K F B D Karadeniz Fen Bilimleri Dergisi / The Black Sea Journal of Sciences 6 (13):26-35, 2016
ISSN: 1309-4726  http://kfbd.giresun.edu.tr

Oreochromis niloticus’da Bakir Birikiminde Kalsiyum ve Zeolitin

Etkileri

Hikmet Y. COGUN?, Ipek Cimrin REYHAN?

! Cukurova Uni\(ersitesi, Ceyhan Veteriner Fakiiltesi, Fizyoloji ABD, Ceyhan, Adana, TURKIYE
2 Kilis 7 Aralik Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimi, Kilis, TURKIYE

Gelis Tarihi : 11.01.2016
Sorumlu Yazar: hcogun@cu.edu.tr Kabul Tarihi: 04.04.2016

Ozet

Bu aragtirmada kalsiyum ve zeolitin Oreochromis niloticus’un karaciger, solungac¢ ve kas dokularinda
bakir birikimi iizerine etkileri incelenmistir. Baliklar 5, 10 ve 15 giin siirelerle 1.0 mg/L Cu, 1.0 mg/L
Cu+1.0 mg/L Ca, 1.0 mg/L Cu+0.1 g/L Zeolite karisiminin etkisine birakilmis, dokularda bakir birikimi
ICP-MS Spektrometresi ile dl¢iilmiistiir. Calisilan dokularda bakir derisimi siirenin uzamasiyla artmistir.
En yiiksek bakir birikimi karaciger dokusunda bulunmus, bunu solungag ve kas dokusu izlemistir. Etkide
kalman tiim stirelerde, O. niloticus’un dokularinda bakir birikimi kalsiyum ve zeolitin varliginda
azalmigtir. Tim karigimlarda kalsiyum ve zeolit O. niloticus’un karaciger ve solunga¢ dokularinda bakir
birikimini istatistiksel olarak 6nemli 6l¢iide azaltmistir. Caligma sonuglar1 gostermistir ki bakir birikimi
zeolit ve kalsiyum tarafindan azaltilmis ve zeolit kalsiyumdan daha 6nemli koruyucu etki yapmustir.
Anahtar sozciikler: Bakir, Birikim, Kalsiyum, Zeolit, Oreochromis niloticus

The Effects of Calcium and Zeolite on Copper Accumulation in

Oreochromis niloticus

Abstract

In this study, effects of calcium and zeolite on the accumulation of copper in liver, gill and muscle of
Oreochromis niloticus were investigated. The fish were exposed to 1.0 mg/L Cu, 1.0 mg/L Cu+1.0 mg/L
Ca, 1.0 mg/L Cu+1.0 g/L Zeolite mixtures for 5, 10 and 15 days, copper accumulation in tissues were
measured by ICP-MS. Spectrophotometry. Copper accumulation increased with increasing periods of
exposure tissues studied. Highest accumulation of copper occured in the liver followed by gill and
muscle. In all exposure period, accumulation of copper in whole tissues of O. niloticus decreased
statistically significant in the presence of calcium and zeolite. In both mixed exposure concentrations,
calcium and zeolite significantly reduced the accumulation of copper in the kidney, gill and liver of O.
niloticus. The result of this study demostrated that the accumulation of copper was decreased by calcium
and zeolite, and that the protective effects of zeolite are more impotrant than calcium.
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GIRIS

Bakir bir iz element olarak siniflandirilmaktadir. Bakir tiim canli organizmalarin
gereksinim duydugu bir elementtir (Arrelano ve ark., 1999). Bakir hemen hemen tiim
sularda eser diizeyde bulunmaktadir. Niifus artisina bagli ve endiistriyel gelisimin bir
sonucu olarak yaygin bir sekilde kullanilan bakir, su ortaminin kirlenmesine ve
dolayistyla ekosistemdeki canlilarda bir¢ok hasarlara neden olmaktadir (Munoz ve ark.,
1991; Matyar ve ark., 2009; Sipahi ve ark., 2013). Bakirin subletal derigimlerinin
baliklarda biiyiime, gelisme ve lireme iizerine olumsuz etkiler yaptigi (Buckley ve ark.,
1982; Hilmy ve ark., 1985) ve ayrica kan biyokimyasinda degisikliklere neden oldugu
bir ¢ok arastiric1 tarafindan belirtilmistir (Dethloff ve ark., 1999; Firat ve ark., 2011;
Cogun ve ark., 2012).

Kalsiyumun suyun sertlik kalitesini belirtmede ve canli organizmada
verimliligin artisinda ¢ok 6dnemli bir iyon oldugu belirtilmistir (Berntssen ve ark., 2003).
Genel olarak sucul organizmalarda kalsiyum yapisal, elektriksel iletimde kaslarin
kasilmasinda, salgi hiicrelerinin sekresyonunda, ekstraseliiler protein ve enzimlerde
kofaktor olarak rol alan ve intraseliiler regiilasyon gibi bir¢gok 6nemli biyolojik islevleri
olan bir iyondur (Hunn, 1985). Su sertligi agir metalin toksisitesi bakimindan énemli
role sahiptir. Ornegin gokkusagi alabaliklar1 ile yapilan bir c¢alismada g¢inko’nun
yumusak sulardaki toksisitesinin, sert sulara oranla 27 kat daha toksik oldugu
saptanmistir (Bradley ve Sprague, 1985).

Zeolitler aliiminyum silikat ve kil mineralleridir. Sularda iyon degistirme ve
katyonlar1 uzaklastirma yetenegindedirler (Tiirkman ve ark., 2001; Babel, 2003). Son
zamanlarda yapilan bir¢ok arastirmada kursunun (Jain, 1999; Mishra ve Jain, 2009;
Cogun ve Sahin 2012), bakirin (James ve ark., 1998) sucul ortamda toksisitesinin
gideriminde zeolitler kullanilarak laboratuar ¢aligmalar1 yapilmigtir.

Son yillarda yapilan arastirmalar bize gostermistir ki kalsiyum ve zeolitin su
ortaminda bulunmasi, baliklarin metalleri solungaclardan aliniminda rekabete girmis
olmast (Hongstrand ve ark.,1995; Hongstrand ve ark., 1998; Spry ve Wood, 1984)
zeolitin varhiginda ise agir metallerin iyon yiiklerini degistirebilme yetenekleri ve

metalleri biinyesinde tutmasiyla ortamda metalin azalmasina neden olmustur (James

2000; Mishra ve Jain, 2009; Cogun ve Sahin 2012).
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Bu ¢alismada; 5, 10 ve 15 giinliik uygulama siirelerinde Oreochromis niloticus
baliklarinda bakir toksisite etkisinin gideriminde, kalsiyum ve zeolit kullanilmistir.
Bakir+kalsiyum ve bakir+zeolit etkisine maruz birakilan baliklarin karaciger, solungag
ve kas dokularinda metal birikimi ile kalsiyum ve zeolitin metal toksisitesi tizerindeki

etkisi arastirilmistir.

MATERYAL VE METOD

Bu arastirmada kullanilan Oreochromis niloticus’lar Cukurova Universitesi Su
Uriinleri  Fakiiltesi yetistirme havuzlarindan ii¢c ay siire ile 40X100X40 cm
boyutlarindaki dokuz (9) stok akvaryum igerisinde laboratuar kosullarina adaptasyonlari
saglanmistir. O. niloticus’lar bu siirenin sonunda uygun boy ve agirliga ulagmustir.

Deney 5, 15 ve 20 giin siirelerde bakirin 1.0 mg/l derisimi ve bakirin ayni
derisimiyle kalsiyum ve zeolit karigimlar1 (1.0 mg/l Cu +1.0 mg/l Ca ve 1.0 mg/l Cu
+0.1 g/l Zeolit), maruz birakilmistir.

Deneylerde her bir seride 40X100X40 cm boyutlarinda olan ve her birinin
iceresinde 18 balik bulunan 50’ser litre 4 cam akvaryum kullanilmistir. Bu
akvaryumlardan ilkine 1.0 mg/l bakir derisimi, ikincisine bakirin+kalsiyum derigimi ve
tiglincii akvaryuma bakir+zeolit derigsimi (1.0 mg/1 Cu +1.0 mg/l Ca ve 1.0 mg/I Cu +0.1
g/l Zeolit) ¢ozeltileri konulmus, dordiincii akvaryumlar kontrol grubu olmustur.
Deneyler ii¢ tekrarli ve her tekrarda iki balik 6rnekleme yapilmistir.

Kullanilan kalsiyum CaOH olup, Zeolit Istanbul Rota madencilik A.S.’den <75
mikron ¢apinda temin edilmistir. Bakir CuCl,; (Merck) olup deney boyunca ¢ozeltiler
deiyonize su ile taze hazirlanmistir. Bu hazirlanan ¢ozeltiden uygun derisimler uygun
sulandirmalarla akvaryumlara uygulanmistir.

Her deney siiresi bitiminde 2’ser adet balik numunesi alinmis ve baliklarin kas,
solungag ve karaciger dokularinin diseksiyonu yapilmistir. Doku ve organlar etiivde 150
OC *de 48 saat stireyle kurumaya birakilmistir. Kuru agirliklart belirlenen doku ve
organlar deney tiiplerine aktarilarak iizerlerine 2 mL nitrik asit (Merck, % 65, O. A. :
1.40) ve 1 mL perklorik asit ( Merck, % 60, O. A. :1.53) eklenmis (Muramoto, 1983)

ve ceker ocakta 120°C’ de 3 saat siireyle yakilmis, 6rnekler polietilen tiiplere aktarilmis
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ve itzerleri deiyonize su ile 5 mL’ ye tamamlanarak bakir analizine hazir hale
getirilmistir.

Doku ve organlardaki bakir analizleri Perkin Elmer ICP-MS cihazi kullanilarak
tespit edilmistir. Deneylerden elde edilen verilerin istatistik analizleri hazir bilgisayar

Spss 10 paket programi1 ile ANOVA testleri uygulanarak yapilmistir.

BULGULAR

Denenen tiim stirelerde (5, 10 ve 15 giin) ortamda bulunan Cu derisimi siireye
bagli olarak doku ve organlardaki Cu birikiminin de arttigi saptanmistir. Doku ve
organlardaki Cu birikimi farklilik gostermektedir. Denenen ortam derisiminde de en
yiiksek Cu birikimi karacigerde olmus bunu solungag ve kas dokusu izlemistir (Cizelge
1-3, SNK; p<0.01).

Bakir ve karisimlarinin etkisindeki baliklarin karaciger, solunga¢ ve kas
dokularinda bakir birikimi 5. giliniin sonunda, dogrudan bakir etkisine birakilan baliklara
oranla azaldig1 belirlenmistir (Cizelge 1). Bu azalmalardan en fazla olani solungag
dokusunda bakir+zeolit karigiminda yaklasik %62 oraninda olmus, ayni dokulardaki
bakir+kalsiyum derisiminde ise %25 oraninda olmustur (Cizelge 1). Tiim derisimlerde
ve dokular arasinda istatistik olarak fark bulunurken bakir ortam derisimi ile
bakir+kalsiyum ortam derisiminde istatistik olarak fark bulunmamistir (Cizelge 1 SNK;
P<0.01).

Cizelge 1. O. niloticus ‘da 5. giinde doku ve organlarda bakir birikimi (ng Cu/g k.a.).

DERISIM
0.0 1.0 (mg/L Cu) K1 K2
ORGAN X + Sx * X + SX * X + SX * X + Sx*
Kas 0.25+0.03 xa 8.21+£0.20 xb 7.01+0.12 xb 5.71 +0.51 xc
Solungag  0.32+0.17 xa 34.33+0.25 yb 27.70£1.20 yc 13.11+0.3 yd

Karaciger 6.52+0.65 zall4.6+7.63 zb 106.1 £2.38 zc 95.5+2.58 zd
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Bakir ortam derisimine gore kalsiyum ve zeolit doku ve organlardaki bakir
birikimini 10. giin siire sonunda énemli diizeyde diislirmiistiir. Bu azalmalardan en fazla
olani karaciger dokularinda bakir+zeolit karisimi etkisindeki baliklarda olup yaklasik
%64 oranindadir. Bakirt+kalsiyum derisimlerindeki azalmalar karaciger dokusunda
%49, kas dokusunda %38 ve solungac dokusunda %26 oraninda olmustur (Cizelge 2
SNK; P<0.01).

Cizelge 2. O. niloticus ‘da 10. giinde doku ve organlarda bakir birikimi (pg Cu/g k.a.).

DERISIM
0.0 1.0 (mg/L Cu) K1 K2
ORGAN X + SX * X + SX * X + SX * X + Sx*
Kas 0.26 £0.02 xa 18.11 +0.20 xb 11.01+£0.10 xc 9.52+£0.31 xc
Solungag 0.35+0.15 xa 46.43+0.21 yb 34.38+1.11 yc 23.22+0.22 yd
Karaciger  6.65 +0.63 za256.6 +5.33 zb 129.1+2.21 zc 99.5+2.68 zd

Bakir ve karisimlarinin etkisindeki baliklarin karaciger, solunga¢ ve kas
dokularinda bakir birikimi, dogrudan bakir etkisine birakilan baliklara oranla 15. giiniin
sonunda azaldig1 belirlenmistir (Cizelge 3). Bu azalmalardan en fazla olan1 bakir+zeolit
karisiminda kas dokusunda %34, solunga¢ dokusunda %32 ve karaciger dokusunda

%21 oraninda olmustur (Cizelge 3).
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Cizelge 3. O. niloticus ‘da 15. giinde doku ve organlarda bakir birikimi (ug Cu/g k.a.).

DERISIM
0.0 1.0 (mg/L Cu) K1 K2
ORGAN X + SX * X + Sx * X + Sx * X + Sx*
Kas 0.36 £0.03 xa 26.17+0.23 xb 22.39+£0.13 xc 17.69+0.11 xd
Solungag 0.40 £0.11 xa 53.07+£0.32 yb 4765+1.35 yc 36.11+£0.21 yd
Karaciger 6.88 £0.21 za 488.6 £5.58 zb 430.1+£2.45 zc 385.5+3.77 zd
* :a, b, c,d ve e harfleri derisimleri belirlemek; x, y ve z harfleri organlar aras1 ayrimi belirlemek amaciyla

kullanilmigtir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P<0.01).
(K1: 1.0 mg/L Cu+1.0 mg/L Ca, K2: 1.0 mg/L Cu+1.0 g/L Zeolit)

>_( + SX: Aritmetik ortalama + Standart hata

TARTISMA

Agir metaller, sucul canlilarin solunum ve osmoregiilasyon sistemini

bozmaktadir (Thurberg ve ark., 1973; Bjerregoard ve Vislie 1985). Ayrica baliklarin
fizyolojik ozelliklerini etkileyerek doku ve organlarina zarar vererek; beslenme ve
tiremesini olumsuz yonde etkilemekte ve baliklarda fonksiyonel ve yapisal
degisikliklere neden olmaktadir (Gabryelak ve ark., 2000).
Agir metaller, organizmalarda siilfidril, karboksil, imidazole, amino ve peptid gruplari
gibi proteinlerin fonksiyonel gruplarina baglanmaktadir (Viarengo 1985). Agir metaller
genelde metallotionein gibi metabolik olarak inaktif proteinlerle kompleks yapmakta ve
toksik olmayan formlarda birikmektedirler (Winner ve Gaus 1986). Baliklarda agir
metallerin alinmas1 genelde solunga¢ yoluyla, besin yoluyla ve viicut yiizeyiyle
olmaktadir. Viicuda aliman metaller, tasiyici proteinlerle kan yoluyla hedef doku ve
organlara taginmakta ve bu hedef dokularda metal baglayici proteinlere baglanmaktadir
(Health 1995).

Metallerin organizmadaki toksisitesinin azaltilmasiyla ilgili bir¢cok arastirma
yapilmistir (Allen 1994; Regoli ve Orlando 1994; Suresh ve ark., 1993; Riget ve ark
1997; Baden ve ark 1999). Bu amagla yapilan bir¢cok arastirmada EDTA, NTA, sitrat ve

zeolit gibi selatlagtict madde kullanilmistir (Muramoto 1980; Simon 1981; James ve
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ark., 1998; Cogun ve Sahin 2012). Yaptigimiz ¢alismada bakir ve bakirin kalsiyum ve
zeolit ile karigimlariyla bu metallerin O. niloticus doku ve organlarinda metal birikimini
azalttig1 saptanmistir. Zeolitler, katyon degistirebilme yeteneklerinden dolayr bir¢ok
calismada agir metal giderimi i¢in kullanilmislardir (Jain 1999; Mishra ve Jain 2009;
Cogun ve Sahin 2012). Ayrica zeolitlerin agir metal katyonlarina ilgisi ¢ok fazladir
(Semmens ve Seyfarth 1978).

Baliklarda karaciger, ortamda bulunan kirleticilerin biyotransformasyonunda,
detoksifikasyonunda ve atiliminda (Ali ve ark., 2003), minerallerin depolanmasinda ve
sindirimde islevi olan Onemli bir organdir. Ayrica karaciger metallotionein gibi
detoksifikasyon proteinlerinin baslica sentezlendigi yerdir (Cinier ve ark., 1999).
Aragtirmamizda O. niloticus’da bakir karacigerde fazla birikmesi bu metallerin
karacigerde depolandigin1 ve karacigerin detoksifikasyon olayinda etkin bir islevinin
oldugunu gostermektedir. Karacigerde bakir ve kadmiyum birikimi bunlarin kalsiyum
ve zeolit karisimlarinda 6nemli diizeyde azaldig1 saptanmustir.

Bu azalma Kalsiyumun ortamda bulunmasi bakir birikiminde azalmaya neden
oldugu, kalsiyumun su sertligini ylikselttigini ve sert sularda metaller daha az aktif
oldugu icin, balik tarafindan birikimi azaltmaktadir (Reichert ve ark., 1979). Zeolit iyon
degistirebilme yetenegi ile iyonik bakirin zeolit etkisinde baska bir katyona doniismesi
sonucu baligin bakiri daha az almasina neden olabilir (Jain, 1999). Cogun ve Sahin
(2012), tarafindan yapilan bir ¢caligmada zeolitin karaciger dokusunda kursun birikimini
azalttig bildirilmistir.

Solungaclar, bir baliin suyla temasinin saglandig1 ¢ok énemli bir organidir. Bu
nedenle balik solungaglar1 dis ortamdaki metaller i¢in toksikolojide ilk hedef dokudur
ve metalin viicuda girisinde 6nemli bir yer oldugu belirtilmistir (Pelgrom ve ark., 1995;
Tao ve ark., 1999). Yaptigimiz ¢alismada bakir ortam derisimi etkide kalinan siireye
bagli olarak baligin solungaclarinda arttig1 saptanmistir. Metallerin kalsiyumla ve
zeolitle olan karigimlarinda O. niloticus solungaglarinda bakir birikimi en fazla azalma
kalsiyumun etkisinde tiim siirelerde ortalama 1.25 katlik azalma olmustur. Bu
azalmalarin sebebi bakir Ca ile solungag yiizeylerine baglanmada rekabet etmesi (Exley
ve ark., 1991), kalsiyumun su ortamini sert hale getirerek metallerin ¢okmesine sebep
olmast ve sudaki metal konsantrasyonunu azaltmasi sonucu dokulardaki metal

birikiminin azalmasidir. Ayn sekilde zeolitlerinde metal baglayabilme yeteneginin fazla
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oldugu, sudaki metal konsantrasyonunu ve dokularda metal birikimini azalttig
bildirilmistir (Cogun ve Sahin 2012).

Baliklarda kaslar, metal biriktirmede metabolik olarak aktif bir doku degildir
(Cogun ve Sahin 2012). Farkli balik tiirleriyle yapilan arastirmalarda bakir birikiminin
de kas dokusunda ¢ok diisiik diizeyde oldugu yapilan galigmalarda saptanmistir (Cogun
ve ark., 2003; Cogun ve Kargin 2004). Ancak etkide kalinan siirenin uzamasiyla kas
dokusundaki bakir birikiminin arttig1 bildirmistir (Papoutsoglou ve Abel, 1988; Cogun
ve ark., 2003; Cogun ve Kargin 2004).

Elde edilen sonuglar gostermistir ki; bakir birikimi etkide kalinan siireye bagl
olarak artma gdsterirken, metalin kalsiyumlu ve zeolitli karisiminda metal birikimi O.
niloticus doku ve organlarinda 6nemli diizeyde azalmistir. Bu azalmanin sebebi, (I)
kalsiyumun su ortaminin sertligini arttirarak ortamdaki metal derisimi ve dokulardaki
metal birikimini azalttigi, (II) tasiyict protein iizerinde ayni baglanma bolgeleri igin
metal ile rekabete girerek metal baglanmasini engelledigi, (III) zeolitin iyon
degistirebilme yetenegi ile ortamdaki metal derisimini ve dokulardaki metal birikimini

azalttig1 diistiniilmektedir.
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