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KAFEIN VE PARAKSANTININ BAZI FiITOPLANKTON KOULTURLERI
UZERINDEKI ETKILERI

OZET

Kafein dinyada ila¢ ve gida sanayisinde en ¢ok tiiketilen kimyasallar arasindadir.
Sehir merkezlerinde ve yerlesimin yogun oldugu yerlerde, kanalizasyon, atik su, gol,
akarsu, yeralti suyu ve deniz suyunda bulunan kafein antropojenik indikatér olarak
kullanilir. Bu ¢calismada farkh kafein ve kafein molekulinin bilesimindeki en énemli
metabolit olan paraksantin konsantrasyonlarinin fitoplankton cogalmasi Uzerine
etkileri ile ilgili verilerin elde edilmesi ve degerlendiriimesi amaglanmigtir.

Calismada kafeinin etkileri Isochrysis galbana ve Thalassiosira pseudonana,
paraksantin etkileri /sochrysis galbana turinde gozlendi. Fitoplankton kultara steril
kabinde asilandi, etiketlendi ve 15°C sicakhkta 14/10 gindiz gece periyodunda
iklimlendirme  dolabinda inkibasyona birakildi. Deney gruplan  farkl
konsantrasyonlarda kafein, paraksantin ve kontrol ortamlarinda 96 saat boyunca
izlendi. Deney gruplarindan 24 saat ara ile érnek alinarak hicre (birey) sayisi
belirlendi.

Ornekler 96. saat sonunda kontrol gruplari ile karsilastirildiginda, . galbana tiriniin
tremesi 500 mg/L kafein ve 150 mg/L paraksantin konsantrasyonlarinda en disuk
dizeyde oldu. T. pseudonana turinde ise 550 mg/L kafein konsantrasyonun
Uremenin en dusuk diuzeyde oldugu goérulda.

Bu calisma antropojenik indikator olarak kullanilan kafeinin ve en etkili metaboliti
olan paraksantinin I. galbana ve T. pseudonana turlerinin ¢ogalmasi Uzerine
etkilerinin arastirildigi ilk ¢alisma niteligindedir. Calisma sonuglarinin, gerek
calismada kullanilan fitoplankton tirlerinin ve gerekse kentsel desarjlarin canl
sistemler Uzerindeki etkilerinin anlagiimasina katki saglayacagi dusunulmektedir.

Anahtar kelimeler: /Isochrysis galbana, Kafein, Paraksantin, Thalassiosira
pseudonana, Ureme Engellenmesi.
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CAFFEINE AND PARAXANTHINE EFFECTS ON THE SOME PHYTOPLANKTON
CULTURE

ABSTRACT

Caffeine is one of the most consumed chemical in food and pharmaticuels industry
in the world. It is used as antropojenic indicator in city centers, densely populated
areas, sewage, wastewater, lakes, rivers, groundwater and seawater. The aim of
this work is obtain and evaluate caffeine and caffeine’s most effective metabolite
paraxanthine concentration on phytoplankton growth.

The effects of caffeine on Isochrysis galbana and Thalassiosira pseudonana and the
effects of paraxanhtine on Isochrysis galbana was observed. Phytoplankton culture
was inoculated in steril cabinet and was exposed to 15°C temperate and 14/10 day
and night period. The groups was monitored for 96 hours with given different
concentration of caffeine, paraxanthine and control. The samples were taken every
24 hours and cell numbers were determined.

When the samples were compared with control groups at the end of 96 hour, the
growth of I. galbana was at the lowest on 500 mg/L caffeine and 150 mg/L
paraxanthine concentration. In the growth of T. pseudonana was at the lowest on
550 mg/L caffeine concentration.

Antropogenic indicator caffeine and the most effective metobolit paraxanthine
effects on the growth of /. galbana and T. pseudonana was first studied subject of
its field. The result of this work will contribute to both phytoplankton species used in
this work and municipal discharge’s effects on live systems.

Keywords: Isochrysis galbana, Caffeine, Paraxanthine, Thalassiosira pseudonana,
Growth Inhibition.



GiRiS

Birincil Ureticiler olan planktonik algler, su ortaminda énemli bir role sahiptirler. Sucul
besin zincirinin temel bileseni olmalari ve anahtar éneme sahip fonksiyonel bir
organizma grubunu olusturmalari nedeniyle, tum ekosistemin dodru yapilanmasi ve
calismasinda buyluk 6nem tasimaktadirlar. Dahasi, planktonik algler su ortamina
birakilan kimyasallarin farkli etkilerinin test edilmesinde kullanilan oldukg¢a hassas

indikatorlerdir (Burkiewicz ve dig., 2005).

Sucul kiyr ekosistemler kirlenmeye yatkindir. Su sistemlerinin insan kaynakli Kirliligi
blyuk olgude kentlesme, evsel atik imhasi, yanhs septik sistemleri ve tarimsal
akintidan meydana gelmektedir (Ferreira, 2005). Su kirliligi ayni zamanda balikgiligin
¢Oklusl ve biyogesitliligin azalmasi gibi c¢evre sorunlarina yol acabilir. Sucul
ekosistemlerin korunmasi insanligin en dnemli 6nceliklerinden biridir (Kurissery ve
dig., 2012).

Acik bir sistem olan ekosistemlerde yasam, enerji akigi ve besin dongusuyle surer.
Ekosistemi olusturan canli gruplar birbirine besin zinciri ile baghdirlar. Canllardan
herhangi birinin kirleticilerden zarar gérmesi sonucunda, madde ve enerji dongusu
veya besin zinciri gibi ekolojik dongu elemanlari etkilenmekte ve canlilar arasinda var

olan karsilikli etkilesim bozulmaktadir.

Sucul ortamlarda meydana gelen kirlilik, bazi yerlerde tehlikeli boyutlara ulasarak
sucul ekosistemlerin kendi kendini temizleme kapasitesini bozmustur. Bu ylzden su
ortamlarinda meydana gelen tehlikenin belirlenmesi agisindan sucul organizmalardan
yararlaniimaktadir. Fotosentetik algler, sucul ortamlarin birincil Ureticileri ve birgok
sucul canlinin besin kaynagd! olduklarindan ekosistemin 6nemli bir bilesenidirler.
Algler, sucul ortamlarda her zaman bulunabilen, ekolojik olarak dnemli ve stresorlere
karsi ¢cok hassas olan canlilardir. Alglerin yogunlugunun ve bilesiminin degismesi,

habitatin kimyasal ve biyolojik 6zelligini etkiler (Oberholster ve dig., 2005).

Toksisite testlerinde alglerin kullanimi, organik maddenin birincil Greticileri ve besin
zincirinin bir pargasi olduklari i¢in énemlidir (Manahan, 2000). Yesil algler toksisite

testlerinde en sik kullanilan mikroalg tirleridir (Moreno Garrido ve dig., 2000).



Sanayi ve endustri kuruluglari, kanalizasyon sistemleri, enerji santralleri, tarim ve
hayvancilik gibi faaliyetler sonucu agiga ¢ikan ve igerisinde saglhga zararli maddeleri
iceren sular, atiksu olarak tanimlanmaktadir. Atiksular yer alti sularindaki,
akarsulardaki, gollerdeki ve denizlerdeki kirlenmenin en 6nemli kaynaklarindan birini
olusturmaktadir. Atiksularda kirlenmeyi olusturan etmenler genel olarak; organik
maddeler, agir metal bilesikleri, siyanur, aromatik ve alifatik hidrokarbonlar,
deterjanlar, azot, fosfor, renk ve inorganik maddeler olarak siralanabilmektedir
(Dogan ve Saylak, 2000). Birgok organik ve inorganik maddede bulunan bu
kirleticilerin  giderimi icin fiziksel, biyolojik ve kimyasal aritma yontemleri
kullaniimaktadir (URL-1).

Atiksularda fiziksel, biyolojik ve kimyasal icerikli kirlilikler gérilmektedir. Fiziksel
kirlilige renk, koku, toplam kati madde ve bulaniklik neden olmaktadir. Biyolojik kirliligi
organik atiklarin etkisiyle su kaynaklarinda Ureyen algler, funguslar ve bakteriler
olusturmaktadir. Bu canlilar zamanla ortamdaki oksijen, karbon, azot gibi maddeleri
tuketmektedirler. Kimyasal kirlilik ise zamanla suda biriken agir metallerden, biyolojik
olarak parcalanan veya pargcalanamayan organik madde kalintilarindan ve inorganik
atiklardan olugmaktadir. Bu kirlenme sadece sularla sinirli kalmayip besin zinciri
yoluyla gidalara kadar ulagmaktadir. Ayrica alici ortamda biriken kirleticiler canlilar

uzerinde toksik etkiye neden olabilmektedir (Metcalfe ve dig., 2003).

Aritma tesislerine ve alici ortama, kanalizasyon sistemleri, endustriyel faaliyetler,
hayvan vyetistiriciligi ve tarimsal faaliyetler sonucu ulasan ilaglar ve hammaddeleri
ozelliklerini koruyarak ya da atiksudaki diger kimyasal maddelerle reaksiyona girerek
aritiimasi daha zor olan ve biyolojik olarak parcalanabilirligi digsuk olan maddeler
meydana getirebilmektedir (Delepee ve dig., 2004). Bu mikro kirleticiler igerisinde
bulunan ilaglarin, ilag turevlerinin ve kigisel bakim Grdnlerinin kullaniminin artmasiyla
yeni cevresel problemler ortaya cikmaktadir. Bunlarin arasinda ilag endustrisi
ulkemizde ve diinyada saglik ve gevre agisindan 6nemli bir yer teskil etmektedir. Son
yillarda, dogrudan ve surekli olarak kentsel atik ile gevreye salinan bu kimyasallar ve
metabolitleri ciddi yeni ¢evresel kaygilara neden olmustur (Brain ve dig., 2004; Halling
Sorensen ve dig., 1998; Nakada ve dig., 2008). Bir ¢ok ilag ng/L-ug/L arasinda
degisen nispeten dusuk konsantrasyonlarda olsa da denizel ¢cevrede tespit edilmigtir
(Daneshvar ve dig., 2010; Fent ve dig., 2006; Gagne ve dig., 2006; Gomez ve dig.,
2012; Halling Sorensen ve dig., 1998; Yoon ve dig., 2010). Denizel ¢cevrede bu ilaclar
biyolojik olarak birikir ve hedef olmayan organizmalarda toksik etkilere neden olabilir
(Grung ve dig., 2008; Halling Sorensen ve dig., 1998).
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Alici ortamda siklikla bulunan bilesiklerden birini de kafein olusturmaktadir. Kafeinin
yapisinda dort adet azot atomu bulunmaktadir. insanlar tarafindan gunliik yiyecek ve
icecekler ile tdketilebildigi gibi c¢esitli ilaglarin hammaddesi olarak da
kullanilabilmektedir. idrarla atilan kafein kanalizasyon sistemlerine ve oradan evsel
atiksu aritma tesislerine kadar gidebilmektedir. Kafein ayni zamanda yiyecek, icecek
kalintilari ve bulasiklariyla da aritma tesislerine ulasabilmektedir. Ayrica evsel
biyolojik aritma tesislerinde de tamami giderilemeyen kafein, atiksuyun desarji ile alic

ortama iletilebilmektedir (Metcalfe ve dig., 2003).

Kisisel bakim Urlnlerinde ilag ve kimyasal olarak bulunan kafein, son zamanlarda
yeralti suyu, tath su ve deniz sistemlerinde atiksu muhtemel kirlilik izleyici olarak
dikkat ¢cekmistir (Knee ve Paytan, 2011). Sucul ortamda kafein yayginhgi ve suda
yasayan organizmalar Uzerindeki etkilerinin belirsizligi hakkinda giderek artan
endiseler, sucul organizmalar tizerinde kafein etkilerini arastiran az sayida galismaya

yol agmistir (Roudriguez del Rey ve dig., 2011).

Yukaridaki bilgilerin 1siginda bu calismanin amaci kafein ve kafein molekulinin
bilesimindeki en o6nemli metabolit olan paraksantinin, c¢evremizdeki deniz
ekosistemlerinde de bulunan, deniz Urdnleri yetistiriciliginde balik, kabuklu ve
yumusakgalarin beslenmesinde de kullanilan, Isochrysis galbana ve Thalassiosira
pseudonana turlerinin godalmasi Uzerine etkilerinin arastiriimasidir. Bu arastirmadan
elde edilecek sonuglarin kafeinin deniz canlilarina olan etkileri ile ilgili veri saglayacagi

dusunulmektedir.



1. GENEL BILGILER
1.1. Ekotoksikoloji

Ekotoksikoloji, toksikolojinin bir dali olarak tanimlanmistir. Ekotoksikoloji, dogal veya
insan kaynakl toksik maddelerin karasal veya sucul ortamlarda yasayan
organizmalar (balik, kus, bitki vb.) Gzerinde meydana getirdigi toksik etkileri ve toksik
maddeler ile organizmalarin yasadidi fiziksel gevrenin etkilesimini arastirir (Rand ve
dig., 1995). Kimyasallarin ekosistemler Uzerindeki zararli etkilerini belirleyen
ekotoksikoloji, cevre, kimya, biyokimya, toksikoloji, fizyoloji, popllasyon ekolojisi ve
populasyon genetidi disiplinlerinin bir sentezini olusturan disiplinlerarasi bir konudur
(Walker ve dig., 2012).

1.1.1. Toksisite testleri

Toksisite testlerinin yapilmasinin baglica amaci canlilar Gzerinde zararli etki yapan ve
gorundr higbir etkisi olmayan (zararsiz) konsantrasyonlari saptamak, ylzey sularinin

kalitesini ve desarjlarin toksisitesini tayin etmektir (Parlak ve dig., 2011).

Dogal ortama verilen herhangi bir kirletici maddenin o ortamda yasayan canlilar
uzerindeki etkileri toksisite testleri ile belirlenebilir. Bu testler kisa sureli (akut) etkileri

ya da uzun sureli (kronik) etkileri ortaya ¢gikarmak amaciyla uygulanir.

Akut etkiler, bir kimyasala kisa sureli maruz kalma sonunda hizli bir sekilde meydana
gelen, genellikle diger etkilere gére daha siddetli ve buyuk olan etkilerdir. Sucul
organizmalarda akut etkileri belirlemek icin yapilan dlgimler, birkag saatte, gunde,

haftada 6ldiricilik veya 6lim orani olarak yapilir (Rand ve Petrocelli, 1985).

Genellikle  tekrarlanma  sonucunda veya  kimyasalin  devamh  dlsik
konsantrasyonlarina uzun sureli maruz kalma sonunda olusan toksik etkiler, kronik
etkilerdir. Ozellikle de maruz kalma konsantrasyonu ¢ok diisiik ise, akut etkilerle
karsilastirildiginda etkilerin belirlenmesi igin daha uzun bir stire gegmesi gerekebilir
(Rand ve dig., 1995). Kronik etkiler, 6limciil veya subletal olabilir. Olimciil etkilere
ornek, kronik bir sekilde maruz kalmis organizmalarin yasayabilir nitelikteki yeni

organizmayi Uretmedeki basarisizligi olarak verilebilir (Rand ve Petrocelli, 1985).
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Akut veya kronik subletal etkiler, cogunlukla laboratuvar calismalarinda tek turtn
maruz kalmasina dayanilarak yapilir. Ekosistem yapisindaki ve fonksiyonundaki
degisiklikler ise, alan galismalarinda ¢ok fazla sayida tir veya topluluk Uzerinde

deneysel modellerde veya dogal ekosistemlerde degerlendirilir (Rand ve dig., 1995).

Ekotoksikolojide, organizmanin maruz kaldigi kimyasalin miktari ile ortaya koyacagi
toksik etkinin derecesi ve dogas! arasinda iligki en dnemli konudur. Doz ve cevap
iliskisi cevresel kimyasallarin sebep oldugu risk ve zararin degerlendirilmesi igin bir
temel olusturur. CuUnku her seyden 6nce doz veya etkileyen kirletici miktarina bagli

olarak degismektedir (Parlak ve dig., 2011).

Doz-tepki arasinda tanimlanan iliski, hedef dokuya ulasan madde miktariyla ¢evresel
konsantrasyon arasindaki farki ayirt etmek icin gereklidir. Cevresel konsantrasyon,
bir organizmaya giren kimyasalin bilinen miktarinin veya dozunun g¢evresel
toksikolojide temsili olarak kullanildigi terimdir. Cevresel konsantrasyon veya
kimyasalin miktari, doz gibi kullanilarak tanimlanir. Belirli bir dozla meydana gelen
reaksiyon veya ortaya cikan tepki, tepkinin buyuklugu veya g6zlemlenebilen 6zel bir

tepki seklinde kantitatif olarak tanimlanir (Yu, 2005).

Toksik maddelerin konsantrasyon miktarlarina karsi, bir organizma, populasyon veya
toplulugun tepkisi grafik olarak gosterilir. Kullanilan bu iliski, DNA hasarinin
bayukluglu, davranigsal degismeler, 06lim, enzim inhibisyonu gibi kriterlerle
tanimlanabilir. Doz-tepki iligskisinde elde edilen veriler sigmoid egri olarak cizilir.
Cizilen egrinin orta noktasi LDs (bir grup organizmanin %50’sinin 6limune neden
olan doz), LCs, (bir grup organizmanin %50’sinin 6limine neden olan
konsantrasyon), ECs, (bir grup organizmanin %50’sine etki eden konsantrasyon,
o6lumden baska etkileri anlatmak icin kullanilir), 1Cso (bir grup organizmanin normal
tepkisinin %50 azalmasi, bitki fidesi, alg ve diger organizmalarin blyime oraninin
etkilenmesini tanimlamak icin kullanilir), LTso (bir grup organizmanin %50’sinin 6Imesi

icin gereken suire) gibi degerlerle ifade edilir (Newman ve Unger, 2002; Yu, 2005).
1.1.2. Toksisite testlerinde alglerin kullanimi ve 6nemi

Algler, inorganik maddeleri kullanan ve fotosentez ile karbondioksitten organik madde
Ureten, tek tek, ipliksi, tabaka veya koloni olarak var olan, tek hicreli mikroskobik
organizmalardir. Algler, tek hicreli mikroskobik organizmalar olmalarina ragmen bazi
deniz algleri buyuk, oldukca karmasik yapili ¢cok hucreli organizmalardir. Mikroalgler

olarak isimlendirilen mikrofitler, mikroskobik alglerdir ve tatlisu, deniz sistemlerinde
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bulunurlar. Birkag pm’den birkag yliz ym’ye kadar degisen boyutlardadirlar (URL-2).

Fotosentetik algler, sucul ortamlarin birinci derecedeki Ureticileri ve bir¢ok sucul
canlinin besin kaynagi olduklarindan ekosistemin dnemli bir bilesenidirler. Algler,
cevrede her zaman her yerde bulunabilen, ekolojik olarak dnemli ve stresorlere karsi
¢ok hassas olan canlilardir. Alglerin yogunlugunun ve bilesiminin degismesi, habitatin
kimyasal ve biyolojik 06zelligini etkiler (Oberholster ve dig., 2005). Alglerin
ekosistemdeki en 6nemli fonksiyonlari, zooplanktonun besin kaynagi, sediman
mikrobiyal besin zinciri i¢in baslica karbon kaynagi, toksik maddelerin besin zincirinde
cevrimini saglamak igin araci olmalari, ¢ift kabuklu hayvanlarin biyimesi igin gerekli
olan vitaminleri ve doymamis yag asitlerini temin etmeleridir. Yasami sona eren
alglerin dis iskeletleri, dibe ¢Okerek deniz yuzey sedimentlerinin yapisina katilirlar
(Burton ve dig., 1991).

Toksisite testlerinde alglerin kullanimi, organik maddenin birincil Greticileri ve besin
zincirinin bir parcasi olduklarinda 6nemlidir. Alglerin bazilari kirlilige karsi fazla
duyarli, bazilari direngli, bazilari da orta seviyede toleranshdir. Cogu agir metaller,
endustriyel atiklar, pestisitler, katyonik ytizey aktif maddeler, toprak elitrasyonlari ve
tehlikeli atik maddelerine karsi algler, makro canlilardan daha duyarlidirlar (Manahan,
2000).

Toksisite testlerinde en sik kullanilan alg tarleri, Chlorophyta (yesil algler),
Chrysophyta (altin rengi algler), Rhodophyta (kirmizi algler) turleridir. Cesitli toksisite
calismalarinda en sik kullanilan alg tirleri; Selenastrum capricornutum, Isochrysis
galbana, Phaeodactylum tricornutum, Nitzschia closterium, Champia parvula, ve

makroalg Hormosira banksii (Atay, 2009).
1.2. Fitoplankton Kiiltiri

Fitoplanktonik canlilar son derece zengin, karbonhidrat ve 6zellikle yag asidi icerigine
sahiptir. Besin degeri yuksek olan bu canlilar su ortaminda yasayan diger canlilar igin
en Onemli besin kaynaklaridir. Ayni zamanda ballk ve omurgasiz canlilarin
renklenmelerinde dnemli rol oynar. Bu 6zelliklerinden dolayi 100 yili agskin zamandan
bu yana fitoplankton Uretiimesi ve su canlilarinin yetistiriciliinde kullanilmasi igin

calismalar yogun bir bigcimde sirdurilmektedir (URL-3).

1.2.1 Fitoplankton kiltiir ortami

Fitoplankton kulturlerinde 151k siddeti, 1s1gin kalitesi ve suresi 6nemlidir. Fitoplankton
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icerdigi pigmentlerin 6zelliklerine bagh olarak i1s1gin farkl i1ginlarini absorbe ederler.
Kaltar sistemlerinde kullanilan floresan lambalar genellikle alglerin bu ihtiyaclarini
karsilayacak nitelikte 1sinlari icerir. Kulturlerde hizli bir biyime elde etmek igin
genellikle surekli aydinlatma yapilir. Ancak kualturleri strekli aydinlatma her tir igin
uygun olmayabilir. Bu durumda aydinlatmada fotoperiyod uygulanir. igerideki
mikroalg sistemlerinde genellikle floresan lambalar kullanilir ve kiltir kaplarinin

maksimum aydinlatilmasini saglayacak sekilde duzenlenirler.

pH degerinin hem ¢ok yuksek hem de ¢cok dusuk olmasi hucresel igslemin bozulmasina
neden oldugundan fitoplankton gelismesi yavas olacaktir. Yaygin olarak kultiru
yapilan alg turleri igin pH arahgi 7 ile 9 arasindadir, optimum pH araligi ise 8,2-8,7 dir.
Tarler icin optimum pH arahgdi saglanmadigi takdirde kultiriin ¢dkmesine neden olur.

(Lavens ve Sorgeloos, 1996).

Havalandirma, fotosentez igcin gerekli olan inorganik karbonun kilttre
saglanmasindan dolayr da énemlidir. CO,'in ilavesi pH'nin stabil kalmasini saglar.
CO, yeterli miktarda bulunmazsa ortamin pH’si yikselecektir. Bunun sebebi pH
degigimlerine karg! suyun tamponlanmasini saglayan HCO,, CO, ve hidroksil iyonlari
arasindaki dengenin bozulmasidir. Kulturlerin zaman zaman el ile calkalanmasi

havalandirma icin yeterlidir (Cirik ve Gokpinar, 2009).

Sicaklik toleransi kilttrG yapilan tirlerin kaltir ortamlarindaki nutrient igerigine bagli
olarak degisebilir. Her turin blyimesi icin minimum, maksimum ve optimum sicaklik

araligi vardir. Kaltir ortaminin kompozisyonuna bagl olarak degismesine ragmen

mikroalg kulturleri icin optimum sicaklik genellikle 20 ve 24°C arasindadir. Sicakligin
uygun duruma getiriimesi alg kultdrlerinin korunmasinda 6énemlidir (Lavens ve
Sorgeloos, 1996).

Fitoplanktonun buylUk bir boluma hicre geperlerinin segici gecirgenligi sayesinde
besleyici materyali dogrudan dogruya hucre yuzeylerinden aldiklari igin, kaltar
ortamlarinda azot, fosfor, vitaminler ve oligoelementler gibi maddelerin yeterince

bulanmasi gereklidir.

Fitoplankton kultlir kaplari piramidik, silindirik, kiresel, prizmatik sekillerde olabilir.
Ancak daima 1sik gecirmesi gereklidir. Kultir kabi mutlaka cam tercih edilmelidir.
Kaltur kaplarinin segimini etkileyen faktorlerden biri de kultiriin hangi amagla
yapildigidir (Koray, 2011).



1.1.2. Fitoplankton kiiltiiriinde bliyiime

Fitoplanktonun karakteristik gelisme safhalari bes ayri asamada gergeklesir. Bu
asamalar asagida belirtilmigtir;

Uyum safhasi: Ekimi yapilan fitoplankton hicreleri ortama uyum asamasinda
oldugundan gelismenin nispeten yavas oldugu safhadir.

Hizl gelisme safhasi: Hicreler dizenli ve surekli olarak sabit bir oranda bélinmeye
baglamaktadir. Bu asamada gelisme orani maksimum seviyededir.

Yavas gelisme safhasi: Bu asama hizli gogalma ve durgunluk safhalari arasindaki
gelismenin yavasladigi safhadir. Bu safha diger kultir tankina ekim yapilma zamani
olarak tavsiye edilmektedir.

Duraklama safhasi: Hlcrelerin ¢ogalma ve yok olma oranlarinin esit oldugu bu
evrede, hlcre sayilarinda herhangi bir degisme olmamaktadir.

Cokme safhasi: Bu safhada hiicre sayisi ani olarak azalmaya baslar (URL-3).

Yavaglama Durguntuk

/

Cokme

Hicre Yogunlugu

>

Zamnan

Sekil 1.1. Fitoplankton kiltirinun blylime evreleri
1.3. Kafein

Kafein beyaz kristalize toz seklinde bulunan, hafif aci ve kokusuz bir maddedir. Kahve

(Coffea arabica) bitkisinin tohumlarinda, ¢ay (Tea sinensis) yapraklarinda ve kakao

(Theobroma cacao) agacinin tohumlarinda bulunmaktadir. Kafein dért tane azot

atomu iceren iki halkah puarin alkaloit yapisinda bir bilesiktir. Alkaloitler ikincil bitki

metobolitleri sinifindandir ve bitki metabolizmasinda aminoasitlerden tureyen bazik

dogal organik drtinler olarak bilinmektedirler (Duman, 2006). Sekil 1.2.’de kafeinin
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molekiler yapisi goérulmektedir (URL- 4).
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Sekil 1.2. Kafeinin molekuler yapisi
1.3.1. Kafeinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Tablo 1.1.de kafeinin detayli bir sekilde fiziksel ve kimyasal 6zellikleri verilmistir.
Tabloya goére, kafeinin diger bircok kimyasala gére suda ¢6zinUrliginin yluksek

oldugu goérulmektedir (Duman, 2006).

Tablo 1.1. Kafeinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Diger adi 1,3,7-trimetil-1H-purin-2,6
Molekuler formuli CsH1oN4O5
Molekuler agirhigi 194,19 g/mol

Yogunluk 1,23 g/cm®
Kaynama noktasi 178 °C

Cozunlrlik 2,17 g/100 mL (25°C)

1.3.2. Kafein tiiketimi

Kafein, 60’'tan fazla bitki tirinde bulunan bir alkoiddir (6rnedin; kahve, kakao
tohumlarinda, cay yapraklarinda). Kahve, cay, kakao ve kolanin porsiyon basina
disen kafein miktarlari sirasiyla 100 mg, 50 mg, 10 mg ve 40 mg’dir. Kiresel olarak,
kisi basina ortalama tiiketim miktari giinde 70 mg’dir. Fakat bu miktar ingiltere’de 440
mg (¢ogunlukla gay), Amerika Birlesik Devletleri'nde 210 mg, Isvigre’de 300 mg’'dir
(Buerge ve dig., 2003; Siegener ve Chen, 2002).

Kafein, gunlik hayatta hemen her gin tiketilen kahve, cay, kola, enerji icecekleri,
cikolata gibi yiyecek ve iceceklerle, recetesiz satilan agri kesiciler, diyet haplari ve
antihistaminik ilaglarla vicuda alinmaktadir. Yapilan arastirmalara goére, insanlarin

gunde ortalama 300 miligramdan fazla kafein tikettigi belirtiimistir (Borone ve
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Roberts, 1996). Hatta gln icerisinde, kisiden kisiye degismekle birlikte alinan kafein
miktari hesaplanirsa, hi¢ farkinda olmadan giinde 1 gramdan fazla kafein tuketildigi
goérulmektedir. Oysa ki pek ¢ok calismada, yetigkinlerin glivenli olarak tuketecekleri
kafein miktari 300 mg (3-4 fincan kahve ya da 5-6 blylk bardak c¢ay) olarak
belirlenmigtir. Cocuklarin tiketecegi kafein miktarinin ise, ginde 35-40 miligrami
gegcmemesi gerekmektedir. Yetiskin ya da ¢ocuklarda asiri miktarda kafein alimi, ciddi
zarar ve 6lumlere neden olabilmektedir. Yetigkin bir kiginin ginde alacagi asiri doz 5-
10 gram olarak belirlenmistir. Bu miktar 57 fincan hazir kahve, 86 kahve fincani kahve
ya da 161 ¢ay bardagi ¢caya karsilik gelmektedir. Cocuklarin glinde alacagi asiri doz
ise, 1 gramdan daha az olarak belirlenmistir. Bu da 22 tane kutu kolaya karsilik
gelmektedir (Ofluoglu, 2007).

1.3.3. Kafein metabolizmasi

Kafein alimindan sonra, kafeinin hemen hemen tamami (%99) hizh bir sekilde mide
bagirsak kanalindan (gastrointestinal sistem) emilir ve 30-120 dakika sonra doza
bagimh olarak kan plazmasinda en ylksek seviyesine erisir. Hidrofobik 6zelliginden
dolayi butun biyolojik zarlardan gegerek hiicrelere ulagir. Kafeinin % 5’inden daha azi
urine cevrilmeden kalir. Calismalar kafeinin insan vicudunda degismeden veya
metabolitleri seklinde kaldigini ve sonucta Ure olarak atildigini géstermistir (Boyd ve
dig., 2003).

insanda kafein igin normal plazma seviyesi 5-20 uM olarak belirtilmistir. 300 mg’lik
kafein alimindan 1-2 saat sonra plazmadaki kafein seviyesi 39-46 uM’'dir. Yetiskin

insanlarda kafein igin kan-beyin bariyeri ve plasental bariyer bulunmamaktadir.

Kafeinin insanda metabolizmasina goére; hepatik sitokrom enzimi tarafindan
demetilasyona ugratilarak paraksantine (1,7-dimetilksantin) dénudsturalir. Bu
basamak kafein metabolizmasinin ilk basamagini olusturmakla birlikte,
metabolizmanin % 72-80’ini kapsar. Kafein daha dusuk oranda da teobromin (3,7-
dimetilksantin) ve teofiline (1,3-dimetilksantin) donusur. Paraksantin, ayni enzim
tarafindan demetilasyonla 1-metilksantine dénisir ve sonunda 1-metil trik asit olusur
(Ofluoglu, 2007).

1.3.4. Paraksantin

Bitkilerde bulunmaz. insan ve hayvanlarda kafeinin metabolizmasi ile olusur. Farkli

fizyolojik etkilere sahiptir. Kafein gibi merkezi uyarici etkinligi vardir. Kafeinden farkl
10



olarak Na'/K ATPaz'in enzimatik etkisini artirarak iskelet kas dokusuna potasyum
iyonlarinin girisine neden olur. Ayni zamanda kas dokusunda kalsiyum miktarini da
artirir (URL-5).
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Sekil 1.3. Kafein bilesenleri
1.3.5. Su ortamlarina kafein girdisi

Kafeinin atiksu aritma tesisi ¢ikisinda ve sucul ortamlarda eser miktarlarda dahi tespit
edilmesi ve bunlarin sucul ortamlardaki canlilara olan olumsuz etkilerinin ortaya
clkmasi, atiksu aritma tesisi dizaynlarina yeni yaklagimlarin getiriimesine neden
olmustur. Geleneksel atiksu aritma tesisleri buyuk hacimlerde ve tesise dizenli gelen
organik ve inorganik maddelerin giderimi tGzerine projelendirilmistir. Dolayisiyla kafein
gibi maddelerin giderimi yeterli oranda saglanamamaktadir (Roberts ve Thomas,
2006).

Yapilan bir¢gok calismada kafeinin atiksu aritim tesislerinde tamamiyla giderilmedigi
ve ¢likis sularinda yer aldigi bulunmustur (Gagne ve dig., 2006; Metcalfe ve dig., 2003;
Roberts ve Thomas, 2006; Ternes, 1998). isvigre atiksu aritma tesislerinde girigte
Olcllen kafein miktari 7-73 pg/L iken c¢ikista kafein miktari 0,03-9,5 ug/L olarak tespit

edilmistir (Buerge ve dig., 2003). Atiksu ¢ikis sularindaki kafeinin konsantrasyonu,
11



Amerika’da 100 pg/L, Kanada’'da 20-300 pg/L, isveg'te 34 ug/L olarak Slguimustir
(Boyd ve dig., 2003). Almanya’da atiksu aritma tesisi girisinde kafein konsantrasyonu
76- 147 pg/L, ¢ikisinda ise 0,009-0,19 pg/L élgllmustir (Ternes ve dig., 2001). Atiksu
aritma tesislerinin ¢ikis sularinda yer alan kafeinin alici ortama desarj edilmesi
sonucunda kafein ylzey sularina, yeralti sularina ve igme sularina karismaktadir
(Bendz ve dig., 2005; Heberer, 2002; Sacher ve dig., 2001).

Guven ve Cetintirk (2003) tarafindan Tas Kdpru deresinde (Yalova) ve Marmara

Denizi'nde kafein varligi tespit edilmistir.
Literatiirde deniz suyundaki kafein konsantrasyonlari Tablo 1.2.’de belirtilmistir.

Tablo 1.2. Deniz suyunda bulunan kafein konsantrasyonlari

Denizsuyu Konsantrasyon (ng/L) Kaynak
Kuzey Denizi 2-16 Weigel, 2002
Massachusetts Korfezi 5-71 Siegener, 2002
Boston Korfezi 140-1600 Siegener, 2002
Akdeniz 4-5 Buerge ve dig., 2003

1.3.6. Kafein toksisitesi ve canlilar lizerine etkisi

Fraker ve Smith (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada kafein igeren bazi organik
atiksu kirleticilerinin kuzey leopar kurbaga yavrusunda (Rana pipiens) davranigsal ve
fizyolojik etkileri oldugu gdzlemistir. Gagne ve dig. (2006) kafeinin alabahk
(Oncorhynchus mykiss) i¢in ¢cok toksik olmamasina ragmen hepatositlerinde, 15°C'de
48 saat maruz kaldiktan sonra 14 uM bir esik konsantrasyonunda lipid
peroksidasyonunu uretildigini bildirmistir. Ayrica, alabalik mikrozomlari kafein ile in
vitro inkiibasyonu sonucu 30°C’de 60 dakikadan sonra mikrozomlarda hem lipid
peroksidasyonu ve hem de NADPH oksitlenme hizi artmistir. Bu sonug¢ kafein
maruziyetinin litre basina dusuk miligramin oksidatif hasara yol acabilecegini

dusundurmaustar.

Diger calismalar kafeinin ¢gevredeki konsantrasyonlarinin sucul organizmalar igin bir
tehdit olmadigini disundirmektedir. Smith ve Burgett (2005) tarafindan yapilan bir
calismada, kafeinin gevresel konsantrasyonlari (0,6-600 pg/L) Amerikan kurbagasi
yavrularinda (Bufo americanus) hayatta kalma veya herhangi bir aktiviteyi
etkilemedigini bildirmistir. Kafein maruziyeti su piresi Ceriodaphnia dubia’nin (LCso=

44 mg/L) uremesini azaltmig ve yassi kafali golyan baligi Pimephelas promelas’in
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(LCs0= 71 mg/L) buylmesini inhibe etmistir (Moore ve dig., 2008). Yazarlar literatirde
yer alan cgevresel konsantrasyonlari g6z o6nune alindidinda, kafein hem sucul
omurgall hem de omurgasiz canlilar i¢cin 6nemsiz risk tegkil gerektigi sonucuna varmis
ve kafeinin ¢cevresel dizeylerde uzun sireli maruziyeti sonucunda potansiyel etkiler

olabilecegine dikkat gekmigtir.

Az sayida galismada, deniz organizmalari Uzerinde kafeinin etkilerini incelenmistir.
Cheney (1945) tarafindan yapilan bir ¢alismada kafein oksijen tiketimini ve deniz
kestanesi Arbacia puntulata’nin déllenmis yumurtalarinda boélinmenin normal oranini
etkiledigi bulunmustur. Nath ve Rebhun (1976) kafein maruziyetinin deniz kestanesi
yumurtalarinda mitoz inhibisyonunu rapor etmistir. Kafeinin hicre igi protein
fosforilasyon seviyeleri tzerindeki etkisi nedeniyle, tropikal deniz anemonu Aiptasia
pulchella’'nin goriniste beyazlasmasina neden olmustur (Sawyer ve Muscatine,
2001). Kafeine maruz kalma siresinin uzamasi A. pulchella tirinden salinan
simbiyotik yosun oraninda anlamli bir artisa neden olmustur. Mercan endosimbiyontu
dort tirtn Uzerinde 60 mg/L kafeine maruz birakilmig alg kultirlerinde fizyolojik stres
yaniti, fotosentez ve glikoliz ile iligkili proteinlerin aktivasyon veya represyonu
gerceklestirdigi bildirilmistir (Pollack ve Ogunseitan, 2009). Heatshock proteinleri
(HSP) mercan endosimbiyontu olan Symbiodinium sp. tirinde U¢ kat aktivasyon,

Symbiodinium goreaui tirinde dokuz kat represyon gérulmustur.
1.4. izmit Kérfezi

izmit Kérfezi Marmara Denizi’nin kuzeydogu béliiminde 40°41'-40°47' Kuzey, 29°21'-
29°57' Dogu koordinatlar arasinda yer almaktadir. Yaklasik 49 km uzunluga, 2-10
km’ler arasinda degisen genisliklere ve 310 km?lik ylzey alanina sahip yari kapah bir
basendir (Unlii ve Alpar, 2004). Dar gegitlerle dogu, merkez ve bati bélimlerine ayrilir.
Dogu boélimi yaklasik 15 km uzunlukta ve ortalama 30 m derinliktedir. Korfezin en
buyuk bdlimul olan merkez basenin en derin yeri 208 m’dir (Kusgu ve dig., 2002) ve
bati baseninden 2,7 km genislik ve 45 m derinlikte olan bir esikle ayrilir. Bati baseni
batiya dogru 150 m’den 300 m’ye kadar derinlesir ve koérfezi Marmara’ya baglar
(Balkis, 2003). Korfez, kuzeyinde 350 m glneyinde 1601 m’ye varan dogu-bati
dogrultusunda uzanan yukseltilerle ¢evrilidir (CDR, 2015).

Kocaeli'nin kuzeyinde Karadeniz, dogu ve glineydogusunda Sakarya, guneyinde
Bursa, batisinda Yalova ve istanbul illeri yer almaktadir. Yiizélgiimii 3418 km?dir.
TUIK (2015) raporuna gére 2015 yilinda Kocaeli’nin niifusu 1.780.055’dir (URL-6).
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Avrupa’yl Anadolu’'ya ve Ortadogu’'ya baglayan énemli kara, deniz ve demiryolu
ulasim aglarinin merkezinde bulunan Kocaeli’'nin buyik metropollere yakinhgi ve
Karadeniz ve Marmara ile baglantisinin bulunmasi sanayi, ticaret, ulasim ve lojistik

merkezi olarak gelismesine etken olmustur.
1.4.1. izmit korfezi desarjlan ile ilgili bilgiler

ISU Genel Midurligi, Atiksu Scada Sistemi ile OSB kuruluslari ve sanayi tesislerinin
ana kolektorlere baglanti noktalarinda 10 adet ve kurum tarafindan igletiimekte olan
atiksu aritma tesislerinin girig ve ¢ikislarinda 12 adet kimyasal parametre de@erlerinin

izlendigi SCADA merkezi tarafindan kayit altina alinmaktadir.

Bu kapsamda 17 adet sanayi tesisi kolektdr hattina desarj etmekte olup, 5 adet OSB
kuruluglarinin alici ortama desarj etmektedir. Alici ortama desarj eden OSB’ler

kimyasal parametre olarak surekli takip edilmektedir.

Kocaeli’'de igletiimekte bulunan 4 adeti ileri biyolojik olmak Uzere toplam 16 adet
atiksu aritma tesisinden 2014 yilinda toplam 121.358.302 m? atiksu aritilarak alici
ortama desarj edilmistir (CDR, 2015).

Literatirde kafein ve kafein molekllinin bilesimindeki en dnemli metabolit olan
paraksantinin Isochrysis galbana ve Thalassiosira pseudonana turlerinin ¢cogalmasi
uzerine etkileri ile ilgili bir calismaya acik literatirde rasttanmamistir. Bu arastirmadan
elde edilecek sonuglarin kafein ve en énemli metaboliti olan parakasinin fitoplankton
turleri Gzerindeki etkileri ile ilgili veri saglayacagi dusunulmektedir. Elde edilecek
veriler atiksu desarjlarinin yapildigi kiy1 ekosistemlerindeki fitoplankterlerin ve kiyi
ekosistemi besin zincirinde yer alan diger tirlerin kafein maruziyeti hakkinda fikir

verecekitir.
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal
2.1.1. Isochrysis galbana

iki diiz flagella ve bir kérelmis haptonema igerirler. Bu iki flagella hiicrenin ug kisminda
bulunur. Hucreler suda hizli hareket ederken kendi etrafinda rotasyon hareketiyle
yuzerler. Yuvarlak hicreler 4-8 pm c¢apindadir. Kloroplast bir fincan seklindedir ve
hicrenin 1/3’Gnu kaplar (Gliner ve Aysel, 1997; Koray, 2011). I. galbana bivalve
larvalarinin beslenmesinde ¢ok yaygin olarak kullanilir. Besin degerleri oldukga iyidir
(Okauchi, 1991). . galbana’nin mikroskobik goéruntust S$ekil 2.1.’de g0sterildi.
Sistematikteki yeri agagidaki gibidir;

Kingdom :Chromista

Phylum :Haptophyta

Class :Coccolithophyceae

Subclass :Prymnesiophycidaea

Ordo :Isochrysidales

Family :Isochrysidaceae

Genus :Isochrysis

Species :Isochrysis galbana Parke 1949 (URL-7)

Sekil 2.1. Isochrysis galbana
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2.1.2. Thalassiosira pseudonana

Thalassiosira pseudonana denizel bir diatom tiridir. Capi 2,5-15 um ¢api araliginda,
tek basina ya da 6 uzun zincirli hticreden olabilir. T. pseudonana ylksek bir yagh asit
kompozisyonuna sahip oldugundan akuakultur igin yararh bir organizma oldugu
bulunmustur (Volkman ve dig., 1989). Genom dizileme igin ilk 6karyotik denizel
fitoplankton olarak secilmistir (Armbrust, 2004). T. pseudonana’nin mikroskobik

goéruntist Sekil 2.2.’de gdsterildi. Sistematikteki yeri asagidaki gibidir;

Kingdom :Chromista

Phylum :Bacillariophyta

Class :Mediophyceae

Subclass :Thalassiosiraphycidae

Ordo :Thalassiosirales

Family :Thalassiosiraceae

Genus :Thalassiosira

Species :Thalassiosira pseudonana Hasle & Heimdal 1970 (URL-8)

Sekil 2.2. Thalassiosira pseudonana
2.2. Metot
2.2.1. Materyallerin toplanmasi ve muhafaza kosullari

2.2.2. Fitoplankton kiiltiirlerinin ortam kosullari

I. galbana ve T. pseudonana turleri saf kultir olarak National Center for Marine Algae
and Microbioata (NCMA) Bigelow Laboratuarlarindan 15 mL’lik tipler halinde satin
16



alindi. Bu alglerin CCAP kdiltir numaralari Tablo 2.1’de verildi.

Tablo 2.1. Calismada kullanilan ve ticari olarak satin alinan fito-
plankton tirl ve CCAP kdltar numaralari (URL-9; URL-10)

Tdrler CCAP Kiiltir Numaralari
Isochrysis galbana CCAP 1323
Thalassiosira pseudonana CCAP 1335

Saf kiiltirler halinde ticari olarak alinan fitoplankton tirleri Kocaeli Universitesi Biyoloji
Boluma Hidrobiyoloji Arastirma laboratuarinda bulunan iklimlendirme kabininde
muhafaza edildi. Kulturlerin gogaltiimasi ve deneyler de ayni iklimlendirme kabininde
yapildi. Calismada kullanilan fitoplankton kultirinin sicakhgr 15+2 °C’ta, f/2 besin
ortaminda, deniz suyu tuzlulugu 32,5, pH 7,8-8,5 araliginda, 8000 lux ve 14/10

gunduz gece 1sik periyodunda tutuldu.
2.2.2. GCalhismada kullanilan malzemelerin hazirlanmasi

Calismada kullanilan cam malzemelerin timi bulasik makinesinde yikandiktan sonra
%10’luk nitrik asit buharinda en az 24 saat bekletildi. Asitten c¢ikarilan cam

malzemeler distile su ile yikanarak oda sicakhginda kurumaya birakildi.

Calismada kullanilan cam malzemeler, deniz suyu, sellloz tipa, ependorf tlpleri ve

pipet uclari otoklavda 121°C’ta 20 dk sireyle steril edildi.

Deniz suyu hazirlanmasi igin 800 mL’lik beherin icine 500 mL distile su ve 18,4 g
deniz tuzu eklendi. Manyetik balik kullanilarak karistirici da yaklasik 30 dakika
karistinldi. Vakumlu filtre ile 47 mm, 0,22 um g6z acikligina sahip membran filtre
kagidindan suzlldd. Suzilen deniz suyundan 500 mL balon jojeye aktardi. Balon
jojenin agiz kismina pamuk ve Gzerine aliminyum folyo kapatilarak 121°C’'ta 20 dk

sureyle otoklavda steril edildi.
2.2.3. Calhismada kullanilan kimyasallarin hazirlanmasi

Fitoplankton kultiri i¢cin SIGMA-GUILLARD’S f/2 besin ortami kullanildi. Steril
kabinde 50 mL’lik santriflij tiplerine alinan f/2 ¢dzeltileri buzdolabinda muhafaza
edildi. Fitoplankton kultlrlerine aktariimadan 6nce buzunun erimesi ve oda

sicakligina ulasmasi beklenildi.

Toz halinde bulunan kafein oda sicakliginda muhafaza edildi. istenileb kafein

miktarlari hassas terazide dl¢uldukten sonra, ¢alismada kullanmak igin steril kabinde
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15 dk UV sterilizasyon yapildi.

Paraksantin i¢cin 200 mg/L’lik 500 mL stok ¢dzelti hazirlandi. Temiz 500 mL HDPE
siseye 100 mg paraksantine 500 mL distile su eklendi, 100 rpm 30 dk galkalanarak
¢ozlinmesi saglandi. Hazirlanan stok ¢ozelti buzdolabinda muhafaza edildi.
Fitoplankton kulturlerine aktarilmadan 6nce buzunun erimesi ve oda sicakligina

ulasmasi beklenildi.

Tablo 2.2. F/2 besin ortaminin igerigi

icindekiler mg/L
Biyotin 0,005

Kobalt klortr 6H,0O 0,01
Kiprik stlfat 5H,O 0,01
EDTA disodyum 2H,0 4,36
Ferrik kloriir 6H,0 3,15
Manganaz klorur 4H,0 0,18
Sodyum molibdat 2H,0 0,006
Sodyum nitrat 75,0
Sodyum fosfat monobazik 4,411

Tiamin HCI 0,1
Vitamin B12 0,005
Cinko siilfat 0,022

2.2.4. Galhismada kullanilan cihaz, malzeme ve kimyasal maddeler

Calisma boyunca kullanilan cihaz, malzeme ve kimyasal maddeler Tablo 2.3.’de
belirtildi.

Tablo 2.3. Calismada kullanilan cihaz, malzeme ve kimyasal maddeler

Cihaz, malzeme ve kimyasal adi Ozellikleri

Etil alkol Merck
Bulasik makinesi Arcelik, 6230

Buzdolabi Arcelik
Cam mezir 100 mL- 500 mL Isolab
Cam pipet 5 mL, 10 mL Isolab

Deniz tuzu Red Sea
Ependorf tipu 1,5 mL Isolab
Ependorf tlpu stanti Isolab
Erlenmayer 250 mL Isolab

F/2 ¢ozeltisi SIGMA GUILLARD’S (f/2)
Filtre kagidi 0,22 um Whatman
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Tablo 2.3.(Devam) Calismada kullanilan cihaz, malzeme ve kimyasal maddeler

Formaldehit Merck
Hassas terazi AND GR-200
Kafein Sigma-Aldrich
Karigtirici Heidolph MR-Hei Standart
Kualtar ortami iklimlendirme kabin SANYO, MIR-153
Nitrit asit Merck
Otoklav HICLAVE HG-20
Otomatik mikropipet 10-1000 puL Nichipet EX
Otomatik pipet ucu (1 mL) AXYGEN
Paraksantin Sigma- Aldrich
pH metre WTW Ph 315i/SET
Pipet pompasi Isolab
Sellloz tipa Isolab
Steril kabil ESCO, PCR Cabinet
Thoma lami ISOLAB
Tuzluluk élcer Multi 3410 SET 7
Uzun boyunlu balon joje 500 mL Isolab
Vakumlu filtre sistemi Sartorius

2.2.5. Kafein ve paraksantinin fitoplankton kiiltiirlerine aktariimasi

Kafein ve paraksantinin fitoplankton kultirlerine aktarilmasi, kiltirlerin ekim islemleri
steril kabinde yapildi. I. galbana ve T. pseudonana kulturleri igin 250 mL erlenmayer
icine 100 mL deniz suyu, 2 mL /2 ¢Ozeltisi ve 10 mL bir 6nceki kiltirden 6érnek
alinarak ekim islemi yapildi, sellloz tipa ile erlenmayerin agzi kapatilarak

inkibasyona birakildi.

Calismada 0. saat, 12. saat, 24. saat, 48. saat, 72. saat ve 96. saat olmak Uzere farkli
kafein ve paraksantin konsantrasyonun fitoplankter turlerine uygulanmasi OECD 201

standarti temel alinarak tamamlandi (OECD, 2011).

Kafein konsantrasyonu icin gerekli olan miktarlar hassas terazide aliminyum folyo
tizerinde tartildi. Steril kabinde 15 dk UV sterilizasyon yapildi. iki giin dncesinde ekimi
yapilan kultirler etiketlendi. I. galbana kiltirine 1 mg/L, 100 mg/L, 250 mg/L, 300
mg/L, 400 mg/L, 450 mg/L, 500 mg/L ve T. pseudonana kuiltiriine 1 mg/L, 100 mg/L,
250 mg/L, 450 mg/L, 500 mg/L ve 550 mg/L konsantrasyona sahip olacak sekilde
Olgllen kafein toz halinde kilturlerin icin dokuldd, hafifce calkalanarak ¢dézinmesi

saglandi. Kontrol kilturlerine kafein uygulanmadi.
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Paraksantin stok ¢dzeltisi sadece I. galbana turiine uygulandi. 10 mg/L, 100 mg/L ve
150 mg/L paraksantin konsantrasyonlarinin her biri igin birer kontrol grubu
olusturuldu. Her bir klltir kabina 100 mL deniz suyu, 2 mL f/2 ve 10 mL &nceki
kultirden asilandi ve paraksantin uygulamasi igin iki gtin inkibasyona birakildi. Kaltar
kaplari etiketlendi. 10 mg/L, 100 mg/L, 150 mg/L etiketli kiltirlerden sirasiyla 5,7 mL,
57 mL, 85,5 mL 6rnek alindi. Yerine paraksantin stok ¢ozeltisinden 5,6 mL, 56 mL ve
84 mL, /2 ¢bzeltisinden 100 uL, 1 mL, 1,5 mL eklendi. Kontrol grubuna paraksantin

stok ¢Ozeltisi yerine ayni oranda deniz suyu ve /2 ¢ozeltisi eklendi.

Calismada kafein ve paraksantin uygulanan kultlrler 96 saat inkiibasyona birakildi.
Her 24 saatte steril kabin icinde 1 mL 6rnek alindi. Ependorf tiiplne alinan drneklere
100 uL %37’lik formaldehit ile fikse edildi.

Fitoplankter turlerine uygulanan konsantrasyon araligi, birey sayisi ve blyume
parametreleri icin doz-cevap iligkisine bagl olarak 1Cs, degerinin belirlenmesi
amaciyla segildi. I. galbana turi igin inhibisyon konsantrasyonu belirlenirken 8 farkli
kafein konsantrasyonu (1, 100, 250, 300, 350, 400, 450 ve 500 mg/L) kullanildi. T.
pseudonana tird icin inhibisyon konsantrasyonu belirlenirken 6 farkli kafein
konsantrasyonu (1, 100, 250, 450, 500 ve 550 mg/L) kullanildi. I. galbana turU igin
inhibisyon konsantrasyonu belirlenirken 3 farkli paraksantin konsantrasyonu (10, 100
ve 150 mg/L) kullanildi.

2.2.6. Hiicrelerin sayimi

Kulturlerden 0., 24., 48., 72., ve 96. saatlerde alinan, fikse edilmis drnekler Thoma
laminda inverted mikroskop kullanilarak hicre sayimlarn yapildi. Her bir sayim
orneginden 100 pL alinarak sayim kamarasina yerlestirildi, 6rnek U¢ kez sayildi ve

aritmetik ortalamasi alindi.

Fitoplankton hicre sayiminda yaygin olarak kullanilan Thoma tipi sayim kamarasinda
en buyulk karenin ebatlari 1 mm x 1mm’dir. Sayim odaciginda blyuk, orta ve kigik
kareler bulunur. Bayuk bir karede genellikle 16 adet kare bulunurken, 25 adet orta
blayukliukte kareye, orta buyuklikte bir karede 25 adet kiiguk kareye sahiptir. Rastgele
5 tane orta buyuklukte kare secilerek, bu karelerde kalin gizgilerle ¢cevrelenmis olan
alan igerisinde kalan tim hucreler mikroskop altinda sayilir. Sayimi yapilan kareyi
cevreleyen Ust ve sol kenar ¢izgisine dokunan hucreler sayilirken, alt ve sag kenar

gizgisine dokunanlar sayilmaz (URL-3).
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Sekil 2.3. Thoma lami (URL-11)

Fitoplankton birey (hlcre) sayisi (adet/mL) asagidaki Denklem 2.1’e gore

hesaplanabilir;
(N1+....+N5)/5 x 16 x (1000/0,1)= (N1+....+N5)/5 x 16 x 10000 (2.1)
2.3. Verilerin istatiksel Analizi

Sayimlar en az 3 tekrar olacak sekilde yapildi. Tekrarlarin aritmetik ortalamasi alindi
ve standart sapmalari hesaplandi. Sayim iglemlerinin hassasiyeti ONE WAY ANOVA
ile istatistiksel olarak test edildi. Test uygulamalarinda Microsoft Excel ve SPSS

programlarindan yararlanildi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1. Isochrysis galbana Tiiriine Kafeinin Etkisi

Calismada 96 saat boyunca farkli kafein konsantrasyonu uygulanan [. galbana

tirunun birey sayisindaki degisiklikler Sekil 3.1.” de gdsterildi.
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Sekil 3.1. Farkh kafein konsantrasyonlarinin /. galbana turinun birey sayisina etkisi

I. galbana tirinin baslangic (0. saat) birey sayilari 5,7x10° — 8,9x10° adet/mL
arasinda degisiklik gdsterirken, 96 saatin sonunda birey sayilari 16x10° — 43x10°

adet/mL ulasti.

Yirmi dért saat sonunda kontrol grubunun birey sayisi 1.781.333 adet/mL iken, kafein
uygulanan gruplarin birey sayilarinin daha disik oldugu goérildi. Kafein
konsantrasyonlari uygulanan gruplarda birey sayisi, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda en yUksek birey sayisindan en dusuk birey sayisina sahip olan
kiltdrlerin sirasiyla 100 mg/L, 300 mg/L, 1 mg/L, 400 mg/L, 350 mg/L ve 450 mg/L,
250 mg/L ve en disik 500 mg/L konsantrasyonda oldugu gorulda.

Kirk sekiz saat sonunda kontrol grubunun birey sayisi 2.464.000 adet/mL iken, kafein

uygulanan gruplarin birey sayilarinin daha disik oldugu oldugu géruldu. Kafein
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konsantrasyonlari uygulanan gruplardaki birey sayisi, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda en yUksek birey sayisindan en dusuk birey sayisina sahip olan
kaltarlerin sirasiyla 1 mg/L, 100 mg/L, 300 mg/L, 350 mg/L, 400 mg/L ve 250 mg/L,
450 mg/L ve en dusik 500 mg/L konsantrasyonlarinda oldugu géruldi.

Yetmis iki saat sonunda kontrol grubunun birey sayisi 3.808.000 adet/mL iken, kafein
uygulanan gruplarin birey sayilari 1 mg/L grubu haricinde daha disiik oldugu oldugu
g6ruldi. 1 mg/L kafein uygulanan grubun birey sayisi 3.822.666 adet/mL olup kontrol
grubundan daha ylksek birey sayisina sahip oldugu goérildi. Kafein uygulanan
gruplardaki birey sayisi, kontrol grubu ile karsilastirildiginda en yuksek birey
sayisindan en duslk birey sayisina sahip olan kiltrlerin sirasiyla 1 mg/L, 100 mg/L,
250 mg/L, 300 mg/L, 400 mg/L, 450 mg/L ve en disuk 500 mg/L

konsantrasyonlarinda oldugu gérulda.

Doksan alti saat sonunda kontrol grubu 4.320.000 adet/mL birey sayisina ulasti.
Kafein konsantrasyonlari uygulanan gruplardaki birey sayisi, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda en yuksek birey sayisindan en dusuk birey sayisina sahip olan
kiltdrlerin sirasiyla 1 mg/L, 250 mg/L, 300 mg/L, 100 mg/L, 350 mg/L, 400 mg/L, 450
mg/L ve en dusik 500 mg/L konsantrasyonlarinda oldugu géruldi. Kafein en gok 500

mg/L konsantrasyon uygulanan grubunda birey sayisini etkiledigi géruldi.

SPSS programinda yapilan ANOVA, Tukey HSD, LSD ve Tamhane testi ile istatistik
analizleri sonuglari degerlendirildi. Onemlilik degeri p<0,05 olarak degerlendirildi. 96
saat sonunda %95 guvenle, tim kafein konsantrasyonlari istatistiksel olarak anlamh
bulundu (F= 21.469; df= 23; P< 0,00).

3.1.1. Isochrysis galbana tiiriine kafeinin neden oldugu inhibisyon

Calismada 96 saat sonunda /. galbana tirtne kafeinin neden oldugu inhibisyon (%)
degerleri Sekil 3.2’de belirtildi.
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Sekil 3.2. . galbana 'da kafeinin neden oldugu inhibisyon (%)

inhibisyon degeri (%), 96 saat sonunda farkl kafein konsantrasyonuna maruz kalan
I. galbana'’nin birey sayisi kontrole gore kiyaslanarak belirlendi. Doksan alti saat
sonunda /. galbana tiriine uygulanan 1, 100, 250, 300, 350, 400, 450 ve 500 mg/L
kafein konsantrasyonu sirasiyla %8, %23, %13, %22, %39, %43, %60 ve %60
oraninda inhibe ettigi gérildi. inhibisyon konsantrasyon (ICs,) degeri 447 mg/L olarak

belirlendi.
3.2. Thalassiosira pseudonana Tiiriine Kafeinin Etkisi

Calismada 96 saat boyunca farkli kafein konsantrasyonu uygulanan T. pseudonana

tirandn birey sayisindaki degisiklikler Sekil 3.3.” de gdsterildi.
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Sekil 3.3. Farkh kafein konsantrasyonlarinin T. pseudonana tirinin birey sayisina
etkisi

T. pseudonana tiirliniin baslangic (0. saat) birey sayilari 10x10° — 18x10° adet/mL
arasinda degisiklik gdsterirken, 96 saatin sonunda hiicre sayilari 11x10° — 34x10°

adet/mL ulasti.

Yirmi dért saat sonunda kontrol grubunun birey sayisi 1.162.667 adet/mL iken, kafein
uygulanan gruplardan 1 mg/L, 100 mg/L, 250 mg/L ve 550 mg/L
konsantrasyonlarindaki birey sayilarinin daha ylksek oldugu gorildi. Kafein
konsantrasyonlari uygulanan gruplardaki birey sayisi, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda en yuksek birey sayisindan en dusuk birey sayisina sahip olan
kaltarlerin sirasiyla 100 mg/L, 1 mg/L, 550 mg/L, 250 mg/L, 450 mg/L ve en diguk

500 mg/L konsantrasyonlarinda oldugu goéruldu.

Kirk sekiz saat sonunda kontrol grubunun birey sayisi 2.080.000 adet/mL iken, kafein
konsantrasyonu uygulanan gruplarin birey sayilarinin daha dusuk oldugu goruldu.
Kafein konsantrasyonlari uygulanan gruplardaki birey sayisi, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda en yUksek birey sayisindan en dusuk birey sayisina sahip olan
kaltarlerin sirasiyla 1 mg/L, 100 mg/L, 250 mg/L, 450 mg/L, 550 mg/L ve en diguk

500 mg/L konsantrasyonlarinda oldugu goéruldu.

Yetmis iki saat sonunda kontrol grubunun birey sayisi 2.912.000 adet/mL iken, kafein
konsantrasyonu uygulanan gruplarin birey sayilarinin daha dusuk oldugu goruldu.

Kafein konsantrasyonlari uygulanan gruplardaki birey sayisi, kontrol grubu ile
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karsilastirildiginda en yUksek birey sayisindan en dusuk birey sayisina sahip olan
kaltarlerin sirasiyla 1 mg/L, 100 mg/L, 450 mg/L, 250 mg/L, 550 mg/L ve en diguk
500 mg/L oldugu gérulda.

Doksan alti saat sonunda kontrol grubu 3.456.000 adet/mL birey sayisina ulasti.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 96 saat sonunda en yuksek birey sayisi
3.488.000 adet/mL ile 1 mg/L kafein uygulanan grupta, en disUk birey sayisi
1.162.667 adet/mL ile 550 mg/L kafein uygulanan grupta oldugu géruldi. 96 saat
sonunda 1 mg/L kafein konsantrasyonu uygulanan grubun birey sayisinin, kontrol
grubundan yuksek oldugu gorildi. Kafein en ¢cok 550 mg/L konsantrasyon uygulanan

grubun birey sayisini etkiledigi goruldu.

SPSS programinda yapilan ANOVA, Tukey HSD, LSD ve Tamhane testi ile istatistik
analizleri sonuglari degerlendirildi. Onemlilik degeri p<0,05 olarak degerlendirildi. 96
saat sonunda %95 guvenle, tim kafein konsantrasyonlari istatistiksel olarak anlaml
bulundu (F= 11.239; df= 17; P< 0,00).

3.21. Thalassiosira pseudonana tiiriine kafeinin neden oldugu inhibisyon

Calismada 96 saat sonunda T. pseudonana tiriune kafeinin neden oldugu inhibisyon
(%) degerleri Sekil 3.4°de belirtildi.
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Sekil 3.4. T. pseudonana'da kafeinin neden oldugu inhibisyon (%)

inhibisyon degeri (%), 96 saat sonunda farkl kafein konsantrasyonuna maruz kalan

T. pseudonana’nin birey sayisi kontrole gore kiyaslanarak belirlendi. Doksan alti saat
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sonunda 1 mg/L kafeinin konsantrasyonu T. pseudonana’nin biyumesini inhibe
etmedigi (%0) géruldu. 100, 250, 450, 500 ve 550 mg/L kafein konsantrasyonu
sirasiyla %13, %34, %60, %54 ve %66 oraninda inhibe ettigi gorildi. inhibisyon

konsantrasyon (ICso) degeri 409 mg/L olarak belirlendi.
3.3. Isochrysis galbana Tiiriine Paraksantinin Etkisi

Calismada 96 saat boyunca farkli paraksantin konsantrasyonu uygulanan /. galbana

tirandn birey sayisindaki degisiklikler Sekil 3.5.” de gdsterildi.

I. galbana
80
70
é 60
~
% 50 10 mg/L kontrol
Ln 10 mg/L
2 40
7 100 mg/L kontrol
g 30 100
wv
2 mg/L
220
& =@=—150 mg/L kontrol
10
o 150 mg/L
0
0 24 48 72 96
Saatler

Sekil 3.5. Farkli paraksantin konsantrasyonlarinin /. galbana tirinin birey sayisina
etkisi

I. galbana tiiriiniin baslangig (0. saat) birey sayilari 6x10° — 29x10° adet/mL arasinda

degisiklik gosterdi.

Yirmi dort saat sonunda 10 mg/L kontrol grubunun birey sayisi 3.829.333 adet/mL
iken, 10 mg/L paraksantin konsantrasyonu uygulanan grubun birey sayisinin
3.125.333 adet/mL oldugu goérildi. 100 mg/L kontrol grubunun birey sayisi 922.667
adet/mL iken, 100 mg/L paraksantin konsantrasyonu uygulanan grubun birey
sayisinin 768.000 adet/ml oldugu gorildi. 150 mg/L kontrol grubunun birey sayisi
1.034.667 adet/mL iken, 150 mg/L paraksantin konsantrasyonu uygulanan grubun

birey sayisinin  896.000 adet/mL oldugu goérildi. Kontrol gruplari ile
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karsilastirildiginda, farkli paraksantin konsantrasyonu uygulanan gruplarin birey

saylilarinin daha duasuk oldugu géralda.

Kirk sekiz saat sonunda 10 mg/L kontrol grubunun birey sayisi 3.296.000 adet/mL
iken, 10 mg/L paraksantin konsantrasyonu uygulanan grubun birey sayisinin
3.797.333 adet/mL oldugu gérildi. 100 mg/L kontrol grubunun birey sayisi 1.360.000
adet/mL iken, 100 mg/L paraksantin konsantrasyonu uygulanan grubun birey
sayisinin 1.221.333 adet/mL oldugu goruldi. 150 mg/L kontrol grubunun birey sayisi
2.037.333 adet/mL iken, 150 mg/L paraksantin konsantrasyonu uygulanan grubun
birey sayisinin  981.333 adet/mL oldugu goérildi. Kontrol gruplari ile
karsilastirildiginda, paraksantin konsantrasyonu uygulanan 10 mg/L grubunun birey
sayisinin daha yiksek, 100 mg/L ve 150 mg/L grubunun birey sayilarinin daha disuk

oldugu goruldd.

Yetmis iki saat sonunda 10 mg/L kontrol grubunun birey sayisi 4.800.000 adet/mL
iken, 10 mg/L paraksantin konsantrasyonu uygulanan grubun birey sayisinin
3.159.333 adet/mL oldugu gérildi. 100 mg/L kontrol grubunun birey sayisi 2.976.000
adet/mL iken, 100 mg/L paraksantin konsantrasyonu uygulanan grubun birey
sayisinin 2.266.667 adet/mL oldugu goruldu. 150 mg/L kontrol grubunun birey sayisi
2.528.000 adet/mL iken, 150 mg/L paraksantin konsantrasyonu uygulanan grubun
birey sayisinin  704.000 adet/mL oldugu goérildi. Kontrol gruplari ile
karsilastirildiginda, paraksantin uygulanan 10 mg/L grubunun birey sayisinin daha

yuksek, 100 mg/L ve 150 mg/L birey sayilarinin daha dusuk oldugu goérildu.

Doksan alti saat sonunda 10 mg/L kontrol grubunun birey sayisi 6.506.667 adet/mL
iken, 10 mg/L paraksantin konsantrasyonu uygulanan grubun birey sayisinin
7.370.667 adet/mL oldugu gérildi. 100 mg/L kontrol grubunun birey sayisi 4.736.000
adet/mL iken, 100 mg/L paraksantin konsantrasyonu uygulanan grubun birey
sayisinin 3.296.000 adet/mL oldugu géruldi. 150 mg/L kontrol grubunun birey sayisi
3.541.333 adet/mL iken, 150 mg/L paraksantin konsantrasyonu uygulanan grubun
birey sayisinin 1.674.667 adet/mL oldugu gdéruldid. Kontrol gruplar ile
karsilastirildiginda, paraksantin uygulanan 10 mg/L grubunun birey sayilarinin daha
yuksek, 100 mg/L ve 150 mg/L grubunun birey sayisinin daha disuk oldugu gorulda.
Paraksantin en ¢ok 150 mg/L konsantrasyona sahip grubun birey sayisini etkiledigi

belirlendi.

SPSS programinda yapilan ANOVA, Tukey HSD, LSD ve Tamhane testi ile istatistik
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analizleri sonuglari degerlendirildi. Onemlilik degeri p<0,05 olarak degerlendirildi. 96
saat sonunda %95 glvenle, tim kafein konsantrasyonlarinda istatiksel olarak anlaml

bir farkhlik bulunmadi.
3.3.1. Isochrysis galbana tiiriine paraksantinin neden oldugu inhibisyon

Calismada 96 saat sonunda /. galbana tiriine paraksantinin neden oldugu inhibisyon
(%) degerleri Sekil 3.6’de belirtildi.
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40

30

y=0,3719x - 4,5256
20 R2=0,99
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ekil 3.6. I. galbana'da paraksantinin neden oldugu inhibisyon (%
S g P g yon (%)

inhibisyon degeri (%), 96 saat sonunda farkli paraksantin konsantrasyonuna maruz
kalan I. galbana’nin birey sayisi kontrole gbére kiyaslanarak belirlendi. 96 saat
sonunda 10 mg/L paraksantin konsantrasyonu /. galbana’nin blyumesinin inhibe
etmedigi géruldu. 100 ve 150 mg/L paraksantin konsantrasyonu sirasiyla %30 ve %52
oraninda inhibe ettigi gérildi. inhibisyon konsantrasyon degeri (ICso) 146 mg/L olarak

belirlendi.

Yeung (2006) tarafindan yapilan ¢alismada bir dinoflagellat olan Crypthecodinium
cohnii tirinde mekanik olarak hicre déngusini énlenmesine neden olan kafeine
hassas depolardan kalsiyum mobilizasyonun iligkisi calisiimistir. Kafeinin hiicre

dongusu surecini inhibe edici oldugu belirtilmistir.

Kumar (1964) tarafindan yapilan bir c¢alismada streptomisinin nispeten dusik
konsantrasyonlari Anacystis nidulans ve Anabaena variabilis buyimesini dnlemigtir.
Bu tirlerin klorofil, karotenoid ve fikosiyanin pigmentlerin Uretimi énemli élglide

streptomisin tarafindan ile inhibe edildigi belirlenmistir.
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Cleuver (2004) tarafindan yapilan bir galismada diklofenak, ibuprofen, naproksen ve
asetilsalisilik asitin ekotoksisitesi Daphnia sp. ve yesil alg Scenedesmus subspicatus
tirinde akut toksisite testi kullanilarak degerlendirilmistir. EC5o toksisite degerleri
Daphina sp. tiriinde 68 - 166 mg/L arasinda ve S. subspicatus tlriinde 72 - 626

mg/L arasinda tespit edilmistir.

Cevreye giren ilag ve kisisel bakim Urinleri Delorenzo (2008) tarafindan suda
yasayan organizmalar Uzerinde zararli etkilere sahip olabilecedi belirtiimigtir. Bu
sebeple yaptigi calismada ila¢ ve kisisel bakim urunlerinin ¢cogunda yaygin olarak
kullanilan simvastatin, klofibrik asit, diklofenak, karbamazepin, fluoksetin ve triklosan
su ortamlarinda varligini tespit etmistir. Standart 96 saatlik statik akut biyolojik test
protokollini kullanarak alti adet ilag ve kisisel bakim Urinleri denizel fitoplankton
turlerinden biri olan Dunaliella tertiolecta Uzerine hem bireysel ve hemde karigim
toksisite analizi uygulanmistir. Test edilen tum ila¢ ve kisisel bakim UrUnleri
D.tertiolecta populasyonun hiucre yogunlugu uzerinde kayda deger bir etkisi
olmamistir. Ancak test edilen ilag ve kisisel bakim uUrunlerinden, sadece triklosan

cevresel konsantrasyonlarda toksisite gostermistir.

Balik yetistiriciliginde kullanilan antibakteriyel ilaglarin (insan ve veteriner amagli
kullanilan) alg toksisitesi Holten ve dig., (1998) tarafindan yapilan bir ¢alismada
arastirilmistir.  Amoksisilin, flumetrin, oksolinik asit, oksitetrasiklin hidroklorir,
sarafloksasin hidroklorur, silfadiazin ve trimetoprimin blyime inhibisyon etkileri
Microcystis aeruginosa, Selenastrum capricornutum ve Rhodomonas salina tirleri
Uzerinde ISO 8692 (1989) protokol agiklanan prosedire uygun olarak degistirilmis
test proseduru uygulanarak gozlemlenmistir. M. aeruginosa, hem R. salina ve hemde
S. capricornutum kiyasla daha yiiksek hassasiyet gostermistir. M. aeruginosa turtinin
ECs toksisite degeri amoksisilin i¢cin 0,0037 mg/L, sarafloksasin hidroklortr 0,015
mg/L, sulfadiazin 0,135 mg/L, flumetrin igin 0,159 mg/L, oksolinik asit i¢in 0,180 mg/L,
oksitetrasiklin hidroklorur icin 0,207 mg/L, R. salina tlirinde trimetoprim i¢in 112 mg/L,
oksitetrasiklin hidroklorir i¢in 1,6 mg/L, oksolinik asit icin 10 mg/L, trimetoprim igin 16
mg/L, flumetrin igin 18 mg/L, sarafloksasin hidroklorir i¢cin 24 mg/L, silfadiazin igin
403 mg/L, amoksisilin icin 3108 mg/L ve S. capricornutum tirQ igin oksitetrasiklin
hidroklorur i¢in 4,5 mg/L, flumetrin igin 5,0 mg/L, sllfadiazin i¢in 7,8 mg/L, oksolinik
asit icin 16 mg/L, sarafloksasin hidroklorir 16 mg/L, trimetoprim igin 130 mg/L,
amoksisilin icin NOEC degeri 250 mg/L oldugunu belirtmigtir.

Brain ve dig. (2002) yaptigi bir ¢calismada antibiyotikler antikloroplastik 6zelliklere
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sahip oldugu bilinen, ancak bu etkilerin su bitkileri Uzerinde neredeyse bilinmemesi
Uzerine 22 antibiyotiginde dahil oldugu 25 ilacin, su bitkisi Lemna gibba‘da fitotoksisite
acisindan degerlendirmistir. 7 gunlik statik yenileme testi kullanilarak 0, 10, 30, 100,
300 ve 1.000 g/L ilag igeren buyime ortami bitkilerle muamele edilmistir.
Antibiyotiklerin 12 farkh sinifinin degerlendiriimesine ragmen sadece florokinolon,
sulfonamid ve tetrasiklin antibiyotik sinifi Gyelerinde dnemli fitotoksisite gorilmustir.
Test edilen siniflar arasinda en toksik Uyeler silfametoksazol, lomefloksasin
klortetrasiklinin yas agirlik ECys degerleri sirasiyla, 38, 37, ve 114 g/L oldugu

gorulmastar.

Aguirre Martinez ve dig., (2013) tarafindan yapilan bir calismada kafein, ibuprofen,
karbamazepin ve novobiosin kirliligini degerlendirmek icin hicresel stresin bir biyolojik
belirteci olarak Ruditapes philippinarum hemositlerinin lizozomal membran
stabilitesini kullaniimis. Ruditapes philippinarum hemolenfinde LMS (lizozomal
membran stabilitesi) degerlendirmek igin nétr kirmizi biriktirme testi (NRRA)
kullanilmistir. Ruditapes philippinarum turtine laboratuvar sartlarinda kafein (0,1, 5,
15, 50 ug/L), ibuprofen (0,1, 5, 10, 50 ug/L), karbamazepin ve novobiosinin (her ikisi
de 0,1, 1, 10, 50 pg/mL) konsantrasyonlarina 35 giin boyunca maruz kalmistir. Deney
sonucunda notr kirmizi biriktirme suresi, kontrol gruplar ile karsilasildiginda
uygulanan c¢evresel konsantrasyonlar (kafein=15 pug/L, ibuprofen=10 png/L,
karbamazepin=1 ug/mL, novobiosin=1 pg/mL) maruz kaldiktan sonra % 50’si 6nemli
Olgclide azalmistir. Etki olmayacagi éngorilen gevresel etki konsantrasyonu (PNEC)
sonuglari bu ilaglarin test edilen gevresel konsantrasyonlarda ¢ok zehirli oldugu

belirtilmistir.

Aguirre Martinez ve dig., (2015) tarafindan gincel kilavuzlarda uygulanan standart
testler ile kafeinin, ibuprofen, karbamazepin ve novobiosin sucul ortamda cevresel
konsantrasyonlarinin yan etkileri, Vibrio fischerinin biyoliminesans tepkisi, Isochrysis
galbana ve Pseudokirchneriella subcapitata blUyume inhibisyonu, Paracentrotus
lividus’de ddllenme, embriyo ve larva gelismesi iceren dort organizmada yan etkileri
tespit edilmistir. Calisma sonucunda kafeinin mg/L  dizeyindeki c¢evresel
konsantrasyonlarinin deniz kestanesi dollenmesi, mikroalg buylime inhibisyonu ve
bakteri biyoliminesans tepkisinin akut toksisite degerlerinden yuksek oldugunu
gOstermistir. Buna ragmen, 0,00001 mg/L ¢evresel ilag konsantrasyonu maruziyeti
sonrasinda deniz kestanesi teratojenitesi izlenmis; karbamazepin ve ibuprofen bu

konsantrasyonda kontrol ile karsilastirildiginda embriyo ve larva geligsimini dnemli
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Olgclide azalttigi bulunmustur (p<0,01). Blylime inhibisyon testi sonucunda kontrol
grubu ile karsilastirildiginda . galbana ve P.subcapitata’da onemli bir bluyume
inhibisyonu gézlenmistir (p<0,01). 96 saat sonunda /. galbana’da kafeinin 1C5, degeri
405,7 mg/L, ibuprofen ICsy 86,0 mg/L, novabiosin ICsy 72,8 mg/L, karbamazepin ICsg
280,2 mg/L, P.subcapitata’da kafeinin ICsy 89,7 mg/L, ibuprofen 1Cs, 162,1 mg/L,

karbamazepin ICso 161,2 mg/L olarak bulunmustur.

Moore ve dig., (2008) gdllerde yasayan Ug tatlisu organizmasi; Ceriodaphnia dubia,
Pimephales promelas ve Chironomus dilutes Uzerinde kafeinin tepkisel cevaplari
calisiimistir. Her bir organizma 0-200 pg/L arahdinda degisen cesitli kafein
konsantrasyonlarina 48 saat maruz kaldiktan sonra, Ureme ve buyumenin zarar

gormesi gibi akut tepkiler gozlendi.

Domozych (1989) tarafindan yapilan bir ¢calismada Gloeomonas kupfferi tiriinde

kafeinin diktiyozom vezikul inhibisyonune sebep oldugu belirtiimistir.

Klobucar ve dig., (2013) tarafindan yapilan bir galismada nitrofurantoinin kontrol ile
24 saat sonunda Kkarsilastinldiginda 30 uM nitrofurantoine maruz kalan
Desmodesmus subspicatus’un biylime orani 6nemli derecede inhibe oldugu
gérulmustir. Cahsmada akut toksisite ECsy degeri 12,4-17,4 mg/L araliinda
degdismektedir. Bu sonuglarin akuatik organizmalar igin toksik ve zararli oldugu
belirtilmistir.

Roudriguez del Rey ve dig., (2011) tarafindan yapilan bir galismada hticresel stresin
molekiler belirteci Hsp70 kullanilarak, Mytilus californianus tiri Gzerinde kafeinin
cevresel konsantrasyonlarinin letal hiicre toksisitesini aragtirmistir. 10, 20 ve 30 gun
boyunca 0,05, 0,2 ve 0,5 ug/L kafein konsantrasyonuna maruz birakilan midyelerin
manto dokusu ve solungaglarinda Hsp70 konsantrasyonlari, kontrol grubu ile
karsilastiriimistir. Laboratuvar sartlarinda kafeinin ¢evresel konsantrasyonlarina
maruz kalan M. californianus tirinin Hsp70 belirtegine karsi bir tepkisel cevap

gOstermistir.

Fernandez ve dig., (2010) tarafindan yapilan bir galismada paraksantinin (1,7-
dimetilksantin) su pire Uzerinde 6lumciil etkisini belirlemek igin LC5,>100 mg/L’yi asan

konsantrasyonlar gerektigini bildirmistir.

Walsh (1983) tarafindan yapilan bir ¢alismada denizel diatom tirli Skeletonema

costatum'un, bocek ilaglari; hekzaklorosiklopentadien, EPN, Kklorpirifos,
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karbofenotiyon ve atrazine maruz birakilmis ve Evans blue boyasi ile hiicre 8limu
igin incelenmigtir. TUm pestisitler hicrelerin dlumine sebep olmustur. Fakat dnemli
derecede 6lim sadece populasyon buylime c¢alismalari sonucu hesaplanan ECs
degerinden daha ylksek konsantrasyonlarda meydana gelmistir. Bir insektisit olan
Amdro denizel alg olan S. costatum, Thalassiosira pseudonana, Isochrysis galbana,
Chlorella sp. ve Dunaliella tertiolecta 6ldirmemistir. Buna ragmen Amdro, disik
konsantrasyonlarda alg populasyon buyiumesini buyuk dl¢glide inhibe edici olmustur.
Ornegin 48. saatte EC degerleri. T. pseudonana igin 0,14 ng/L ve ve D. tertiolecta igin
10,3 pg/L olarak belirtilmistir.
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SONUGLAR VE ONERILER

Kafein diinyada en cok tiketilen kimyasallar arasindadir. Sehir merkezlerinde ve
yerlesimin yogun oldugu yerlerde, kanalizasyon, atik su, gol, akarsu, yeralti suyu ve
deniz suyunda bulunan kafein antropojenik indikator olarak kullanilir. Bu ¢alismada
kafein ve kafein molekilinin bilesimindeki en dnemli metabolit olan paraksantinin,
cevremizdeki deniz ekosistemlerinde de bulunan, deniz uGrinleri yetigtiriciliginde
balik, kabuklu ve yumusakgalarin beslenmesinde de kullanilan, Isochrysis galbana

ve Thalassiosira pseudonana turlerinin cogalmasi Gzerine etkilerinin arastiriimistir.

Son yillarda ¢evresel ortamda farmasétikler varligi, bu bilesiklerin ve metabolitlerinin
yan etkilerinin olusumu hakkinda genel bilimsel ilgi artmistir (Heberer 2002, Halling
Sorensen ve di§. 1998). ilaglar sirekli olarak atik suda ya da dogrudan insan ve
hayvan atilimi ile gevreye salinir. Tipta insanlar icin kullanilan bir¢ok ilag, tamamen
metabolize edilmedigi bilinmektedir. Bu ilaglar vucuttan atilir, kismi olarak
donusturalur veya degismeden polar molekule baglanabilir. Bu badlanan molekuller
kolayca atiksu aritma iglemleri sirasinda ayrilabilir ve sonrasinda ilaglar sucul
ortamda bulunabilir (Heberer, 2002).

Calisma sonucunda 96. saat sonunda kontrol gruplari ile karsilastinldiginda, /.
galbana turinin dremesinin 500 mg/L kafein ve 150 mg/L paraksantin
konsantrasyonlarinda en dusuk dizeyde oldugu tespit edildi. T. pseudonana
tirinde ise 550 mg/L kafein konsantrasyonun dremenin en disik dizeyde oldugu
tespit edildi. I. galbana tirinde kafeinin 1Cs, degeri 447 mg/L, T. pseudonana
tirinde ICso degeri 409 mg/L, /. galbana turinde paraksantinin ICs, degeri 146 mg/L
olarak belirlendi. /. galbana tirinde belirgin bir hiicre duvarinin bulunmamasi (Zhu
ve dig.,1997) nedeniyle kafein ve kafeinin en dnemli metaboliti olan paraksantin
konsantrasyonlarindan, T. pseudonana turl ile karsilastinldiginda daha fazla

etkilendigi dusunulmektedir.

Bu calisma tez calismasi sonucunda kafein ve kafein metaboliti paraksantinin /.
galbana ve T. pseudonana’da hicre déngusi (Yeung, 2008) ve pigment uretimini
(Kumar, 1964) inhibe ettigi disunulmektedir. Kafeinin I. galbana’da neden oldugu

inhibisyon degeri Aguirre Martinez (2015) tarafindan yapilan ¢alisma sonucu ile

34



benzerlik gostermektedir.

Bu calisma antropojenik indikator olarak kullanilan kafeinin fitoplankton ¢ogalmasi
Uzerine etkilerinin arastirildigi ilk calisma niteligindedir. Molekiler diizeyde kafeinin
fitoplankton c¢ogalmasi Uzerine etkilerinin arastiriimasi fitoplankton c¢ogalmasi
hakkinda fikir sahibi olunmasina ve kentsel desarjlarin kiyi ekosistemlerindeki canli

sistemler Uzerindeki etkilerinin anlagiimasina katki saglayacagi dusunilmektedir.
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