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Ozet: Evsel ve endiistriyel atiklarda yaygin olarak bulunan aromatik bir kimyasal olan fenol, su ekosistemlerine
girdiginde omurgasiz ve omurgalilar1 olumsuz etkilemektedir. Tarimsal kimyasallara olan talebin artmasiyla
birlikte, biiyiik miktarda fenol dogrudan bir yan iiriin olarak cevreye salinmaktadir. Fenol ve tiirevleri cevrede
daha uzun siire kalma egilimindedir ve bu da hem insanlar hem de su ekosistemi i¢in bir tehdit olusturmaktadar.
Bu calismada farkli konsantrasyonlardaki fenoliin pullu sazanda (Cyprinus carpio) oksidatif stres ve bazi
antioksidan parametreler {izerine etkisini arastirmak amaglandz. Ug farkli konsantrasyonda fenol (0,10, 0,25 ve 0,50
ppm) 48 saat siireyle baliklara uygulandi. Deneme sonunda baliklardan alinan dalak 6rneklerinde oksidatif stresin
bir gostergesi olarak malondialdehit diizeyleri ile antioksidan parametreler (katalaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon-S-transferaz aktiviteleri ve rediikte glutatyon diizeyi) analiz edildi. Fenol verilen gruplarin doku
malondialdehit diizeylerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak yiikseldigi belirlendi (p < 0,05). Fenol
uygulanan gruplarda doku katalaz ve glutatyon peroksidaz aktiviteleri ve rediikte glutatyon diizeylerinin kontrol
grubuna gore anlamli olarak azaldig: tespit edilirken, doku glutatyon-S-transferaz aktivitelerinin istatistiksel olarak

onemli diizeyde arttig1 belirlendi (p < 0,05).

Anahtar kelimeler: antioksidan, balik, doku, fenol, oksidatif stres

Investigation of Effect of Phenol on Antioxidant Parameters in Scaly
Carp (Cyprinus Carpio)

Abstract: Phenol, an aromatic chemical commonly found in domestic and industrial waste, adversely affects
invertebrates and vertebrates when it enters aquatic ecosystems. With the increasing demand for agricultural
chemicals, large amounts of phenol are released directly into the environment as a by-product. Phenol and its
derivatives tend to persist in the environment for longer periods of time, posing a threat to both humans and the
aquatic ecosystems. The aim of this study was to investigate the effects of different concentrations of phenol on
oxidative stress and some antioxidant parameters in scaly carp (Cyprinus carpio). Three different concentrations of
phenol (0.10, 0.25 and 0.50 ppm) were applied to the fish for 48 hours. At the end of the experiment,
malondialdehyde levels as an indicator of oxidative stress and antioxidant parameters (catalase, glutathione
peroxidase and glutathione-S-transferase activities and reduced glutathione levels) were analyzed in spleen
samples taken from fish. It was found that tissue malondialdehyde levels of the phenol-administered groups were
statistically increased compared to the control group (p < 0.05). While tissue catalase and glutathione peroxidase

activities and reduced glutathione levels were found to be significantly decreased in the phenol-treated groups
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compared with the control group, tissue glutathione-S-transferase activities were found to be statistically
significantly increased (p < 0.05).

Keywords: antioxidant, fish, oxidative stress, phenol, tissue

GIRIS
Yetistiricilikte diger bircok dezenfektanin yani sira en Onemlilerinden biri de fenoldiir. Fenolik
bilesikler, cesitli sektorlerde yaygmn uygulamalari, atik sulardaki yayginliklar: ve canlilar i¢in tehlikeli
yapilar1 nedeniyle cevresel olarak énemli bilesikler olarak kabul edilirler. Insanlar ve sudaki canlilar
tizerindeki toksisiteleri nedeniyle, sudaki fenol miktar1 giderek daha Onem arz etmektedir
(Muthukumaravel vd., 2023a). Fenol, ABD Cevre Koruma Ajans:t (EPA) tarafindan toksik olarak
tanimlanan ilk bilesiklerden biridir ve bir ekotoksin olarak ©nemi nedeniyle oncelik listesinde
tutulmustur. EPA' min Giincel Ulusal Onerilen Su Kalitesi Kriterleri, sucul organizmalar1 korumak igin
300 pg/L'den diisiik fenol konsantrasyonlari veya balik etinin korunmasi igin 1 ug/L'den diisiik
konsantrasyonlar onermektedir. Fenol yiiksek derecede lipofiliktir ve balik dokularinda birikme

potansiyeli yiiksektir (Avilez vd., 2008).

Cesitli tarimsal kimyasallarin tiretiminde kullanil fenol ve tiirevleri, endiistriyel atik sularda ve spesifik
olmayan pestisitlerde, herbisitlerde, bakterisitlerde ve fungisitlerde bulunan en yaygm
ksenobiyotiklerdir. Bir ksenobiyotik olarak hareket eden fenol, su ortamina girdikten sonra sudaki
organizmalara ulasir ve toksik maddeler i¢in bir havza gorevi goriir (Muthukumaravel vd., 2023b). Su
ortamlar1 da evsel ve endiistriyel atiklardan kaynaklanan fenol kirliligine kars: hassastir. Fenol ve
tiirevleri balik sagligina 6nemli zararlar verebilir. Bunlara hematolojik degisiklikler, genotoksisitenin
indiiksiyonu, karsinogenez ve mutagenez, endokrin bozulmasi ve metabolizma dengesizligi, bagisiklik
sisteminin baskilanmasi, agirlik ve dogurganligin azalmasi drnek verilebilir (De Moraes vd., 2015). Deri,
solungaclar ve bagirsaklar baliklar i¢in fenolden etkilenen ilk yapilardir. Fenol, dogal cevre ve su
canlilar1 i¢in 6nemli bir tehdit olusturmasinin yar sira, etkilenen baliklarin tiiketilmesi durumunda
insan saghgini da riske atmaktadir (Hori vd., 2006). Yiiksek konsantrasyonlardaki fenol ve fenol
tiirevlerinin sucul canlilarda akut ya da kronik seyirli toksisite olusturabildigi ifade edilmektedir
(Faggio vd., 2016; Malathi ve Anuradha, 2020; Muthukumaravel vd., 2023a).

Oksidatif stres, siiperoksit iyonu, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve singlet oksijen gibi reaktif
oksijen tiirleri (ROS)’ nin lipitler, proteinler veya niikleik asitlerle reaksiyona girmesiyle olusur ve cesitli
biyokimyasal hasarlara neden olur (Yu ve Anderson, 1997; Pinchuk ve Lichtenberg, 2002; Valvanidis
vd., 2006). ROS" nin detoksifikasyonu aerobik yasamin 6n kosullarindan biridir (McCord, 2000) ve
bir¢ok savunma, hasarlar1 6nleyebilen, durdurabilen ve onarabilen bir antioksidan sistemin varliginda
miimkiin olmaktadir. Antioksidan savunma askorbik asit, indirgenmis glutatyon, a-tokoferol,
flavonoidler, B-karoten ve iirat gibi enzimatik olmayan ROS temizleyicilerinden ve ayrica siiperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz, peroksidaz, glikoz-6-fosfat dehidrogenaz ve birkag

konjugasyon enzimini iceren bir enzimatik sistemden olusur (Sies, 1991; Valvanidis vd., 2006).

Fenol gibi bir¢ok ksenobiyotik, ROS'nin iiretimini indiikleyerek suda yasayan organizmalarda oksidatif
strese neden olabilirler (Sayeed vd. 2003; Oruc vd. 2004). Antioksidan enzim aktivitesindeki
degisiklikler, hiicrelerdeki ROS’ nin yol actig1 hasar1 gosterebilir. Bu nedenle, bu enzimler oksidatif stres
icin biyobelirte¢ olarak kullanilabilir (Roche ve Boge, 2000; Valvanidis vd., 2006). Fenoliin toksik
etkilerini oksidan ve antioksidan parametreler kullanarak arastiran herhangi bir c¢alismaya
rastlanilmamistir. Bu nedenle bu calismada baliklarda fenol toksisitesinin antioksidan parametreler

kullanilarak aragtirilmasit konu olarak segilmistir.
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MATERYAL ve METOT

Calisma, Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi Miidiirliigii (FUDAM) Su Uriinleri Arastirma
Merkezi’ nde Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ nun 22/03/2023 tarih ve 2023/05-
01 sayili izni ile yiriitiildii. Arastirmada, 120 adet 30 gram ortalama agirliga sahip olan pullu sazan
(Cyprinus carpio) kullanildi. Baliklar 12 adet cam akvaryuma her birinde 10 tane olacak sekilde
yerlestirildi. Calisma 3 tekrarh yiirtitiildi (Her bir tekrar igin 4, toplamda 12 adet akvaryum; her bir
tekrar icin 40, toplamda 120 adet balik). Baliklar 4 gruba (C: Kontrol grubu; E-0,10: 0,10 ppm
konsantrasyonunda 48 saat fenol uygulanan grup; E-0,25: 0,25 ppm konsantrasyonunda 48 saat fenol
uygulanan grup; E-0,5: 0,50 ppm konsantrasyonunda 48 saat fenol uygulanan grup) ayrildi. Calismanin
sonunda baliklar benzokain (25 mg/L) ile anestezi edilerek teknigine uygun bir sekilde otopsi edildi
(Arda vd., 2017). Otopsi edilen baliklarin dalag ¢ikarild: ve folyolara sarilarak - 20 °C' de sakland.

Oksidan/antioksidan parametrelerin belirlenmesi igin Oncelikle c¢ikarilan dalak orneklerinden
homojenatlar hazirlandi. Bunun i¢in dalak ornekleri serum fizyolojik (% 0,09 NaCl) ile yikandiktan
sonra iki stizge¢ kagidi arasinda suyu alindi ve % 1,15’lik potasyum kloriir (KCl)" de 1:10 oraninda
sulandirilip homojenize edildi. Homojenatlar propilen tiipler ierisinde 3200 rpm’de +4 °C’de sogutmali
santrifiijde 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatantlar alindi. Siipernatantlarda oksidatif stresin
bir gostergesi olarak malondialdehit (MDA) diizeyi (Placer vd., 1966), katalaz (CAT) aktivitesi (Aebi,
1983), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi (Beutler, 1975) ve glutatyon-S-transferaz (GST)
aktivitesi (Habig vd., 1974) ile rediikte glutatyon (GSH) diizeyi (Ellman, 1959) 6l¢iildii. Dokulardaki
CAT, GSH-Px ve GST spesifik enzim aktivitesi ile MDA ve GSH diizeylerini hesaplamak i¢in doku

protein diizeyleri Lowry vd. (1951) tarafindan bildirilen yonteme gore belirlend.i.

Denemede elde edilen sonuglarin istatistiksel analizlerini yapmak i¢in SPSS 21.0 paket istatistik
programi kullanildi. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin incelenen parametrelerinde meydana gelen
degisimler p < 0,05 diizeyinde tek yonlii varyans analizi (ONEWAY-ANOVA) ile test edildi. Sonuglar

ortalama + standart hata olarak verildi.

BULGULAR
Kontrol ve fenol uygulanan deneme grubu baliklarinin dalak dokusunda oksidatif stres ve bazi

antioksidan parametrelerinde meydana gelen degisimler Tablo 1" de verilmistir.

Kontrol grubuna gore fenol uygulanan tiim deneme gruplarmin dalak MDA diizeylerinin azaldig1
belirlendi. Bu azalma istatistiksel olarak énemli bulundu (p <0,05). Ayrica fenol uygulanan tiim deneme
gruplarinin dalak MDA diizeyi birbiriyle karsilastirildiginda da istatistiksel olarak birbirinden énemli
diizeyde farklilik gosterdigi tespit edildi (p < 0,05).

Kontrol grubuna gore fenol uygulanan tiim deneme gruplarinin dalak CAT aktivitelerinin azaldig:
belirlendi. Bu azalma istatistiksel olarak énemli bulundu (p <0,05). Ayrica fenol uygulanan tiim deneme
gruplarinin dalak CAT aktiviteleri birbiriyle karsilastirildiginda da istatistiksel olarak birbirinden
onemli diizeyde farklilik gosterdigi tespit edildi (p < 0,05).

Kontrol grubuna gore fenol uygulanan tiim deneme gruplarinin dalak GSH-Px aktivitelerinin azaldig:
belirlendi. Bu azalma istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p < 0,05). Yine fenol uygulanan tiim deneme
gruplarinin dalak GSH-Px aktiviteleri birbiriyle karsilastirildiginda da istatistiksel olarak birbirinden
onemli farkliliklar gosterdigi tespit edildi (p > 0,05).

Fenol uygulanan tiim deneme gruplarmin dalak GST aktivitelerinin kontrol grubuna kiyasla énemli

diizeyde arttig1 saptand: (p < 0,05). Yine fenol uygulanan tiim deneme gruplarmin GST aktivitelerinin
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birbiriyle karsilastirildiginda da istatistiksel olarak birbirinden farklilik gosterdigi tespit edildi (p <
0,05).

Kontrol grubuna gore fenol uygulanan tiim deneme gruplarinin dalak GSH diizeylerinin azaldig:
belirlendi. Bu azalma istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p < 0,05). Yine fenol uygulanan tiim deneme
gruplarmin dalak GSH aktiviteleri birbiriyle karsilastirildiginda da istatistiksel olarak birbirinden
onemli farkliliklar gosterdigi tespit edildi (p > 0,05).

Tablo 1. Fenol uygulanan gruplarin dalaginda MDA (nmol/g protein) diizeyi, CAT (U/mg protein),
GSH-Px (U/mg protein) ve GST (U/mg protein) aktiviteleri ile GSH (umol/g protein) diizeyindeki

degisimler.
Deneysel Gruplar
Parametreler C E-0.10 E-0.25 E-0.50

MDA 3,59+0,21 A 4,02+0,17B 6,66 +0,42 C 8,10+0,13D
CAT 3,33+0,11D 2,89+0,14C 2,28+0,15B 1,97 +0,16 A

GSH-Px 3,02+0,18 D 2,55+0,11C 2,07+0,13B 1,76 0,14 A
GST 81,37+8,14 A 102,04 +6,14 B 128,69 +10,86 C 144,16 +15,20 D
GSH 64,07 +5,26 D 49,51 +4,03 C 41,67+3,41B 35,92+6,08 A

C: Kontrol, E-0,10: 0,10 ppm fenol, E-0,25: 0,25 ppm fenol, E-0,50: 0,50 ppm fenol
A/B,CD: Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel olarak farki gostermektedir (p < 0,05).

TARTISMA
Serbest radikallerin etkisiyle lipit peroksidasyon sonucu agiga ¢ikan aldehitlerden birisi olan MDA,
oksidatif zararin belirlenmesinde kullanilan en 6nemli belirteclerden bir tanesidir (Morales vd., 2004;
Fontagné vd., 2006). Das vd. (2016) 0,26 mg/L, 0,8 mg/L ve 8 mg/L konsantrasyonlarinda 15 giin boyunca
fenole maruz birakilan sazan (Cyprinus carpio)' larda in vivo olarak serum, ovaryum ve karacigerde ROS’
den hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerinin iiretiminin 1. giinden 7. giine kadar 6nemli olgiide
arttigini ancak bu degerlerin 7. ve 15. giinde istatistiksel olarak herhangi bir artis gostermedigini ifade
etmislerdir. Benzer sekilde Gobiocyprus rarus tiirii baliklarin dollenmemis yumurtalarinda 1 ve 200
microgram/L konsantrasyonlarinda ve 21 giin i¢in uygulanan nonilfenoliin ROS {iretimini arttirdig:
belirlenmistir (Zhang vd. 2008). Bu ¢alismada da yukarida agiklanan ¢aligmalarla uyumlu olarak {ig
farkli konsantrasyonda fenol uygulanan baliklarin dalak MDA diizeylerinin arttig1 goriilmiistiir. Bu
artis fenol toksisitesine bagli olarak ROS’ nin iiretiminin artmasiyla olusan lipid peroksidasyonun bir

neticesi olabilir.

Baliklarda da bulunan en 6nemli antioksidan enzimler, siiperoksid radikali (Oz-)" ni hidrojen peroksid
(H202)" e indirgeyen siiperoksit dismutaz (SOD), H20:" i temizleyen CAT ve GSH-Px’ dir (Droge, 2002;
Storey, 1996). CAT enziminin temel gorevi H20: radikalini sitoplazmadan uzaklastirmaktir. Hiicreleri
H202 birikiminden korumak i¢in bunu H202" i su (H20) ve oksijen (O2)' ne doniistiirerek veya
peroksidaz gibi c¢alisan bir antioksidan olarak H202" yi kullanarak yapar. H20:' nin CAT tarafindan
metabolize edildigi ve CAT aktivitesinin dogrudan H>O: konsantrasyonuyla iligkili oldugu ifade
edilmistir (Fornazier vd., 2002). GSH-Px de CAT gibi hiicreleri H2O: hasarindan korumakla gorevlidir
ve bu enzim, hidroperoksitlerin ve H202" in glutatyona bagli indirgenmesini katalize eder. Bununla
birlikte enzim olmayan ancak ¢ok onemli bir antioksidan olan tripeptit yapisindaki GSH, serbest
radikallerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasardan korur. Ayrica glutatyona bagli enzimlerin

fonksiyonlar1 i¢in de mutlaka gerekli olan GSH' mn varliginda ancak GSH-Px H:0:'yi suya
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doniistiirebilmektedir. 96 saat boyunca fenol uygulandiktan sonra 2 hafta siiresince Brycon amazonicus
tiirti baliklarin iyilesmeleri eritrosit ve karacigerde incelenmistir. Fenol uygulanan baliklarda CAT ve
GSH-Px enzim aktiviteleri ile GSH diizeyinin karaciger ve eritrositlerde azaldig1 gozlemlenmistir
(Avilez vd., 2008). Diger fenolik bilesiklerin de CAT aktivitesini azaltti1 bildirilmistir (Roche ve Bogé,
1996). Arastirmacilar levrek kaninda farkli konsantrasyonlarda polifenol uygulamasi sonrasinda
kontrol grubuna gore diisiik bir CAT aktivitesinin belirlendigini ifade etmiglerdir. Gaur ve Mathur vd.
(2017) tarafindan Lobeo rohita tiirii baliklarda yapilan bir c¢alismada fenol uygulamasiyla solungag,
karaciger ve bobrek orneklerinin tamaminda GSH-Px enzim aktivitesinin azaldig1 kas GSH-Px enzim
aktivitesinin ise arttig1 belirlenmistir. Ancak ayni ¢alismada solunga¢ ve karaciger GSH diizeyinin
kontrol grubuna gore arttigi, bobrek ve kas GSH diizeylerinin ise azaldig1 da tespit edilmistir. Bu
calismada ise fenol uygulanan gruplarin CAT ve GSH-Px enzim aktiviteleri ile GSH diizeyinin azaldig1
goriilmiistiir. Bu sonug, yukarida agiklanan calismalardan elde edilen sonuglardan bazilari ile uyumlu
iken bazilari ile farklilik olusturmaktadir ve bu farklilik deney hayvaninin tiirii, incelenen dokular ile
birlikte fenoliin uygulama yontemi, miktar1 ve stiresi ile agiklanabilir. Ayrica bu ¢alismadan elde edilen

diisiik enzim aktivitelerinin nedeni fenoliin toksik etkisi olabilir.

GST enzimi, ksenobiyotiklerin ve endojen bilesiklerin detoksifikasyonu ve biyotransformasyonunda
gorev almaktadir. Bu enzim GSH ile elektrofilik gruplar tasiyan bilesikler arasindaki konjugasyonu
katalizler ve ¢ok fonksiyonlu faz II enzim ailesinin bir iiyesidir (Hamed vd. 2003). Gaur ve Mathur vd.
(2017) tarafindan Lobeo rohita tiirli baliklarda yapilan ve fenoliin LCso degerinin 1/10” nun uygulandig:
bir ¢alismada fenoliin solungag ve karaciger GST aktivitesini diisiirdiigii, bobrek ve kas GST enzim
aktivitesini ise arttirdig1 tespit edilmistir. Ug farkli konsantrasyonda ve 48 saat siireyle fenoliin
uygulandig1 bu calismada ise kontrol grubuna gore deneysel gruplarda doku GST enzim aktivitelerinin
arttig1 goriilmiistiir. Fenol uygulanan gruplarin doku GST aktivitelerinde belirlenen bu artis, fenoliin
toksik etkisine bagli olarak bir detoksifikasyon enzimi olan GST’ nin yiiksek aktivite gostermesiyle ilgili

olabilir.

SONUC
Sonug olarak; 0,10, 0,25 ve 0,50 ppm konsantrasyonlarinda fenol uygulanan baliklarda oksidatif stresin
bir gostergesi olarak doku MDA diizeylerinin arttig1 dolayisiyla fenoliin oksidatif strese yol agtig:
goriilmiistiir. Farkli konsantrasyolarda fenol uygulanan baliklarin doku CAT ve GSH-Px aktiviteleri ile
GSH diizeylerinin azaldigi, GST aktivitesinin ise arttig1 tespit edilmistir. Bu sonug fenoliin baliklar igin
toksik oldugunu gostermektedir. Bu nedenle yetistiricilikte dezenfektan olarak oldukga fazla tercih
edilen fenol kullanilirken dikkatli olunmalidir. Fakat farkli balik tiirlerinde, farkli doz ve siireler i¢gin ve

farkli parametreler kullanilarak fenol uygulamasinin sonuglarina ihtiyag vardir

Cikar Catismasi
Yazarlar, bu makale ile ilgili bagka kisi veya kurumlar ile ¢ikar ¢atismasi: olmadigini beyan eder.
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