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Oz: Bu aragtirmada bakir oksit nanopartikiillerinin (CuO NP) 1 ve 5 ppm derisimlerinin 7 giinliik siireyle etkisinde C. gariepinus’un
serum glikoz, total protein, albumin, kolesterol, trigliserit diizeyinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Serum parametrelerinin analizinde otoanalizator
cihazi kullanilmis olup, verilerin istatistik analizleri Varyans Analizi ve Student-Newman Keul’s Test (SNK) testleri uygulanarak yapilmistir.

Belirlenen siire ve derisimlerde Cu NP etkisinde baliklarda mortalite gdozlenmemistir. Deney siiresi sonunda her iki derisimde de serum
glikoz ve alblimin diizeyleri artarken serum total protein, kolesterol ve trigliserid diizeyleri kontrole oranla azalmistir.

Anahtar sozciikler: Bakir oksit nanopartikiilleri, C. gariepinus, Serum parametreleri.

Influence of Copper Oxide Nanoparticles on Some Serum Parameters of Clarias
gariepinus

Abstract: Effects of waterborne copper on serum glucose, total protein, alboumin and triglyceride levels of C. gariepinus were
determined after exposing the fish to 1 and 5 ppm copper applied as CuO nanoparticles (CuO NPs) over 7 day. Serum parameters were measured
using an auto analyzer and statistical evaluation of the experimental data was carried out by Variance Analysis and Student Newman Keul’s
Procedure (SNK).

No mortality was observed during the experiments. Serum glucose and albumin levels increased while serum total protein, cholesterol
and triglyceride levels decreased compared to control when exposed to both concentration of Cu NPs at the end of the 7th day.

Keywords: Copper oxide nanoparticles, C. gariepinus, Serum parameters.
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GIRIS

Agir  metaller dogada diisiik  derisimlerde
bulunmakla beraber, hizli niifus artig1 ve buna bagh olarak
artan sanayilesme su ekosistemlerinde agir metal derisiminin
artmasma neden olmustur. Antropojenik etkiler sonucu su
ckosistemlerinde  derigimi artan agir metaller su
organizmalar1 tarafindan alinarak doku birikimi ve fizyolojik
ve biyokimyasal degisikliklere neden olmakta ve iist trofik
diizeylere daha yogun olarak aktarilmaktadir (Hu, 2000; De
vd., 2010; Jorgensen, 2010).

Nanopartikiiller (NP) boyutlar1 1 — 100 nm arasinda
degisen kiigiik boyutlu ve yiiksek yiizey alani olan partikiiller
olarak (Gomes vd., 2013). Kimyasal
kompozisyonlar1 géz oniine alindiginda nanopartikiillerin en

tanimlanirlar

onemlileri karbon kaynakli nanopartikiiller ve metal icerikli
metal oksit nanopartikiilleridir (Klaine vd., 2008; Bhatt &
Tripathi, 2011).

Metal oksit nanopartikiilleri, ¢esitli ticari tiriinlerde
diger nanopartikiillere kiyasla en kullanilan
nanopartikiillerdir ve potansiyel toksisiteleri bakimindan
¢evre ve insan sagligt agisindan biiyiik tehdit olusturmaktadir
(Aschberger vd., 2011). Metal oksit nanopartikiillerinin artan
kullanim1 sonucu bu partikiiller su ortamlarina ulasmaktadir.
Biyolojik rahatlikla gegebilen
nanopartikiiller organ, doku, hiicre ve molekiiler diizeyde
olumsuz etkilere neden olabilmektedirler (Schrand vd.,
2010). Nanopartikiillerin, su ortamlar1 ve organizmalar
iizerine olumsuz etkileri son yillarda arastirmacilarin gok
fazla dikkatini ¢ekmektedir (Blaise vd., 2008; Farre vd.,
2009).

fazla

membranlardan

Glikoz, omurgali hayvanlarda baslica yiiksek enerjili
bilesik olup, fazlasi kas ve karacigerde glikojen formunda
depo edilirken, serumdaki diizeyi endokrin sistem aracilig1 ile
kontrol edilmektedir (Dange, 1986). Baliklarda aglik, iireme,
hipoksik kosullar ve agir metal etkisi gibi stres faktorleri,
karbonhidrat metabolizmasinda ve sonugta serum glikoz
diizeyinde degisimlere neden olur (Vosyliene, 1999; Kusatan
& Cicik, 2004). Albumin karaciger orijinli bir serum
proteindir kanin ozmotik basincini pH’1n1
diizenlemekte ayrica metaller, organik bilesikler
hormonlar i¢in tastyici olarak gdrev yapmaktadir (Heath,
1995). Hayvansal organizmalarda kolesterol lipoproteinlerin,
safra asitlerinin ve stereoid hormonlarin baslica yapisal
bilesenini olusturur ve agir metaller gibi kirleticilerin
etkisinde lipolizisin uyarilmasi sonucu serumdaki diizeyi
degisim gosterir. Serum proteinleri ise organik ve inorganik
bilesenlerin tagmiminda gdrev yapar (Heath, 1995).

Metallerin gesitli balik tiirleri lizerine etkisi {izerine
cok sayida arastrma bulunmasmma ragmen, metal
nanopartikiillerinin ~ balik  tiirleri etkilerinin
incelendigi ¢aligmalar smirlidir. Bu nedenle bu aragtirmada
bakir nanopartikiillerinin 1 ve 5 mg/L derigsimlerinin 7 giinliik
stireyle etkisinde C. gariepinus’un serum glikoz, total

\ \

Ve

lizerine
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protein, albumin, kolesterol ve trigliserid, diizeyleri {izerine
etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.

MATERYAL ve METOT

Aragtirmada  materyal olarak  kullanilan  C.
gariepinus  Silifke’de bulunan 6zel balik yetistirme
ciftliginden alinarak deneylerin yiiriitiildiigii kontrollii ortam
sartlarindaki Cukurova Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Ekotoksikoloji Laboratuvarina getirilmistir.
Baliklar her biri 40x120x40 cm boyutlarinda, igerisinde 120
L ¢esme suyu bulunan stok akvaryumlar igerisinde 2 ay
siireyle  tutularak laboratuvar ~ ortam  kosullarina
adaptasyonlar1 saglanmistir. Bu siire sonunda deneyde
kullanilan baliklar 22.9 = 1.4 cm boy ve 869 + 4.12 g
agirliga ulagmislardir.

Adaptasyon ve deney siiresince ortam sicakligi
25+1°C sabit tutularak 12 saat aydinhk, 12 saat karanlik
fotoperyodu uygulanmistir. Akvaryumlar merkezi
havalandirma sistemi ile havalandirilmis ve baliklar giinde iki
kez toplam biyomasin %2 si kadar hazir balik yemi (Pmar
hazir balik yemi Pelet No:2, Tiirkiye) ile beslenmislerdir.

Deneyde 40x120x40 cm boyutlarinda toplam 3 tane
cam akvaryum kullamlmigs olup her birine 120 L
dinlendirilmis metal icermeyen ¢esme suyu konulmustur. Her
bir akvaryuma 3’er balik konulmustur. ilk 2 akvaryuma son
derisimleri sirasi ile 1 ve 5 mg Cu/L olacak sekilde 1000 ppm
CuO NP ¢ozeltisi eklenmistir. Uciincii akvaryuma ise metal
icermeyen dinlenmis ¢esme suyu konulup kontrol grubu
olarak degerlendirilmistir. Deney ¢ozeltilerinin
hazirlanmasinda bakir oksit nanopartikiilii (Sigma-Aldrich;
CuO; partikiil boyutu <50nm) kullanilmistir. Deneyler
sliresince ortam suyunun bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Deney ortam suyunun fiziksel ve kimyasal
ozellikleri.

Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Miktari

Sicaklik (Akvaryum) 22+£0.5C

Coziinmiis oksijen 7.2+£0.3 mg/L
Toplam alkalinite 305 + 0.5 mg CaCO4/L
pH 7.64 +0.4

Bakir oksit nanopartikiiliiniin karakterizasyonunun
belirlenmesinde CuO NP ¢6zeltinin derisimi 100 mg/L
olacak sekilde hem ultra saf su hem de ¢esme suyu igerisinde
¢Oziilmiistiir. Elde edilen karisim analizden hemen once 15
dakika siireyle ultrasonik banyoda sonikasyona birakilmig ve
ardindan analiz islemine gegilmistir.

Transmisyon elektron mikroskobu (TEM) analizleri
icin ultra saf su ile hazirlanan 100 mg/L CuO NP
sonikasyona birakilmis ardindan {izeri karbon tabaka ile
kaplanarak oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Partikiil
boyut araligi JEOL (JEM-1011) mikroskopta goriintii analiz



Anadolu Cev. ve Hay. Dergisi, Y1l:4, Sayi:3, (387-392) 2019

yazilimi (Soft Imaging System) kullanilarak rastgele se¢ilmis
60 nanopartikiil analizi ile belirlenmistir.

Sekil 1. CuO NP’nin Transmisyon elektron mikroskobu goriintiisii.

Hidrodinamik ¢ap ve zeta potansiyeli belirlemek
icin ultra saf su ve ¢esme suyu ile 100 mg/L CuO NP
¢Ozeltisi  hazirlanmis  Zetasizer Nano ZS analizatori
kullanilarak (Malvern Instruments Inc., UK) sirasiyla
dinamik 151k sagilimi (DLS) ve elektroforetik 151k sagilimi
(ELS) ile belirlenmistir.

Tablo 2. CuO nanopartikiil karakterizasyonu (Ortalama+Standart

hata).
Partikiil ozellikeri Metod  Ultra saf su Cesme suyu
Boyut (nm) TEM <50%
Partikiil Boyut dagilimi (nm) TEM 33.0+8.3°
Hidrodinamik ¢ap (nm) DLS 586.6+89.4> 812.8+98.8°
Zeta potansiyeli (mV) ELS -17.1£04°  -185+2.1°
aSigma-Aldrich

100 mg/L CuO NP

Deneyler ii¢ tekrarl olarak yiiriitilmis olup, deney
sliresince adsorbsiyon ve evaporasyon gibi nedenlerle metal
¢ozeltilerinin  derisimlerinde degisimler olabileceginden
deney c¢ozeltileri her giin taze olarak hazirlanan stok
¢ozeltilerinden uygun seyreltmeler yapilarak degistirilmistir.

Belirlenen siirenin sonunda akvaryumlarm her
birinden ii¢ balik ¢ikarilmistir. Daha sonra ¢esme suyu ile
iyice yikanarak, kurutma kagidi ile kurutulmus ve kan
ornekleri alinmistir. Serum parametrelerin incelenmesinde
kullanilan kan 6rnekleri her bir denegin kaudal pedinkiiliiniin
vertikal dogrultuda kesilmesi yolu ile elde edilmistir. Alinan
kan ornekleri igerisinde herhangi bir antikoagiilant madde
bulunmayan santrifiij tiiplerine aktarilarak 4000 dev/dak.’da
10 dakika siireyle santrifiij (Niive, NF 400 marka) edilmis ve
serum Ornekleri elde edilmistir. Elde edilen serum 6rnekleri
serum tiiplerine aktarilarak analize hazir hale getirilmis ve
serum parametrelerinin analizinde Beckman Coulter DXI 800
ve DXC 800 marka otoanalizator cihazi kullanilmistir.

Deneylerden elde edilen verilerin istatistik analizleri
SPSS 21 Paket Programu kullanilarak Varyans Analizi ve
Student-Newman Keul’s Test (SNK) testleri uygulanarak
yapilmstir (Sokal & Rhofl, 1995).
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BULGULAR ve TARTISMA

Su ekosistemlerine giren agir metallerin akut veya
kronik etkisi baliklarin doku ve organlarinda birikimin yani
sira, serumdaki biyokimyasal parametreleri de etkileyerek
metabolik ve fizyolojik olaylarda degisime neden olmaktadir
(Heath, 1995). Biyokimyasal parametrelerin analizi hedef
organ toksisitesinin belirlenmesinin yaninda organizmalarin
genel saglik durumlarmin belirlenmesini ve stres halindeki
organizmada erken uyar1 sinyallerinin alinmasmi da
saglayabilir (David vd., 2010; Dube vd., 2014). Kirleticilerin
etkisinde serum biyokimyasal parametrelerin incelenmesi
ayn1 zamanda hedef organ toksisitesinde de belirleyici bir rol
oynamakta (Prashanth, 2012; Dube vd., 2014) ve bu
parametrelerin agir metal toksisitesinin bir gostergesi olarak
kullanilabilecegi belirtilmektedir (Firat & Kargin, 2010a).

Serumdaki endokrin sistem tarafindan
kontrol edilen glikoz baliklarda yasamsal olaylar i¢in gerekli
olan enerjinin kaynagidir ve fazlasi kas ve karacigerde
glikojen formunda depo edilir (Javed & Usmani, 2013).
Metal etkisi gibi stres faktorleri kortizol, epinefrin ve
katekolamin  gibi hormonlarin  salimmmmi  arttirarak,
karbonhidrat  metabolizmasinda  degisikliklere = neden
olmaktadir (Vosyliene, 1999). Baliklarda agir metal etkisinin
strese neden oldugu, stres kosullarinda enerji gereksiniminin
arttig1 ve bunu sonucunda bu hormonlarmn salimimini stimule
ederek glikojenlizis ile kas ve karaciger glikojeninin
mobilizasyonuna neden oldugu belirtilmektedir (Brown,
1993; Tuncsoy vd., 2016). Yapilan birgok g¢alismada stres
kosullarinda serum glikoz diizeyinde artis meydan geldigi
belirtilmigtir (Iwama vd., 1999; Cicik & Engin, 2005;
Ramesh, 2007). S. trutta’da bakir etkisinin ortam derigimi ve
etkide kalma siiresine bagl olarak serum glikoz ve kortizol
diizeylerini arttirdigr belirlenmistir (Nemcsok & Hughes,
1988). Bu arastirmada da Cu NP etkisinde serum glikoz
diizeyi metal etkisine baglh olarak her iki derisimde de artig
gostermistir (Sekil 2; P<0.05). Serum glikoz diizeyindeki bu
artis metal etkisinin yaratti1 stres nedeniyle enerji

diizeyi

gereksiniminin  glikojenlizisin artmas1 sonucunda olusan
glikozdan saglamasi ile agiklanabilir.

c *
b
63,67
‘__g 80 a 54,00
-
EI &0 41,00
':>; 40
:5
a 20
~N
g 0
I Kontrol 1ppmCu NP 5 ppm Cu NP
Siire (7 Giin)

Sekil 2. C. gariepinus’da Cu NP’nin 1 ve 5 ppm derisimleri
etkisinde serum glikoz diizeyleri (mg/dL).

*SNK; a, b ve c ile gosterilen harfler derisimler aras1 ayrimi gostermek amaciyla kullanilmistir. Farkli
harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistik ayrim vardir.
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Serum total protein diizeyinin belirlenmesi karaciger
hasarmin indikatorii olarak kullanilmakla birlikte baliklarin
beslenme durumlariyla ilgili bir parametredir ve ksenobiyotik
kaynakli stresin bir belirteci olarak kullanilmaktadir
(Schaperclaus vd., 1992; Yang & Chen, 2003). Zaghloul vd.,
(2006), C. gariepinus, O. niloticus ve T. zillii’de serum total
protein diizeyinde azalmaya neden oldugunu belirtmistir. O.
niloticus’da 30 ginliik bakir etkisinde serum total protein
diizeyin azalma meydana geldigi belirtilmistir (Oner vd.,
2008). R. quelen’de bakirin 16 ve 29 pg/L’lik derisiminin 45
giinlik etki siiresinde serum glikoz diizeyinde artig
gozlenirken serum total protein diizeyinde azalma meydana
gelmistir (Pretto vd., 2014). Singh ve Reddy, (1990) H.
fossilis’de 30 giinliik etki siiresinde 0.25 ppm bakirin serum
total protein diizeyinde azalmaya neden oldugunu
belirtmiglerdir. C. gariepinus ile yiiriitiilen bu aragtirmada da
1 ve 5 ppm Cu NP etkisinde serum total protein diizeyinde
azalma meydana gelmistir (Sekil 3; P<0.05). Serum total
proteinindeki bu azalma metal etkisine bagl karacigerdeki
yapisal bozulmanin bir sonucu olarak serum proteinlerinin
sentezindeki inhibisyondan kaynaklandig diisiiniilmektedir.

TOTAL PROTEIN
a

b *
3,600 b
= 4 3,000 3,033
~
2
=
8
=3 2
a
£
[F]
g o
% Kontrol 1 ppm Cu NP 5 ppm Cu NP
B Siire (7 Giin)

Sekil 3. C. gariepinus’da Cu NP’nin 1 ve 5 ppm derisimleri
etkisinde serum total protein diizeyleri (U/L).
*Agiklamalar Sekil 2°de verilmigtir.

Baliklarda agir metaller, kanda bulunan albumin,
globulin ve seruloplazmin gibi proteinlere baglanarak doku
ve organlara taginirlar. Sentez yerleri
albiiminlerin tasiyic1 gorevlerinin diginda kan ve dokular
arasindaki ozmotik dengeyi saglar ve gerektiginde aminoasit
kaynagi olarak kullanilmaktadir (Heath 1995). Chen vd.
(2004), O. niloticus’da bakirm 7 giinliik etkisinde albumin
seviyesinin degismedigini belirtmislerdir. Firat ve Kargin
(2010b) 14 giinlik metal etkisi sonunda O. niloticus’da
serum albiimin artis meydana geldigini
belirtmiglerdir. Bu aragtirmada da 7 giinlik etki siiresi
sonunda C. gariepinus’da Cu NP her iki derisimde de
etkisinin serum albiimin diizeyinde artisa neden oldugu
belirlenmistir (Sekil 4; P<0.05). Bu artisin metal etkisi
stiresince metal tasiyic1 proteinlerin tasima kapasitesindeki
artisa bagh olarak sentezindeki artmadan kaynakli oldugu
diistiniilmektedir.

karaciger olan

seviyesinde

sentezlenen
safra

tarafindan
lipoproteinlerin,

Cogunlukla  karaciger
kolesterol hiicre membranlarinin,

390

J. Anatolian Env. and Anim. Sciences, Year:4, No:3, (387-392) 2019

asitlerinin ve stereoid hormonlarin baglica yapisal bilesenini
olusturur (Heath., 1995) ve stres etkisindeki baliklarda
cevresel stres faktorlerinin etkilerini belirlemek amaciyla
kullanilir (Yang & Chen, 2003). Dutta ve Haghighi (1986)
baliklarda agir metallerin kolesterol sentezini inhibe ettigini
belirtmistir. C. carpio'da metal etkisinde derisimin artmasina
bagli olarak serum total kolesterol diizeyinde 6nemli 6lgiide
diisiis gozlendigi belirtilmistir (Shaheen & Akhtar, 2012).
Heydarnejad vd., (2013) O. mykiss’de bakir etkisinde serum
kolesterol diizeyinin azaldigini belirtmistir. Bu arastirmada
da 7 giinliik etki siiresi sonunda 1 ve 5 ppm’lik Cu NP
etkisinde kontrole oranla serum kolesterol diizeyinde azalma
belirlenmistir (Sekil 5; P<0.05). Bu azalmanin da metal
etkisine bagl karaciger hasarindan, kolesterol sentezindeki
bozulmalardan ve kolesteroliin kortikosteroid hormonlarin

sentezinde  kullanilmasindan  ve  glikoneogenezden
kaynaklandig diistiniilmektedir.
*

I 3 1,86

s 2

T 2

3 1

(=]

g 1

E o

g Kontrol 1ppmCu NP 5 ppm Cu NP

Siire (7 Giin)

Sekil 4. C. gariepinus’da Cu NP’nin 1 ve 5 ppm derisimleri

etkisinde serum albumin diizeyleri (g/dL).
* Agiklamalar Sekil 2°de verilmistir

KOLESTE ROL
g 200 30 287,0
© 238,7
E
=
N
3
a
©
s
g Kontrol lppmCu NP  5ppm Cu NP
= Siire (7 Giin)

Sekil 5. C. gariepinus’da Cu NP’nin 1 ve 5 ppm derisimleri

etkisinde serum kolesterol diizeyleri (mg/dL).
* Aciklamalar Sekil 2°de verilmistir.

Trigliseridlerin baslica gorevi depolama ve hiicresel enerjiyi
saglama olmakla birlikte baliklarin beslenme durumunun bir
belirteci olarak kullanilmaktadir (Heydarnejad vd., 2013).
Oner vd., (2008) O. niloticus’da bakirin 20 giin siireyle
etkisinde serum trigliserid diizeyinde azalma meydana
getirdigini belirtmislerdir. Artacho vd. (2007), stres altinda
enerji gereksiniminin karsilanmasi i¢in lipit depolarinin
kullanildigin1  belirtmektedir. Heydarnejad vd., (2013) O.
mykiss’de bakirin 15 giinlikk etkisinin serum trigliserid
diizeyinde azalmaya neden oldugunu belirtmistir. Bu
aragtirmada da Cu NP etkisinde her iki derisimde de serum
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trigliserid diizeyi 7 giinlilk etki siiresi sonunda kontrole
oranla azalmistir (Sekil 6; P<0.05). Bu azalma metal
etkisinde enerji gereksiniminin glikoneogenezin artmasiyla

ile glikojen olmayan kaynaklardan saglanmasi ile
aciklanabilir.
TRIGLISERID
a

. 150,0 118,000

= 25,000/

5

E 1000 b b *

= 50,500

y 38,067

g ~ - -

T

Y

Eﬂ Kontrol 1ppmCu NP 5 ppm Cu NP

= Siire (7 Giin)

Sekil 6. C. gariepinus’da Cu NP’nin 1 ve 5 ppm derisimleri

etkisinde serum glikoz diizeyleri (mg/dL).
*SNK; Ag¢iklamalar Sekil 2°de verilmistir.

Sonug olarak teknolojik gelismelerin ve endiistriyel
atiklarin artmasindan kaynaklanan artan miktarlarda agir
metal kirliligi sonucu besin olarak tiiketilen ve ekonomik
oneme sahip bir tirlin fizyolojik ve biyokimyasal
parametrelerindeki degisimlerin periyodik olarak
belirlenmesi ekosistemin yapisal biitiinliigli bakimindan
biiyilk 6nem tasimakla birlikte hem insan sagligi hem de
ekonomik baglamda da 6nem tagimaktadir.
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