotenoidler ve glutatyon bulunmaktadir (Pinto ve ark. 2003).
Yani antioksidan enzimler ve molekiller serbest radikalleri zararsiz hale

getirmektedir.

1.5. Serbest Radikaller (Oksidanlar)

Bir ya da daha fazla sayida paylasilmamis elektrona sahip element veya bilesiklere
“serbest radikal” denir. Serbest radikallerdeki paylasilmamig elektronlar, kararl
duruma ge¢cmek icin, kararli halde bulunan bir bilesikten elektron alarak, bu bilesigi
yeni bir serbest radikal haline doniistiirmektedir. Serbest radikallerin baslattigi bu
zincirleme reaksiyonlar dizisi, antioksidan sistem tarafindan durduruluncaya kadar
devam etmektedir. Serbest radikaller etkiledigi atomun gorevini yapamamasina
sebep olmaktadirlar. Sonug olarak, etkilenen maddenin biyolojik 6dnemine ve onun
tamir edilip edilememesine bagli olarak, kalici veya gegici etkiler gostermektedirler
(Cross, 1987). Organizmada serbest radikaller hem metabolik faaliyetlerin bir yan
urinu olarak hem de stres faktorlerinin etkisi ile olusmaktadirlar. Sebebi ne olursa
olsun canli hiicrelerde olusan en énemli serbest radikaller, stperoksid radikali (O27),

hidrojen peroksit (H,0,) ve hidroksil radikali (OH")* dir. Oksidan ve mutajen

Ozellikte olan bu serbest radikaller DNA, proteinler ve diger makromolekiillerde
tahribata, hatta hiicrenin 6liimiine neden olmaktadir (Kazang, 1997). Ayrica NADPH

oksidaz gibi bazi enzimler diisiik miktarlarda serbest radikal olusumuna neden
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olmaktadir (Wei ve Pang, 2005). Serbest radikaller organizmalarda oksidatif hasara

sebep olarak, biiyiime ve gelismeyi olumsuz etkilemektedir (Anwesha ve ark., 2012).

Serbest radikaller organizmada ii¢ mekanizma ile olusturulmaktadir. Bunun ilk
basamagini kovalent baglarin homolitik olarak kirilmas1 seklinde gerceklesir. Yiiksek
enerjili elektromanyetik dalgalar ve yiksek sicaklik kimyasal baglarin kirilmasina
neden olur ve kirilma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayn
atomlar Gzerinde kalirsa, bu tir kirilmaya homolitik kirilma adi verilir. ikinci
basamakta normal bir molekilin elektron kaybetmesi s6z konusudur. Radikal
Ozelligi olmayan bir molekiilden gerceklesen elektron kaybi sirasinda bunun dig
orbitalinde paylasilmamis elektron kaliyorsa radikal formu olusur. Ornegin askorbik
asit ve glutatyon gibi hiicresel antioksidanlar, serbest radikallere tek elektron verip
radikalleri indirgerken, bu sefer de kendilerinin radikal formlar1 olusur. Bu surecin
ticlincli  basamagmi ise normal (kararli)) bir molekile elektron transferi
olusturmaktadir. Radikal 6zelligi olmayan bir molekile tek elektron transferi ile dis
orbitalinde paylasiimamis elektron olusuyorsa bu tir indirgenme radikal olusumuna
neden olabilir. Ornegin molekiler oksijenin tek elektron ile indirgenmesi, radikal
formu olan siiperoksidin olusumuna yol acar. Biyolojik sistemlerde serbest radikaller
en fazla elektron transferi ile ilgili reaksiyonlar sonucu meydana gelirler (Hurst ve
ark.1997; Mills ve ark.1998; Jornot ve ark.1998).

1.5.1. Serbest radikal tirleri

1.5.1.1. Serbest oksijen radikalleri

Biyolojik sistemlerdeki en énemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir.
Oksijen giinliikk yagamimiz i¢in Onemli bir molekiil olmasina ragmen serbest
radikalleri olusturmasi sebebiyle canli metabolizmasma dolayli olarak zarar
vermektedir. Clnkid serbest radikaller hiicre metabolizmasina zarar verebilecek
reaksiyonlar1 baglatmaktadir. Serbest radikaller, basta bitkiler olmak iizere pek ¢ok
fotosentetik canli i¢in hiicresel zararin nedeni olarak gosterilmektedir (Cho vePark

2000; Cargnelutti ve ark., 2006; Chen ve ark., 2009). Normal sartlar altinda oksijen
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radikallerinin konsantrasyonu siperoksid dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon
peroksidaz (GPX), glutatyon reduktaz (GR) ve askorbat peroksidaz (APOD) gibi
antioksidan enzimlerin sentezi veya aktivasyonlar1 sonucu diisik seviyede
kalmaktadir (Asada, 1994).

1.5.1.2. Superoksid radikali (O2")

Hemen hemen tim aerobik hucrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi
sonucu, serbest superoksid radikal anyonu meydana gelmektedir (Denklem 1.1).
Suiperoksid radikali, bazi oksidaz reaksiyonlarinda ve elektron taginim reaksiyonlari
sirasinda olusmaktadir. Slperoksid radikali, SOD ile katalizlenen enzimatik

dismutasyon reaksiyonu ile detoksifiye edilmektedir (Halliwel ve ark, 1992).

O+ e— O2” (1.1)

1.5.1.3. Hidrojen peroksit (H202)

Molekiler oksijenin, ¢evresindeki molekullerden iki elektron almasi veya stiperoksid
radikalinin bir elektron almasi sonucu peroksit olusmaktadir (Denklem 1.2). Peroksit
molekilu iki hidrojen atomuyla birleserek hidrojen peroksiti (H202) meydana
getirmektedir. H.O., membranlardan gegebilen, uzun 6mirll bir oksidandir. Ancak
biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin asil Uretimi, superoksid radikalinin

dismutasyonu ile olmaktadir (Halliwel ve ark., 1992).

2027+ 2H"— H20; + O2 (1.2)
1.5.1.4. Hidroksil radikali (OH")

Hidroksil radikali, hidrojen peroksidin gecis metallerinin varliginda indirgenmesiyle

meydana gelmektedir (Denklem1.3). Son derece reaktif bir oksidan molekuldir ve

yarilanma 6mri ¢ok kisadir. Olustugu yerde biiyiik hasarlara neden olmaktadir.



19

Tioller ve yag asitleri gibi ¢esitli molekillerden bir proton kopararak yeni

radikallerin olusmasina yol agmaktadir (Halliwel ve ark, 1992).

Fe*2 + Hy0,— Fe*®+ OH + OH- (1.3)

1.5.2. Serbest radikallerin etkileri

Mitokondrial, endoplazmik ve niiklear elektron tasinim sistemlerinde (sitokrom
p450), peroksizomlarda, metabolik olaylar sirasinda bol miktarda serbest radikal
uretilmektedir. Arastirmacilar, insan vicudundaki her hucrenin gunde ortalama
10,000 serbest radikalin hiicumuna ugradigini belirtmektedirler. Eger serbest
radikaller detoksifiye edilmezse; hiicre membran: proteinlerini yikarak hcreleri
oldirme, membran lipit ve proteinlerini yok ederek hiicre membranini sertlestirip
hlcre fonksiyonunu engellemek niikleik asite (DNA) etki ederek, DNA’y1 kirilma ve
mutasyonlara acik hale getirme gibi olaylara neden olabilmektedirler (Akkus, 1995;
Dindar ve Aslan, 2000).

1.6. Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidan parametreler serbest radikal miktarinin artmasi nedeniyle tetiklenen
protein, lipid ve DNA hasarlarini engellemektedir (Romero ve ark., 2011). Cesitli
mekanizmalar sonucu ortaya ¢ikan serbest radikallere karsi canli metabolizmasi
dogal bir savunma sistemi olusturmaktadir. Bu savunma mekanizmasini olusturan
bilesiklere “antioksidanlar” adi verilir. Antioksidanlarin serbest radikalleri etkisiz
hale getirme yollarindan ilki, suplrme etkisi olarak bilinir. Bu mekanizma serbest
radikalleri daha zayif yeni bir molekiile doniistiirerek etkisizlestirmektedir.
Antioksidan enzimler ve makromolekiller bu yolla etki etmektedirler. Bu konuda
etkili olan ikinci mekanizma sondirme 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.
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Antioksidanlar, endojen (dogal) ve eksojen (ilaclar) kaynakli antioksidanlar olmak
Uzere baslica iki ana gruba ayrilabildigi gibi, enzimatik ve enzimatik olmayanlar
seklinde de siniflandirilirlar. Hiicrelerin farkli kisimlarinda bulunabilirler (AkKkus,
1995).

1.6.1. Endojen (dogal) antioksidanlar

Serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek veya ortadan kaldirmak igin, alg
hicreleri son derece kompleks enzimatik ve (sliperoksid dismutazlar, katalazlar,
peroksidazlar1) ve enzimatik olmayan (askorbik asit, glutatyon, karotenoidler ve a-
tokoferol) bilesenlerden olusan antioksidan savunma sistemine sahiptirler. Bu
bilesenler redoks reaksiyonlar1 i¢in gerekli homeostasinin yeniden olusturulmasini

saglarlar (Sharma, 2015).

1.6.2. Enzimatik bilesenler

Diizgiin ¢alisan bir metabolizmada antioksidanlar, sitozoldaki organelleri
oksidanlarin zararli etkilerinden korumaktadir. Bu sistemin yetersiz kaldig
durumlarda ise dogal enzimler devreye girmektedirler. Superoksid dismutaz (SOD),
katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz (GPX) ve glutatyon redilktaz (GR) hiicrelerde
bulunan en o6nemli antioksidan enzimlerdir (Hilmi, 1994). SOD, siperoksid
radikallerinden, hidrojen peroksit (H202) ve oksijen (O2) olusumunu saglayan
dismutasyon reaksiyonunu Kkatalizlemektedir (Valentine ve ark., 1998). Okaryotik
fotosentetik organizmalarda SOD’un 3 izoformu bulunmaktadir. Cu/ZnSOD yiiksek
bitkilerin, bazi dinoflagellatlarin ve Charophyceae sinifi yesil alglerin tilakoid
zarlarinda ve sitozollerinde, MnSOD mitokondrilerde ve FeSOD kloroplastlarin
stromasinda  lokalize olmustur. FeSOD  kloroplastlardaki, MnSOD ise
mitokondrilerdeki en &nemli siperoksid anyonu temizleyicisi olarak kabul
edilmektedir (Asada, 1999). Prokaryotik organizmalar olan mavi yesil alglerde ise
SOD’un 4 izoformu bulunmaktadir. Bunlardan NiSOD az gelismis tiirlerde, FeSOD
ve MnSOD daha ileri formlarda, NiSOD ya algde tek basina ya NiSOD ve FeSOD
ikisi bir arada ya da FeSOD ve MnSOD ikisi bir arada olacak sekilde bulunmaktadir.
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Mavi yesil alglerde ise Cu/ZnSOD nadir olarak bulunmaktadir (Priya ve ark., 2007).
KAT, hidrojen peroksitden su (H2O) ve oksijen (O2) olusturan reaksiyonu
katalizlemektedir (Zamocky ve ark., 2008). Glutatyon redlktaz ise glutatyon
peroksidaz vasitasiyla hidrojen peroksidin indirgenmesi sonucu olusan okside
glutatyonu (GSSG), NADPH kullanilarak tekrar indirgenmis glutatyona (GSH)
donitstiirmektedir (Urso ve Clarkson, 2003). Bir¢ok g¢evresel stres faktoriiniin serbest
radikal Gretimini tetikledigi ve oksidatif strese neden oldugu iyi bilinmektedir
(Smirnoff, 1993). Antioksidan enzimler serbest radikalleri detoksifiye ederek
bunlarin  hiicre = membraninda  lipid peroksidasyonuna neden olmasini
engellemektedirler. Bununla birlikte enzimler ya da diger antioksidan molekiller
tarafindan detoksifiye edilemeyen serbest radikaller hiicre membranindaki lipidleri
etkileyerek lipid peroksidasyonunu baslatmaktadirlar. Lipid peroksidasyonu,
membranlarda bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerinin serbest oksijen radikalleri
tarafindan cesitli tirtinlere yikilmasi reaksiyonudur ve sonucta ortaya ¢ikan biyoaktif
aldehitler hiicre hasarina neden olmaktadirlar (Benzer ve Ozan, 2003).
Malondialdahit (MDA), lipid peroksidasyonunda son fiiriindiir ve oksidatif hasarin
diizeyini gostermede kullanilmaktadir (Urso ve Clarkson, 2003).

1.6.3. Enzimatik olmayan bilesenler

a) Lipid fazda bulunanlar: a - tokoferol (E vitamini) ve - karoten.

b) Sivi fazda (hiicre sitozollinde) bulunanlar: Askorbik asit ve Glutatyon.

1.7. Arthrospira platensis

Arthrospira platensis, mavi-yesil algler olarak tanimlanan Cyanobacteria filumunda
yer almaktadir. Silindirik hiicrelerden olusan ipliksi yapida, gaz vakuolleri igceren
prokaryotik bir mikroalgdir (Richmond, 1986). Isik mikroskobu altinda, tek
diizlemde ikili boliinmeye wugrayan vejetatif hiicrelerden olusan mavi-yesil
heterosistsiz flamentleri ayiran ¢eperler kolayca goriilmektedir. Flamentlerin

genisligi 6-12 pm, uzunlugu 200-300 pum, heliks ¢ap1 ise 30-70 pm arasinda
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degismektedir. Hiicre duvarmin yapisinda peptidoglikan mevcuttur ve bu nedenle
bakterilere  benzemektedir. Elektron mikroskobu ile g6zlenen hucresel
organizasyonunda morfolojik olarak sinirlandirilmis bir nukleus ve plastid mevcut
degildir ve dista gram negatif tipte bir zara sahiptir. Zarin kalinlig1 yaklasik 0.5
mikrometredir ve lifli aga benzeyen bir yapisi bulunmaktadir. Protein, mineral,
vitamin B12, B-karoten ve y-linoleik asit gibi esansiyel yag asitleri bakimindan
oldukca zengindir (Belay ve ark., 1993). A. platensis, klorofil tipleri arasinda sadece
Klorofil-a” ya sahiptir. Ayrica hepsinde 1sik enerjisinin absorblanmasinda ve
fotosentez olayinda rol oynayan karakteristik biliprotein pigmentleri olan,
fikobilinler mevcuttur. Fikobilinlerin bir sinifi olan fikosiyaninler, mavi renklidir ve
Klorofil-a ile birlikte alge mavi-yesil rengini vermektedirler (Manav, 2004). A.

platensis hizla biiyiiyebilen 6zellikte bir mikroalgdir.

Her ne kadar glinimiizde yaygin olarak Spirulina platensis Geitler 1925 olarak
kullanilsa da, bu isim bu tiiriin bilimsel kabul géren ismi A. platensis (Nordst.)
Gomont 1892’ nin sinonimidir (Vonshak, 1997).

A. platensis yiiksek karbonat ve bikarbonat ve yiiksek pH ile karakterize edilen tropik
ve subtropik sularda yasamaktadir (Busson, 1971, Guérin-Dumartrait ve Moyse,
1976). A. platensis Afrika’da dagilim gosterdigi kadar Asya ve Giiney Amerika’da
da yayilig gostermektedir (Vonshak 1997). Arthrospira tiirlerinin Tiirkiye florasinda
bulundugu rapor edilmistir (Aysel, 2005). Tirkiye, iklim kosullar1 bakimindan
Arthrospira kiiltiirii igin elverisli kosullara sahiptir (Conk-Dalay, 1997).

Zengin besin igerigi ile A. platensis 1990’11 yillarin siiper besini olarak tanimlanmis

ve ylksek ticari degeri nedeniyle iizerinde yapilan arastirmalarin yogunlugu oldukga
fazladir (Richmond, 1986; Fox, 1996).

1.8. Kaynak Ozetleri

Tetraselmis gracilis ve Ditylum brightwellii alglerine uygulanan Cd’nin SOD
aktivitesini artirdig bildirilmistir (Rijstenbil ve ark.,1994; Okamoto ve ark., 1996).
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Nagalakshmi ve Prasad (2001), farkli bakir konsantrasyonlarina maruz biraktiklar
Scenedesmus bijugatus ’da APOD, SOD, GPX aktivitelerinde artis olmasina ragmen,

hiicrenin GSH igeriginde kademeli olarak azalma oldugunu gozlemlemislerdir.

Okomoto ve ark. (2001), denizel bir dinoflagellat olan Lingulodinum polyedrum’da
SOD izoformlarinda meydana gelen degisimleri incelemisler ve MnSOD ile FeSOD
aktivitesinde artis oldugunu, CuZnSOD aktivitesinde dikkat g¢ekecek derecede

degisim olmadigin1 gézlemlemislerdir.

Bir yesil alg olan Pavlova viridis’de farkli konsantrasyonlardaki bakir
uygulamalarinin SOD ve KAT enzimlerinin aktivitelerini uyardigini bulmuslardir (Li
ve ark., 2006).

Wu ve ark. (2008), Ulva fasciata’da kadmiyum uygulamalarinin antioksidan sistem
tizerindeki etkilerini arastirmislar; kadmiyum konsantrasyonunun artigina bagh
olarak GHS ile GSSG miktarlariin azaldigini, APOD ve KAT aktivitelerinin ise

arttigini gézlemlemislerdir.

Yapilan bir arastirmada Chlamydomonas reinhardtii’de civanin neden oldugu
oksidatif stres ve antioksidan enzim aktivitelerinde meydana gelen degisimler
arastirilmig; civanin serbest radikal olusum hiziyla birlikte, KAT ve APOD
aktivitelerini de artirdig1 rapor edilmistir (Elbaz ve ark., 2010).

Srivastava ve ark. (2005), yaptiklart bir aragtirmada farkli bakir konsantrasyonlarinin
A. doliolum’da oksidatif strese yol actigini ve antioksidan savunma sisteminde
degisikliklere yol agtigin1 ortaya koymuslardir. Benzer sonuglar Chlamydomonas
reinhardtii ile yapilan bir ¢alismada da ortaya ¢ikarilmistir (Siripornadulsil ve ark.,
2002).

Devez ve ark. (2005), bakirin Scenedesmus obliquus Uzerindeki etkilerini

incelemisler ve sonugta KAT aktivitesinde énemli bir degisimin olmadigini, APOD
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aktivitesinde artis olmasina ragmen belli konsantrasyonlarda sabitlestigini ve GR

aktivitesinde artis oldugunu gézlemlemislerdir.

Wong ve Chang (1991), farkli dozlarda Cu, Cr ve Ni uyguladiklar1 Chlorella
pyrenoidosa’ da buylme, fotosentetik aktivite ve klorofil-a sentezi gibi
parametrelerde meydana gelen degisimleri incelemis ve sonugta bu agir metalleri

toksisite derecesine gore Cu> Cr> Ni seklinde siralamiglardir.

Mehta ve Gaur (1999), Chlorella vulgaris ile yaptiklar1 bir calismada yiiksek
konsantrasyonda uygulanan bakirin intraseltler olarak biriktirildigini ve artan metal
birikimi ile alg hucrelerindeki intraseliler prolin miktarinmin  da arttigim

belirlemislerdir.

Mamboya (2001), kahverengi bir makroalg olan Padina boegesenni ile yapigi bir
calismada artan bakir konsantrasyonlarina paralel olarak algin gelisiminde dnemli bir

diisiis gozlemistir.

Surosz ve Palinska (2004), Anabaena flosaquae ile yaptiklart bir ¢alismada 0.35 mg
mL? bakir uygulanmasinin algin gelisimini yavaslatigmi ve artan bakir

konsantrasyonu ile algin klorofil-a miktarinin azaldigini belirlemislerdir.

Xylander ve Braune (1994), Haematococcus sp.’ye uygulanan yiksek nikel

konsantrasyonlarinin protein ile karbonhidrat icerigini azalttigin1 bulmuslardir.

Pempkowiak ve Kosakowska (1998), Chlorella vulgaris Uzerinde yaptiklari bir
calismada kadmiyumun bu alg Gzerinde birikimini incelemisler ve hiicre sayis1 ve

biyokiitledeki kadmiyum miktarlarini analiz etmislerdir.

Gensemer (1991), pH degeri 6 olan biliyiime ortaminda 15 pM’lik aliminyum
konsantrasyonunun Asterionella ralfsii var. americana’ da biiyiime oranini azalttigini

belirtmistir.
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Pettersson ve ark. (1985), Anabaena cylindrica’da pH degeri 6 olan bir ortamda 3.7
UM’ Tik aluminyum uygulamasinin biyime ve nitrogenaz aktivitesinin inhibe
ettigini, ayn1 pH degerinde 180 pM’lik aliiminyum konsantrasyonunun 120 saat

sonra biyumeyi % 50 oraninda azalttigini rapor etmislerdir.

Pillsbury ve Kingston (1990) tathi su fitoplanktonu iizerine yaptiklar1 bir ¢alismada
pH degeri 5.7 olan bir ortamda 50 pg L™ aliminyum konsantrasyonunun hiicre

yogunlugunu azaltmaya basladigini belirtmislerdir.

De Jong ve ark. (1994) Cystoseira barbata’da 50 ve 150 pnpg L*
konsantrasyonlarindaki inorganik civanin (HgCl2) toksisitesine algin direng
gosterdigini, fakat 5 ve 15 pg L metil civanin (CH3HgCI) inorganik civadan gok
daha yiiksek toksik etki gosterdigini rapor etmiglerdir.

Qian ve ark. (2009), Chlorella vulgaris tizerine bakir ile kadmiyum metallerini
uygulamiglar ve sonugta klorofil-a degisiminin gozlenmesine ragmen Onemli

derecede olmadig1 belirtmislerdir.

Irmer ve ark. (1986), yaptiklar1 ¢alismada Pb uyguladiklari Chlamydomonas
reinhardii’ de fotosentetik oksijen evoliisyonu, klorofil miktari, kuru agirlik ve Pb
birikimini incelemislerdir. Sonugta 3 saat sireyle 1 M Pb uygulamasinin fotosentez

hizinda belirgin azalmalara neden oldugunu belirtmislerdir.

Cvetkovic ve ark. (1991), Selenastrum capricornutum’da 0.5 mg L"*'den daha yiiksek
Cu konsantrasyonlarinin 96 saatten sonra fotosentezle iliskili olan biyokimyasal ve

fizyolojik prosesleri geri doniisiimsiiz olarak inhibe ettigini gézlemislerdir.

Ralph ve Burchett (1998), dort agir metalin (Pb, Zn, Cu, Cd) etkisi altinda laboratuar
kosullarinda Halophila ovalis’ deki fotosentetik yanitlari incelemislerdir. Sonuglar
acikca, kolorofil-a miktarinda goriilen degisimlerin agir metal stresinin
belirlenmesinde etkili oldugunu gdstermistir. Ayrica 1-10 mgL™? araligindaki agir

metal konsantrasyonlari bazi akut toksik yanitlara neden olmustur. Fotosentez
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lizerine agir metallerin etkileri karsilastirildiginda Cu ve Zn’nin, Pb ve Cd’ye oranla
daha biyik inhibisyona neden oldugu goriilmiistiir. Baz1 istisnalar hari¢ fotosentetik
pigment icerigi genellikle klorofil-a floresans olgiimlerinden elde edilen sonuglari

dogrulamustir.

Corradi ve ark. (1998), Cr(VI)’nin Cr’ye toleransh itk olan Scenedesmus acutus’a
etkileri ile ilgili ¢alismalarinda, kromun alglerde biiyiimeyi inhibe ettigini

gozlemlemislerdir.

Li ve ark. (2005), Pavlova viridis algi iizerinde ¢inko ve bakir metallerinin klorofil-a,
biiylime hizi, antioksidan enzim aktiviteleri ve MDA miktar1 tizerindeki etkilerini
incelemisglerdir. Cinko ve bakirin artan konsantrasyonlarinda hiicre yogunlugu,
Klorofil-a ve protein miktarlarinda azalmalar gézlenmistir. MDA miktar1 ve SOD
aktivitesinde her iki metalin artan konsantrasyonlarina bagli olarak artis gozlenmistir.
KAT ve GPX aktivitesinde bakir ve ¢inko konsantrasyonlarinda diizensiz degisimler
goriilmesine ragmen, en yiiksek konsantrasyonda kontrol grubuna gore artis
gozlenmistir. GPX aktivitesinde bakir konsantrasyonlarinda artis gézlenirken, ¢inko

konsantrasyonlarinda 6nemli derecede azalmalar gézlenmistir.

Soto ve ark. (2011), Pseudokirchneriella subcapitata algi iizerinde bakir ve ¢inkonun
biyokdtle, klorofil-a, MDA miktar1 ve KAT aktivitesi Uzerindeki etkilerini
incelemislerdir. Sonugta her iki agir metalin artan konsantrasyonlar1 klorofil-a ve
biyokiitle miktarin1 azaltirken, MDA miktar1 ve KAT aktivitesinde artisa neden

olmustur.

Tripathi ve ark. (2005), Scenedesmus sp.’de bakir ve ¢inko agir metallerinin SOD,
KAT, APOD ve GR aktiviteleri Gizerindeki etkilerini incelemislerdir. iki metalin de
artan konsantrasyonlarina bagli olarak tum enzimlerin aktivitelerinde azalma

goriilmiistiir.

Sabatini ve ark. (2008), Scenedesmus vacuolatus ve Chlorella kesleri’de bakir

elementinin etkisini incelemisler; biyokitle, KAT aktivitesi, klorofil-a, MDA ve
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GSH miktarlar1 belirlenmistir. Sonugta biyokitle ve klorifil-a miktarinda azalma,

MDA ve GSH miktarlarinda ve KAT aktivitesinde artis goriilmiistiir.

Morelli ve ark. (2004), Phaeodactylum tricornutum’daki bakir uygulamalarinin
SOD, KAT ve GR aktivitelerinde artisa, APOD aktivitesinde ise azalmaya neden

oldugu goriilmiistiir.

Choudhary ve ark. (2007), A. platensis S5 susu iizerinde bakir, ¢inko ve kursun
metallerinin etkilerini incelemislerdir. Sonugta metal konsantrasyonlarinin artigina
bagli olarak algin gelisiminde azalma goriilmiistiir. Ayrica SOD aktivitesi ile prolin
ve MDA miktarlarinda goriilen degisimlere gore, metal konsantrasyonlarindaki artiga
bagli olarak kullandiklar1 susun metal stresine karsi toleransinin yiiksek oldugunu ve

MDA artis1 sonucunda serbest radikallerin olustugunu belirlemislerdir.

Desai ve Sivakami (2006), A. platensis algi {izerinde yaptiklart SOD aktivitesi ve

karakterizasyonu ile ilgili bir ¢alismada, SOD aktivitesinde artis gdzlemlemislerdir.

Cao ve ark. (2011), Mn uyguladiklart Amphidinium sp.’de biiyiime oran1 ve SOD
aktivitesi gibi parametrelere bakmislardir. Mn konsantrasyonu arttikca biiyiime
oraninda once artis daha sonra azalma, SOD aktivitesinde ise azalma oldugunu

gbzlemlemislerdir.

Elbaz ve ark. (2010), civanin Chlamydomonas reinhardtii Gzerindeki etkileri
hakkinda yaptiklar1 bir arastirmada, Hg konsantrasyonu arttik¢a hiicre sayisinda ve
klorofil miktarinda azalma; SOD ve APOD aktivitelerinde ise Once artis, sonra

azalma oldugunu gozlemlemislerdir.

Kumar ve ark. (2010), 4 gin boyunca 0.4 mM’lik CdCl; uygulamalarinin Ulva
lactuca’da SOD, GR ve APOD aktivitelerinde kontrole gore artisa neden oldugunu

gozlemlemislerdir.
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Liu ve ark. (2010), Grateloupia turuturu ve Palmaria palmata algleriyle yaptiklar
calismada, CdCl stresinin SOD aktivitesini P. palmata’ da daha fazla artirdigini, GR

aktivitesinin ise azalttigin1 gozlemlemislerdir.

Melegari ve ark. (2013), Chlamydomonas reinhardtii’ye Cu uygulamislar; sonugta
konsantrasyonlarin artigina bagli olarak APOD ve GR aktivitelerinde artis oldugunu

gozlemlemislerdir.

Piotrowska ve ark. (2012), Chlorella vulgaris’e 100 pM konsantrasyonunda ii¢ farkli
agir metal (Cd, Pb, Cu) uygulamislar ve antioksidan sistemin aktivite kazanmasi
konusunda en ¢ok etkiyi gosteren agir metali belirlemislerdir. Sonugta Cd’nin
Klorofil-a ve askorbat miktarindaki azalma, Cd ve Pb’nin glutatyon miktarindaki
azalma izerinde en etkili metaller oldugu belirlenmistir. SOD aktivitesi ise tim

uygulamalarda artis gostermistir.

Piotrowska ve ark. (2013), C. vulgaris algi tzerine IAA (indol 3-asetik asit), IBA
(indol 3-bitirik asit), PAA (fenil asetik asit) ve NAA (1-naftalen asetik asit) eklemesi
yaparak 24, 48, 72. saatlerde antioksidan parametrelerin aktifligini incelemislerdir.
Sonugta ii¢ saat araliginda da klorofil-a miktarinda artis, askorbat ve glutatyon
miktarlar1 ile SOD ve APOD aktifliginde Once artis (48. saat) sonra diisiis (72. saat)

oldugunu gozlemlemislerdir.

Qian ve ark. (2010), M. aeruginosa’ya CuSOs ve H>O, uygulamislar ve farkli
parametrelerin 48 ve 96. saatlerdeki degisimini incelemislerdir. Sonugta klorofil-a
degisiminin CuSOs etkisi ile 6nce arttigini (48. saat) sonra azaldigini; H2O: etkisi ile
giderek arttigin1 gézlemlemislerdir. SOD aktivitesi ise CuSO4 ve H20; uygulamasi
ile siirekli artis gostermis ancak 96. saatteki artisin 48. saatteki artisa gore daha az

oldugu belirlenmistir.

Rai ve ark. (2013), Cr (IV) uygulamalarinin C. vulgaris’deki etkilerini
incelemislerdir. Cr (IV) agir metalinin artan konsantrasyonlarinda biyokditle

miktarinin azaldigin1 gozlemlemislerdir. SOD aktivitesi incelendiginde Once artis
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goriilmiis, konsantrasyon arttik¢a aktivitede diisiis goriilmiistiir. APOD aktivitesi ise
once azalmis sonra artmistir, ancak yiiksek konsantrasyonlarda aktivitenin diistiigii

gorilmistiir.

Chien ve Vonshak (2010), A. platensis algine yiiksek sicaklik uygulamiglar ve
sicaklik 33 °C’den 15 °C’ye diistiikkge Kklorofil-a miktarinda artis, KAT miktarinda
once artis daha sonra azalma, SOD ile APOD miktarlarinda ise artis

gozlemlemislerdir.

Nalimova ve ark. (2005), bakir ve ¢inko metallerinin A. platensis’in gelisimi
izerindeki etkilerini arastirmiglar ve sonugta A. platensis’in agir metallere

toleransinin kiiltiir gelisim fazina bagli oldugunu gézlemlemislerdir.

Yilmaz ve ark. (2006), farkli Na>SeO3s (sodyum selenit) igeren ortamlarda kiilture
alinan A. platensis’ in gelisimini belirlemeye ¢alismiglardir. A. platensis’in gelisimini
takip etmek igin belirlenen parametrelerden pH, klorofil-a ve yas madde miktarlar
bakimindan, kontrol grubu ile farkli konsantrasyonlarda selenyumun igeren ortamlar

karsilastirildiginda, aralarindaki farkin 6nemli olmadigini belirlemislerdir.

Solisio ve ark. (2008), farkli konsantrasyonlarda kadmiyum uygulanan A. platensis
alginde kadmiyum absorbsiyonunun, biyokiitle miktarina gore degisiklik gosterdigini
saptamiglardir.

Pronina ve ark. (2002), Na»SeOs (sodyum selenit) gergeklestirilen selenyum
uygulamalarinin A. platensis’in gelisimi tizerindeki etkilerini arastirmiglar ve 20 mg
L™"lik konsantrasyonun altindaki sodyum selenit uygulamalarmin A. platensis’in

bliylimesini engellemedigini bildirmislerdir.

Bajuz (2010), C. vulgaris’de kadminyum (Cd), kursun (Pb) ve bakir (Cu) agir
metalleri ile bitkisel bir hormon olan brassinolid (BL) uygulamalarinin antioksidan
enzim aktiviteleri {izerindeki etkilerini arastirmistir. BL ve agir metal uygulanan

alglerde 24 saat sonra oksidatif hasarin neden oldugu hiicresel hasarlarin onarilmaya
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basladigini ve hiicre sayisinda artis oldugunu; ayrica agir metal uygulanan 6rneklerde

konsantrasyonlarin artigiyla hiicre sayisinda azalma oldugunu gézlemlemistir.

1.9. Calismanin Amaci

Bu bilgiler 1s181inda ¢aligmamizin amaci, ¢inko, civa ve kalay agir metallerine maruz
birakilan A. platensis alginde meydana gelen bazi metabolik degisimlerin farkli
parametreler yardimiyla incelenmesidir. Bu amagla A. platensis laboratuvar
kosullarinda mid eksponensiyel faza kadar yetistirildikten sonra 7 giin siireyle farkli
konsantrasyonlarda agir metallere maruz birakilmistir. Boylece agir metal tiiriine ve
konsantrasyonuna bagli olarak canlinin klorofil-a miktarinda, biyokdtlesinde ve
antioksidan parametrelerindeki [stperoksid dismutaz (SOD), glutatyon redlktaz
(GR) ve askorbat peroksidaz (APOD)] degisimleri incelenmstir. Uzun vadede bu
calismanin, sucul ekosistem tizerine metal stresinin olasi etkisinin belirlenmesi igin

yapilan ekotoksikoloji ¢alismalarina katkida bulunmasi amaglanmaktadir.



BOLUM 2. MATERYAL VE METOD

2.1. Calisma Materyali

Calismada kullanilan Arthrospira platensis M2 (SLSP01) susu Soley Microalg
Enstitiisii’ nden (California, USA) temin edilmis, Sakarya Universitesi Biyoloji
Bolimi Bitki Fizyolojisi ve Alg Ekolojisi laboratuarinda aksenik kosullarda
cogaltilmistir.

2.2. Kullanilan Cihazlar

Calisma siiresince kullanilan cihazlar Tablo 2.1.’de verilmistir.

Tablo 2.1. Kullanilan cihazlar

Cihaz Islev Marka

Spektrofotometre Absorbans élcimi Schimadzu UV mini 1240 UV
Iklim kabini (0-50 °C, 0-7000 lux) Alg kiiltiir ortami Dev/Pet

Isiticili manyetik karigtiric Soliisyon hazirlanmasi Dragon med M 10068
Sogutuculu mikrosantrifiij Slpernatant eldesi Centurion scientific K3
Buzdolabi (no frost) Numunelerin saklanmasi Beko

Mikropipet takimi Enzim analizleri Eppendorf (100-1000 pL)
Mikropipet takimi Enzim analizleri Eppendorf (10-100 pL)
Mikropipet takimi Soliisyon hazirlanmasi Isolab (1 mL)

Hassas terazi Tartim Schimadzu SLB 320

pH metre pH o6lctmleri Metler toledo

Otoklav Sterilizasyon Alp

Etiv Sterilizasyon Nive
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2.3. Yontem

2.3.1. Hicre kiltirinin hazirlanmasi

A. platensis M2 (SLYSPO1) susu Spirulina Medium (Aiba ve Ogawa, 1977)
ortaminda aksenik sartlarda yetistirilmistir (Tablo 2.2. ve Tablo 2.3.). 250 mL’lik
erlenlerde steril olarak hazirlanmis 180 mL’ lik kiltur besiyerine 20 mL alg kultlr
inokule edilerek iklimlendirme kabininde 30 °C sicaklikta, full spektrum lambalarin
kullanildigi 5000 lux 151k siddetinde (12 saat aydinlik, 12 saat karanlik), giinde 3 defa

calkalanmak sart1 ile 10 glin beklemeye birakilmistir.

Tablo 2.2. Spirulina Medium I¢erigi (Aiba ve Ogawa, 1977)

Soliisyon (SL) Hacim (mL) Bilesik SL Konsantrasyonu
NaHCOs 13.61 g 500 mL!

SL-A 500 mL Na2COs 4.03 g 500 mL?
KoHPO4 0.50 g 500 mL2
NaNOs 2.50 g 500 mL*!
K2SO4 1.00 g 500 mL™
NaCl 1.00 g 500 mL?

SL-B 500 mL MgS04.7H20 0.20 g 500 mL*
FeS0O4.7H20 0.01 g 500 mL!
EDTA 0.08 g 500 mL™!
Mikrobesin tuzu 5.0 mL 500 mL!

Tablo 2.3. Mikrobesin tuzlarinin igerigi

Solisyon (SL) Bilesik Miktar

Distile su 881 mL
ZnS04.7H20 1mL
MnS04.4H20 2mL

SL-1 H3BOs3 5mL
Co(NOs)2.6H20 5mL
Na2Mo004.2H20 5mL
CuS04.5H20 1mL
EDTA 0449
FeS04.7H20 0.7¢g

SL-2 EDTA 049

Distile su 100 mL
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2.3.2. Uygulanan agir metal ¢Ozeltileri

Calismada ¢inko, civa ve kalay agir metallerinin stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu
cozeltilerden belirli konsantrasyonlarda kullanilmistir. Bu konsantrasyonlar Tablo

2.4.”de verilmistir.

Tablo 2.4. Arthrospira platensis’e uygulanan ¢inko, civa ve kalay konsantrasyonlari

ZnClz SnC|2 HgC|2

1 -1

2 pg mL 50 pg mL 0.04 pg mL™:
-1 -1
-1 -1

8 pg mL 250 pg mL 0.16 pg mL:

12 pg mL?t 500 pg mL?

16 pg mL? 1000 pg mL?

2.3.3. Deney ortam ve diizenegi

Stres ¢ozeltileri uygulanmadan 6nce 250 mL A. platensis kultlrd hazirlanmis ve 10
gun boyunca ortama adaptasyon icin iklimlendirme dolabinda belirtilen sartlarda
bekletilmistir. Kiiltirler 10 guniin sonunda Klorofil-a miktar1 1 pg mL? ve

kullanilacak kiiltiir miktar1 50 mL olacak sekilde tazelenmistir.

Belirlenen derisimlerde ¢inko, civa ve kalay ¢ozeltileri hazirlanmis ve taze kiiltiirlere
uygulanmistir. Ortamin pH’ s1 9 olarak ayarlanmistir. Deney ii¢ tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Deney siresi boyunca A. platensis’ in fotosentetik pigment
(klorofil-a) ve optik yogunluk (OD) miktarindaki degisim hergiin olgiilerek kayit
edilmistir. 7 giin boyunca takip edilen kiltiirlere deneyin son glini homojenizasyon
yapilmis ve elde edilen homojenatlar -20 °C’de saklanarak Siperoksid dismutaz
(SOD), glutatyon rediiktaz (GR) ve askorbat peroksidaz (APOD) enzim deneyleri

i¢in kullanilmistir.
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2.4. Olgim ve Analizler

2.4.1. Optik yogunlugun (OD) ve biiyiime oraninin belirlenmesi

Mikroalgin optik yogunlugu (OD) ve biiylime orani 560 nm ve 750 nm’de
spektrofotometrede absorbans olgiilerek bulunmustur. Olgiimlerde 1/10 oraninda
Spirulina besiyeri ile seyreltme yapilmistir (100 pL kiltir, 900 pL Spirulina
besiyeri). Olgiimler sirasinda kor soliisyonu olarak Spirulina besiyeri kullanilmistir.

Her 6l¢iim 7 gilin boyunca takip edilmistir. Boylelikle biiylime orani hesaplanmistir.

2.4.2. Biyokiitle miktarinin belirlenmesi

Xue ve ark. (2001) tarafindan kullanilan yonteme gore ODsgo sonuglart kullanilarak

biyokiitle hesaplanmistir (Denklem 2.1)

CDW=0.672*0ODsgo+0.028 (2.1)
OD: Optik yogunluk
CDW: Kuru agirlik

2.4.3. Fotosentetik pigment analizi (klorofil-a)

Klorofil-a 6l¢timlerinde 1/10 oraninda saf metanolle 6rnekler seyretilmistir (100 pL
kilttir, 900 pL saf metanol). 1 dakika vorteksleme isleminden sonra 2 dakika 13.800
rpm ve +4 °C’ de mikrosantriflj ile santrifiiriijlenerek 665 nm’de spektrofotometrede
okutulmustur. Olgiimler sirasinda kor soliisyonu olarak saf metanol kullanilmustir

(Mackinney, 1941).
2.4.4. Toplam ¢ozunur protein analizi
Toplam protein aktivitesi Bradford (1976)° ya gore belirlenmistir. Protein analizleri

SOD, GR ve APOD analizleri igin ayr1 ayr1 yapilmistir. Son hacim 5.5 mL olacak
sekilde 0.031 M Sitrat-Fosfat tamponu (pH 5.5), stpernatant ve % 0.01°lik
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Coomassie Brilliant Blue G-250 ile reaksiyon ¢ozeltisi hazirlanmistir. Deney tiipleri
Once vortex ile 10-15 sn sireyle karistirilmig, daha sonra 30 dk karanlik ortama
maruz birakilmistir. Protein miktar1 spektrofotometrede 595 nm’de elde edilen
absorbans degerleri ve BSA (bovine serum albumin) ile hzirlanan standart grafik

yardimiyla hesaplanmustir.

2.4.5. Toplam stiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesi

Toplam SOD aktivitesi Beyer ve Fridovich (1987)” ye gore belirlenmistir. 2 mL
kiiltiir alinarak 14.000 rpm ve + 4 °C’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant
atilmis ve kalan pellet homojenizasyon i¢in kullanilmistir. Yaklagik 0.2 g pellet 100
mM potasyum fosfat (pH 7.0), % 2’lik PVP (polivinil pirolidon) ve 1 mM sodyum
EDTA (Na2EDTA) iceren ekstraksiyon ¢Ozeltisi ile homojenize edilmistir. 14.000
rpm ve + 4 °C’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Son hacim 1030 pL olacak sekilde
100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.8), 9.9x103 M metionin, 5.7x10° M NBT
(nitroblue tetrazolyum), % 1’lik triton X100 ve enzim karisimindan olusan bir
reaksiyon ¢ozeltisi hazirlanmistir. Reaksiyon 0.9 pM riboflavin ilavesi ile
baslatilmis, bu karisim 15 dakika boyunca 375 pmol m? s? siddetinde 15132 maruz
birakildiktan sonra 560 nm’de spektrofotometrede absorbans degerleri belirlenmistir.
Toplam SOD aktivitesi daha once hazirlanmig olan standart grafikten faydalanarak

hesaplanmistir (U mg protein™).

2.4.6. Toplam glutatyon rediktaz (GR) aktivitesi

Toplam GR aktivitesi Sgherri ve ark. (1994)’a gore belirlenmistir. 2 mL kiiltiir
alinarak 14.000 rpm ve + 4 °C’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant atilmis
ve kalan pellet homojenizasyon igin kullanilmistir. Yaklasik 0.2 g pellet 100 mM
potasyun fosfat (pH 7.0), % 2’ lik PVVP (polivinil pirolidon) ve 1 mM sodyum EDTA
(Na2EDTA) iceren ekstraksiyon ¢ozeltisi ile homojenize edilmistir. 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 (GSSG), 0.2 mM nikotinamid adenin dinikleotit fosfat (NADPH)
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ve 100 pg protein igeren enzim karigimindan olusan reaksiyon ¢oOzeltisi
hazirlanmistir. Reaksiyon, NADPH nin eklenmesiyle baslatilmistir. Enzim aktivitesi
spektrofotometrik olarak 320 nm’de elde edilen absorbans degerleri ile 6l¢lilmiistiir.
Diizeltme, NADPH yoklugunda GSSG oksidasyonu ile yapilmistir. Enzim aktivitesi,
NADPH’ nin ekstinksiyon katsayist (6.2 mM cm? 340 nm?) kullanilarak
reaksiyonun baslangic hizindan hesaplanmistir (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 kiiltiir
aliarak 14.000 rpm ve + 4 °C’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant atilmis
ve kalan pellet homojenizasyon igin kullanilmistir. Yaklagik 0.2 g pellet mM Tris-
HCI (pH 7.2), % 2’lik PVP, 1 mM sodyum EDTA (Na2EDTA) ve 2 mM askorbat
iceren 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 enzim karisimindan olusan reaksiyon ¢ozeltisi
hazirlanmistir.  Reaksiyon, H2O2’nin  eklenmesiyle baslatilmistir.  Askorbat
konsantrasyonundaki azalma, spektrofotometrede 290 nm’de yapilan okumalarla
enzim 0Ozutd icermeyen reaksiyon ¢ozeltisine karsilik kaydedilmistir. Enzim
aktivitesi, askorbatin ekstinksiyon katsayisi (2.8 mM cm™ 290 nm™) kullanilarak

reaksiyonun baslangi¢ hizindan hesaplanmistir (nmol askorbat dakika™ mg protein™).

2.4.8. istatistiksel analizler

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

diizeyinde hesaplanmistir.



BOLUM 3. BULGULAR

3.1. Biyokutle

A. platensis’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki ¢inko, kalay ve civa agir

metallerinin biyokitleye olan etkisi Sekil 3.1., Sekil 3.2. ve Sekil 3.3.’de verilmistir.
Cinko uygulanan 6rneklerde EC50 degeri 8.19 ug mL™ olarak hesaplanmustir.

Birinci giinden yedinci giline kadar gilinler kendi aralarinda kiyaslandiginda, ¢inko
etkisine maruz birakilan A. platensis’in artan ¢inko konsantrasyonlarina bagl olarak
biyokiitle miktarlarinda kontrole gére onemli bir diisiis oldugu tespit edilmistir.
(p<0.05). Konsantrasyonlar arasinda biyokiitle miktarindaki en fazla diislisiin 16 pg

mL¥’lik Zn uygulamasinda meydana geldigi belirlenmistir.

4 5 WOpgmL?  WZpgml?  W4pgml™  WfpgmlT  ®1Zpgml?  ®16pgml?!

Biyokiitle Miktar
(mgmL™)

0 1 2 3 4 5 6 7

Zaman (giinler)

Sekil 3.1. A. platensis’in ¢inko konsantrasyonlarina bagh biyokiitledeki giinliik degisim
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Kalay uygulanan drneklerde EC50 degeri 345.57 pg mL™? olarak hesaplanmustir.

Birinci giinden yedinci giine kadar giinler kendi aralarinda kiyaslandiginda, kalay
etkisine maruz birakilan A. platensis’in artan kalay konsantrasyonlarina bagli olarak
biyokiitle miktarlarinda kontrole gore onemli bir diisiis oldugu tespit edilmistir.
(p<0.05). Konsantrasyonlar arasinda biyokiitle miktarindaki en fazla diisiisiin 1000

ug mL™lik Sn uygulamasinda meydana geldigi belirlenmistir.

B0pgml? ®m50pgml™? ®W100pugml™ ®WM250pgml? ®WM500pgml™? ®W1000pgml?

Biyokiitle Miktar
(mgmL™)
(3]

0 1 2 3 4 5 ] 7

Zaman (giinler)

Sekil 3.2. A. platensis’in kalay konsantrasyonlarina bagl biyokiitledeki giinliik degigimi

Civa uygulanan érneklerde EC50 degeri 0.106 pg mL olarak hesaplanmustir.

Birinci giinden yedinci giline kadar gilinler kendi aralarinda kiyaslandiginda, civa
etkisine maruz birakilan A. platensis’in artan civa konsantrasyonlarina bagli olarak
biyokiitle miktarlarinda kontrole gore Oonemli bir diisiis oldugu tespit edilmistir.
(p<0.05). Konsantrasyonlar arasinda biyokiitle miktarindaki en fazla diisiistin 0.16 pg

mL%’lik Hg uygulamasinda meydana geldigi belirlenmistir.
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3 . g ml? mO,04 pgmlt 0,08 pgmlt 16 pugmlt
2.5 A
= 2 -
b
=~
-
— 5 4
=8
= e
= E
= = 1 -
Rl
[==]
0.5 7
D 4
0 1 2 3 4 5 G 7
Zaman (giinler)

Sekil 3.3. A. platensis’in civa konsantrasyonlarina bagl biyokiitledeki giinliik degigimi

3.2. Fotosentetik Pigment Analizi (Klorofil-a Miktarlar)

A. platensis’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki c¢inko, kalay ve civa agir
metallerinin klorofil-a miktarina olan etkisi Sekil 4.4., Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.’da

verilmigtir.

Birinci giinden yedinci giine kadar giinler kendi aralarinda kiyaslandiginda, ¢inko
etkisine maruz birakilan A. platensis’ in artan ¢inko konsantrasyonlarina bagli olarak
klorofil-a miktarlarinda kontrole gére onemli bir diisiis oldugu tespit edilmistir.
(p<0.05). Konsantrasyonlar arasinda klorofil-a miktarindaki en fazla diisiisiin 16 pg

mLY’lik Zn uygulamasinda meydana geldigi belirlenmistir.
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Sekil 3.4. A. platensis’in ¢inko konsantrasyonlarina bagh klorofil-a’daki giinliik degisimi

Birinci giinden yedinci giine kadar giinler kendi aralarinda kiyaslandiginda, kalay
etkisine maruz birakilan A. platensis’in artan kalay konsantrasyonlarina bagl olarak
Klorofil-a miktarlarinda kontrole gére onemli bir diislis oldugu tespit edilmistir.
(p<0.05). Konsantrasyonlar arasinda klorofil-a miktarindaki en fazla diisiisiin 1000

ug mL™lik Sn uygulamasinda meydana geldigi belirlenmistir.

60 - BOpgml™ W50 pgml™t ®100pgmL™ W250 pgmlt W500pgmL™? = 1000 ugml™!
50 A
E 40 -
=~
=g
= 8 30 -
= o
g2
E 20
10 A
-
0 -
0 1 2 3 4 5 6 7
Zaman (giinler)

Sekil 3.5. A. platensis’in kalay konsantrasyonlarina bagl klorofil-a’daki giinliik degisimi

Birinci giinden yedinci giine kadar giinler kendi aralarinda kiyaslandiginda, civa

etkisine maruz birakilan A. platensis’in artan civa konsantrasyonlarma bagli olarak



41

klorofil-a miktarlarinda kontrole gore diisiis oldugu tespit edilmistir. (p<0.05).
Konsantrasyonlar arasinda klorofil-a miktarindaki en fazla diisiisiin 0.16 ug mL™lik

Hg uygulamasinda meydana geldigi belirlenmistir.

®Opgmlt 0,04 pgml 0,08 pgml? mo,l6pugml?
25 4

20

(ngmL™)
i

10 A

Klorofil-a Miktar

o] 1 2 3 4 5 6 7

Zaman (giinler)

Sekil 3.6. A. platensis’in civa konsantrasyonlarina bagh klorofil-a’daki giinliik degisimi

3.3. Toplam Suiperoksid Dismutaz Aktivitesi

A. platensis’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki ¢inko, kalay ve civa agir
metallerinin toplam stiperoksid dismutaz enzim aktivitesi (SOD) Uzerindeki etkisi
Sekil 3.7., Sekil 3.8. ve Sekil 3.9.’da verilmistir.

Cinko etkisine maruz birakilan A. platensis’in 2 ug mL* ve 16 ug mL? ¢inko
konsantrasyonlarindaki toplam SOD aktivitesi kontrole gore artig gosterirken; 4 pg
mL?, 8 ug mL? ve 12 ug mL cinko konsantrasyonlarindaki toplam SOD aktivitesi
kontrole gore diisiis gdstermistir. 2 pg mL konsantrasyonu ile 4 pg mL?, 8 ug mL™?
ve 12 pg mL? konsantrasyonlari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur (p<0.05). SOD aktivitesinin en yiilksek (37.8 U protein™) ve en diisiik
(9.1 U protein) oldugu degerler sirasiyla 2 pg mL? ve 4 pg mL? ginko

konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 3.7. Farkli ¢inko konsantrasyonlarinin A. platensis’de SOD aktivitesi tzerindeki etkisi

Kalay etkisine maruz birakilan A. platensis’ in 50 pg mL* ve 100 pg mL? kalay
konsantrasyonlarindaki toplam SOD aktivitesi kontrole gore artis gostermistir
(p<0.05). 50 pg mL™* ve 100 pug mL* konsantrasyonlari ile 250 pg mL?, 500 pg mL*
ve 1000 pg mL? konsantrasyonlar: arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur (p<0.05). Ayrica kontrol ile 50 pg mL? ve 100 pg mL*
konsantrasyonlar1 arasinda da istatistiksel olarak anlamli derecede fark bulunmustur.
SOD aktivitesinin en yiiksek (69.1 U protein™) ve en diisiik (9 U protein™) oldugu
degerler sirastyla 100 pg mL™t ve 500 pg mL? kalay konsantrasyonlarinda tespit

edilmistir.
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Toplam SOD Aktivitesi
(Umg protein™)
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Sekil 3.8. Farkli kalay konsantrasyonlarinin A. platensis’de SOD aktivitesi Uzerindeki etkisi

Civa etkisine maruz birakilan A. platensis’ in 0.04 ug mL?, 0.08 pg mL* ve 0.16 pg
mL? civa konsantrasyonlarindaki toplam SOD aktivitesi kontrole gdre azalma
gdstermistir (p<0.05). Kontrol ile 0.04 pg mL? ve 0.16 pg mL? konsantrasyonlart
arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede fark bulunmustur (p<0.05). Ayrica 0.08
ug mL? konsantrasyonu ile 0.16 pg mL? konsantrasyonu arasinda da istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.05). SOD aktivitesinin en yiiksek (14.7 U
protein™t) ve en diisiik (6.1 U protein™) oldugu degerler sirasiyla 0.08 pg mL™? ve

0.04 pg mL* civa konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.

a
20
ab
be
15 -
10 -
' c
0 - T T l
0 0.04 0.08 0.16

Civa Konsantrasyonlarn (ugmL™)

(Umg protein™)

i
1

Toplam SOD Aktivitesi

Sekil 3.9. Farkli civa konsantrasyonlarinin A. platensis’de SOD aktivitesi Uzerindeki etkisi
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3.4. Toplam Askorbat Peroksidaz Aktivitesi

A. platensis’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki ¢inko, kalay ve civa agir
metallerinin toplam askorbat peroksidaz enzim aktivitesi (APOD) (zerindeki etkisi
Sekil 3.10., Sekil 3.11. ve Sekil 3.12.’de verilmistir.

Cinko etkisine maruz birakilan A. platensis’ in 2 ug mL?, 4 ug mL?, 8 ug mL?, 12
ug mL?' ve 16 pg mL? ¢inko konsantrasyonlarindaki toplam APOD aktivitesi
kontrole gore azalma gostermistir. 4 ug mL?, 8 pg mL?, 12 pg mL* ve 16 pg mL™?
konsantrasyonlarindaki azalmalar kontrole gore istatistiksel olarak anlamli derecede
fark  bulunmustur (p<0.05). Belirtilen konsantrasyonlar kendi aralarinda
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli derecede fark bulunamamistir (p>0.05).
APOD aktivitesinin en yiiksek (1.89 nmol askorbat dak.” mg protein™) ve en diisiik
(6.7 nmol askorbat dak.™ mg protein) oldugu degerler sirasiyla 2 ug mL? ve 12 ug

mL! ¢cinko konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.

a
I ab X b b b
0 T I T I T I T I T [
v] 2 4 8 12 16

Cinko Konsantrasyonlar (ngml?)

o
ja— N
1 1

Toplam APOD Aktivitesi
=

(nmol askorbat dak. mgprotein)

Sekil 3.10. Farkli ¢inko konsantrasyonlarinin A. platensis’de APOD aktivitesi tzerindeki etkisi

Kalay etkisine maruz birakilan A. platensis’ in 250 ug mL™, 500 pg mL™ ve 1000 g
mL? kalay konsantrasyonlarindaki toplam APOD aktivitesi kontrole gore azalma
gdstermistir (p<0.05). 50 pg mL™* ve 100 pug mL* konsantrasyonlari ile 250 ug mL™,

500 pg mL* ve 1000 pg mL* konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml
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derecede fark bulunmustur (p<0.05). Ayrica kontrol grubu ile 250 pg mL?, 500 pg
mL? ve 1000 pg mL? konsantrasyonlar1 arasinda da istatistiksel olarak anlamli
derecede fark bulunmustur (p<0.05). APOD aktivitesinin en yuksek (3.07 nmol
askorbat dak.™ mg protein™) ve en diisiik (0.85 nmol askorbat dak.” mg protein™)

oldugu degerler sirasityla 50 pg mL™? ve 100 pg mL? kalay konsantrasyonlarinda

tespit edilmistir.
3.5 7
a
3 - @ a
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| <
7 g 2.5
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8 o 1,5 -
= 'g b b
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Sekil 3.11.Farkli kalay konsantrasyonlarinin A. platensis’de APOD aktivitesi tizerindeki etkisi

Civa etkisine maruz birakilan A. platensis’ in 0.04 pg mL™?, 0.08 ug mL™ ve 0.16 pg
L civa konsantrasyonlarindaki toplam APOD aktivitesi kontrole gére azalma
gostermistir (p<0.05). Belirlenen konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak
anlamli derecede fark bulunamamustir (p>0.05). Yalmzca kontrol ile 0.04 ug mL™,
0.08 pg mL™* ve 0.16 pg L konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
derecede fark bulunmustur (p<0.05). APOD aktivitesinin en yiiksek (1.35 nmol
askorbat dak.” mg protein™) ve en diisiik (1.16 nmol askorbat dak.” mg protein™)
oldugu degerler sirasiyla 0.04 pg mL* ve 0.08 pg mL? civa konsantrasyonlarinda

tespit edilmistir.
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Toplam APOD Aktivitesi
(nmol askorbat dak. mg protein®)
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Sekil 3.12. Farkli civa konsantrasyonlarinin A.platensis’de APOD aktivitesi Uizerindeki etkisi

3.5. Toplam Glutatyon Rediktaz Aktivitesi

A. platensis’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki ¢inko, kalay ve civa agir
metallerinin toplam glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi (GR) lzerindeki etkisi Sekil
3.13., Sekil 3.14. ve Sekil 3.15.de verilmistir.

Cinko etkisine maruz birakilan A. platensis’in 2 pug mL™ ¢inko konsantrasyonundaki
toplam GR enzim aktivitesi kontrole gore artis gosterirken; 4 pg mL?, 8 pg mL?, 12
ug mL?! ve 16 pg mL? ¢inko konsantrasyonlar1 azalma gostermistir (p<0.05).
Kontrol ile diger tiim konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede
fark bulunmustur (p<0.05). Ayrica 2 pg mL?' konsantrasyonu ile diger
konsantrasyonlar arasinda da istatistiksel olarak anlamli derecede fark bulunmustur
(p<0.05). 4 pg mL?, 8 ug mL%, 12 pg mL?* ve 16 pg mL* konsantrasyonlari kendi
aralarinda istatistiksel olarak anlamli derecede fark bulunmamistir (p>0.05). GR
aktivitesinin en yiilksek (7.8 nmol NADPH dak.? mg protein™) ve en diisiik (5.97
nmol NADPH dak.™ mg protein™) oldugu degerler sirasiyla 2 ug mL? ve 8 ug mL™?

c¢inko konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 3.13.Farkli ¢inko konsantrasyonlariin A. platensis’de GR aktivitesi Uizerindeki etkisi

Kalay etkisine maruz birakilan A. platensis’in 50 pg mL?, 100 pg mL™ ve 250 pg
mL? kalay konsantrasyonlarindaki toplam GR enzim aktivitesi kontrole gore artis
gdstermistir. Ancak 500 pg mL?* ve 1000 pg mL* konsantrasyonlarindaki toplam GR
aktivitesi kontrole gore diisiis gostermisti. 50 pg mL? ve 100 pg mL?
konsantrasyonlar1 ile 500 pg mL? ve 1000 pg mL*! konsantrasyonlar: arasinda
istatistiksel olarak anlamli derecede fark bulunmustur (p<0.05). Ayrica kontrol ile 50
ug mL? ve 100 pg mL* konsantrasyonlar1 arasinda da istatistiksel olarak anlamli
derecede fark bulunmustur. GR aktivitesinin en yiiksek (8.64 nmol NADPH dak.™
mg protein™) ve en diisiik (2.73 nmol NADPH dak. mg protein™) oldugu degerler
sirasiyla 50 pg mL ™t ve 100 pug mL konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 3.14. Farkli kalay konsantrasyonlarimin A. platensis’de GR aktivitesi Gzerindeki etkisi

Civa etkisine maruz birakilan A. platensis’de GR aktivitesi 0.04 pg mL?, 0.08 ug
mL?* ve 0.16 pg mL™*? civa konsantrasyonlarinda kontrole gore diisiis gostermistir.
Ancak kontrol ve konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede bir
fark bulunamamistir (p>0.05). GR aktivitesinin en yiiksek (2.88 nmol NADPH dak.™
mg protein™) ve en diisiik (1.73 nmol NADPH dak.™ mg protein™) oldugu degerler
sirasiyla 0.08 pg mL™ ve 0.04 ug mL™ civa konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 3.15. Farkli civa konsantrasyonlarinin A.platensis’de GR aktivitesi Uzerindeki etkisi



BOLUM 4. TARTISMA

Yapilan bu calisma ile A. platensis alginin ¢inko, kalay ve civa agir metallerinin
farkli konsantrasyonlarina maruz birakilmasi sonucu bu metallerin klorofil-a
miktarinda, biyokiitlesinde ve antioksidan parametrelerinde [stperoksid dismutaz
(SOD), glutatyon rediiktaz (GR) ve askorbat peroksidaz (APOD)] olusan degisimler
hakkinda bilgi elde edinilmeye ¢aligilmistir.

Algler lizerine yapilan laboratuar calismalarinda alglerdeki metal aliniminin ve
toksisitesinin, ortamdaki metal derisimine, metal tiirlerine, metal ortaminin 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). Sunulan ¢alismada ¢inko,
civa ve kalay gibi farkli agir metallerin tiiriine gore A. platensis alginin klorofil-a
miktarinin, optik yogunlugunun (OD), biyokiitlesinin ve antioksidan parametrelerinin
[stperoksid dismutaz (SOD), glutatyon rediktaz (GR) ve askorbat peroksidaz
(APOD)] farkli derecelerde etkilendigi gozlenmistir.

Alglerde agir metallerin olumsuz etkiledigi olaylarin basinda organizmanin canlilik
faaliyetleri gelmektedir. Agir metallerin toksik etkisi organizmalardaki buyimeyi
inhibe etmekte ve bu toksikantlar biiyimenin lag fazinin bozulmasina neden
olmaktadir (De Filippis ve ark., 1981; Stevenson ve ark., 1996). Bu sebeple
organizmada hiicre boliinmesi  engellenecegi i¢in  biiylimenin  durdugu
belirtilmektedir (Elbaz ve ark., 2010). Calismamizda strese maruz birakilmayan
kontrol grubunda biyokiitle miktar1 yedi giin boyunca artig gosterirken, Zn, Sn ve Hg
etkisi altinda konsantrasyonlar arttik¢a biyokiitle ve klorofil-a miktar1 azalmistr.

Cok yiiksek konsantrasyonlarda ise algler tamamen canliliklarin1 kaybetmislerdir.
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Rai ve ark. (2013), Cr (IV) etkisinde Chlorella vulgaris algindeki degisimi
incelemislerdir. Cr (IV) agir metalinin artan konsantrasyonlarinda biyokiitle
miktarinin distiigiinii gézlemlemislerdir. Bajuz (2010), C. vulgaris algine Cd, Pb ve
Cu agir metallerini uygulamis, agir metal uygulanan orneklerde konsantrasyonlarin
artistyla hiicre sayisinda azalma oldugunu gézlemlemistir. Surosz ve Palinska (2004),
Anabaena flos-aquae ile yaptiklari bir calismada 0.35 mg L™ bakir uygulanmasinin
algin gelisimini gerilettigini ve artan bakir derisimi ile algin klorofil-a ve biyokitle
miktarlarinin azaldigim1 belirlemislerdir. Li ve ark. (2006), Pavlova viridis algi
Uzerinde ¢inko ve bakir agir metallerinin klorofil-a iizerine etkilerini incelemislerdir
ve bu agir metallerin artan konsantrasyonlarinda klorofil-a miktar1 ile fotosentez
hizinda azalma oldugunu belirtmislerdir. Wong ve Chang (1991), Chlorella
pyrenoidosa algi Uzerine Cu (bakir), Cr (krom) ve Ni (nikel) uygulamislar, bu agir
metallerin klorofil-a miktar1, biiyiime ve fotosentez hizlari iizerine etkilerini ayr1 ayri
incelemiglerdir. Sonugta bu agir metallerin artan konsantrasyonlarinda klorofil-a
miktari, biiyiime ve fotosentez hizlarinda azalma oldugunu gézlemlemislerdir. Bunun
sebebinin agir metallerin yaptigi toksik etkinin klorofil-a’y1 inhibe etmis
olabilecegini belirtmiglerdir. Sunulan c¢alismada A. platensis’ deki klorofil-a
miktarlarinin Zn, Sn, Hg etkisi altinda azaldig1 gézlenmistir. Biyokutle ve klorofil-a
miktarindaki en fazla diistisiin kalay uygulanan 6rneklerde oldugu belirlenmistir.
Agir metaller klorofil pigment biyosentezini ve bu slirecte gorev yapan enzimleri
inhibe etmektedir (De Fillippis ve Pallaghy, 1994). A. platensis’te Zn, Sn, Hg
etkisinde klorofil-a miktarlarindaki azalma klorofil biyosentez siirecinin
bozulmasinin, klorofil-a biyosentezinde gorevli enzimlerin inhibe edilmesinin ya da

Klorofilin pargalanmasinin sonucu olabilir.

Sundugumuz c¢alismada Zn igin SOD aktivitesi 2 pg mL™ konsantrasyonunda
kontrole gore artis, 4 ug mL™Y, 8 ug mL? ve 12 pg mL? konsantrasyonlarinda
kontrole gore diisiis, 16 ug mL™* konsantrasyonunda kontrole gore artis gdstermistir.
Sn igin SOD aktivitesi 50 pg mL™ ve 100 pg L™ kalay konsantrasyonlarinda kontrole
gore artis, 250 pg L ve 500 pg L konsantrasyonlarinda kontrole gore diisiis, 1000

Hg L™ konsantrasyonunda artis gosterse de kontroldeki seviyeye ulasamanmustir. Hg
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icin SOD aktivitesi 0.04 pg mL, 0.08 ug L™ ve 0.16 pg L* konsantrasyonlarinda

kontrole gore azalma gostermistir.

Antioksidan enzimler oksidatif stresin Onlenmesinde ©Onemli bilesenler olmasi
sebebiyle, stres kosullari altinda enzim aktivitesi genellikle artmaktadir (Allen, 1995;
Mazhoudi ve ark., 1997). Liu ve ark. (2010), Grateloupia turuturu ve Palmaria
palmata algleriyle yaptiklar1 ¢alismalarda CdCl, kullanarak agir metal stresine SOD
ve GR gibi antioksidan parametrelerde bakmislardir. Sonucta SOD aktivitesinin P.
palmata alginde G. turuturu algine kiyasla arttigini belirtmislerdir. Cao ve ark.
(2011), Amphidinium sp. algi tzerinde Mn ile yaptiklari ¢alismanin sonuglari bizim
Hg ile yapmis oldugumuz ¢alisma ile paralellik gostermektedir. Cao ve ark. (2011),
Mn konsantrasyonu artttkga SOD aktivitesinde azalma oldugunu ve uygulanan
konsantrasyonlarin algin metabolik faaliyetlerini bozmus ya da engellemis
olabilecegini belirtmislerdir. Rai ve ark. (2013)’ iin, Chlorella vulgaris algi ile
yaptiklar1 ¢alisma bizim Zn ve Sn ile yapmis oldugumuz calisma ile paralellik
gostermektedir. Rai ve ark. (2013), Cr (IV) etkisinde C. vulgaris algindeki SOD
aktivitesini incelendiginde Once artis sonra diislis goriilmesinin sebebinin, kromun

yuksek konsantrasyonlarinin SOD geninin etkilemesi olabilecegini belirtmislerdir.

Calismamizda Zn igin APOD aktivitesi 2 ug mL?, 4 ug mL™Y, 8 ug mL* ve 12 g
mL! konsantrasyonlarinda kontrole gore diisiis gdstermistir. Sn icin APOD aktivitesi
50 pg mL?! konsantrasyonunda kontrole gore artis gdstermis, sonraki
konsantrasyonlarda azalma gostermistir. Hg icin APOD aktivitesi 0.04 ug/mL, 0.08
ug L ve 0.16 pug L? civa konsantrasyonlarinda kontrole gore azalma gdstermistir

fakat konsantrasyonlar arasinda anlamli bir farklilik goriilmemistir.

Devez ve ark. (2005), Scenedesmus obliquus {izerine bakir ile yaptiklar1 ¢alismada
KAT miktarinda 6nemli bir degisimin olmadigini, APOD miktarinda artis olmasina
ragmen belli konsantrasyonlarda sabit kaldigimi belirtmislerdir. Melegari ve ark.
(2013), Chlamydomonas reinhardtii yesil algine CuO uyguladiklarinda,
konsantrasyonlarin artisina bagl olarak APOD ve GR aktivitelerinde artis oldugunu

belirtmislerdir. Elbaz ve ark. (2010), Chlamydomonas reinhardtii’de civa ile
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yaptiklar1 ¢alismada KAT ve APOD enzimlerinin aktivitesi ile ROT (reaktif oksijen
tirleri) seviyesinin arttigini belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise Zn ve Hg
uyguladigimiz ~ orneklerde  APOD  aktivitesinde oOnce diisis  goriilmiis,
konsantrasyonlar arttikga aktivitede degisim goriilmemistir. Bu sebeple yapilan
calismalarla bir paralellik s6z konusu degildir. Bununla birlikte sadece Sn i¢in 50 ug
mL? konsantrasyonunda bir artisin  olmasi diger calismalarla benzerlik

gostermektedir.

Calismamizda Zn igin GR aktivitesi 2 pg mL™ konsantrasyonunda artis, 4 ug mL:, 8
ug mL?t, 12 pug mL? ve 16 pg mL? konsantrasyonlarinda kontrole gore diisiis
gbstermistir. Sn icin GR aktivitesi 50 ug mL?! ve 100 pg mL?! kalay
konsantrasyonlarinda artis, 250 pg L%, 500 pg L' ve 1000 pg LT
konsantrasyonlarinda kontrole gore diisiis gdstermistir. Hg i¢in GR aktivitesi 0.04 ug
L%, 0.08 ug L ve 0.16 pg L* civa konsantrasyonlarinda kontrole gére azalma

gostermistir.

Devez ve ark. (2005), Scenedesmus obliquus algine bakir uyguladiklar
caligmalarinda GR aktivitesinde artis oldugunu belirtmislerdir. Bajguz (2010),
Chlorella vulgaris alginde Cd, Pb ve Cu agir metalleri uygulandiktan sonraki enzim
aktivitelerine baktiklarinda agir metal konsantrasyonundaki artisa bagli olarak GR
aktifliginde artis gozlemlemistir. Bu iki c¢alismanin sonuglar1 bizim diisiik
konsantrasyonlarda Zn ve Sn ile yapmis oldugumuz c¢alisma ile benzerlik
gostermektedir. Artan GR seviyesinin organizmadaki agir metal stresine karst bir
yanit olusturacagi ve antioksidan parametrelerin herhangi bir stres kosulu altinda
anti-stres gorevi oldugu belirtilmistir (Sharma, 2015). Yalniz ¢alismamizda
konsantrasyonlar arttikca enzim aktivitesinde azalmalar goriilmistiir. Uygulanan
yuksek konsantrasyonlar GSH metabolizmasindaki enzimlerin yapisint bozmus ve
hiicre zarinda oksidatif hasara sebep olmus olabilir. Bu yiizden belli seviyeden sonra

GR aktivitesinde azalma goriilmiis olabilir.

Sonug olarak ¢alismamizda uyguladigimiz agir metallerin A. platensis alginde

konsantrasyona bagli olarak etkili oldugu sdylenebilir. Zn ve Hg ile
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karsilastirildiginda, Sn uygulamalar1 sonucunda biyokiitle ve klorofil-a miktarinda
daha fazla azalmanin meydana gelmesi, A. platensis i¢in Sn elementinin ¢cok daha
fazla toksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Sn uygulamalari sonucunda,
ozellikle 50 ve 100 pg mL’lik konsantrasyonda, SOD aktivitesinin kontrole gore
Oonemli derecede artis gostermesi, A. platensis alginde Sn toksisitesi nedeniyle
stperoksid radikali konsantrasyonunun arttigimi  gostermektedir.  SOD’nin
katalizledigi reaksiyon sonucu olusan H20.’yi parcalamaktan sorumlu olan APOD
enziminin aktivitesi ise ayni Sn konsantrasyonlarinda kontrole gore onemli bir
degisim gostermemistir. Bu durumda Sn elementinin A. platensis’de APOD
enziminin sentezini ve/veya aktivitesini selektif olarak belli oranda inhibe ettigi ve
toksik etkisini bu sekilde gosterdigi sonucuna varilabilir. Nitekim 50 ve 100 pg
mL%lik Sn uygulamalart sonucunda, SOD aktivitesine benzer sekilde GR
aktivitesinde de kontrole gore onemli derecede artis belirlenmistir. GR enzimi,
hiicrelerde  glutatyon ~ molekiiliiniin  indirgenmesini  saglayan  reaksiyonu
katalizlemekten sorumludur. Indirgenmis glutatyonun yapisindaki elektronlar da
H202’nin detoksifikasyonunu saglayan reaksiyonda kullanilmak tizere APOD
enzimine verilmektedir. Elde ettigimiz sonuglar, 50 ve 100 pg mL™’lik Sn uygulanan
A. platensis’de GR’nin uygun sekilde aktivite gosterdigini ve indirgenmis glutatyon
olusumunun gergeklestigini ispatlamaktadir. Bu durumda Sn’ nin toksik etkisini,
calismamizda aktivitelerini belirledigimiz antioksidan enzimlerden APOD tizerindeki

direkt etkisi ile gdsterdigi sonucuna varilabilir.



BOLUM 5. SONUC VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Sonug olarak ¢alismamizda, biyokitle ve klorofil-a miktarindaki azalmanin artan Zn,
Sn ve Hg konsantrasyonlarina ve zamana bagli oldugu bulunmustur. A. platensis’in
lizerine agir metallerin toksisitesi Hg> Zn> Sn seklinde Olciilmiistiir. Arastirmamizda
A. platensis’in antioksidan enzimleri (zerine ise, agir metallerinin etkisinin
konsantrasyonlardaki artigla yakindan iliskili oldugu bulunmustur. Antioksidan
enzimlerin aktivitesi tizerinde kullanilan agir metallerin tiirlerine gére de farkliliklar
ortaya ¢ikmistir. Yapilan ¢aligmalarda agir metal konsantrasyonu arttikca, asir1 ROT
uretiminin nikleik asitler, proteinler ve lipitler gibi pek cok hicresel fonksiyonu
etkiledigi belirtilmektedir (Mittler ve ark., 2004). Bu sebeple agir metallerin toksik
etkisi, Uretilen serbest radikallerin hucredeki 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 A. platensis algi tizerinde agir metallerin birikim mekanizmasi
ve antioksidan parametrelerin olusturdugu yanitlar ve bunlarin genetik temeli ile

ilgili ¢aligmalar yapilabilir.
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