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Bu arastirmada, 0.1, 1, 5, 10, 25 ve 50 mg/L’lik derisimlerde krom (VI) iceren
ortama 9 giin siireyle birakilan Chlorella vulgaris hiicresindeki krom (VI)’nin birikimi ve
krom (VI)’min C. vulgaris’in biyokonsantrasyon faktorleri (BKF), hiicre sayisi, biiylime hizi,
protein, seker, klorofil a, klorofil b ve pH iizerine etkisi incelenmistir.

Calismada krom (VI) birikimi, BKF, hiicre sayim, klorofil a, b ve pH analizleri her
giin; protein ve seker analizleri 1, 3, 6 ve 9. gilinlerde yapilmistir. Denenen tiim kosullarda C.
vulgaris’teki krom (V) birikimi, slireye ve ortam derisimlerine bagli olarak artmistir. BKF
degerleri, 10 ve 25 mg/L’lik derisimler hari¢ diger derisimlerde 1’in iistiine ¢gikmigtir. Krom
(VI) etkisinde, C. vulgaris’te hiicre sayisi, bilylime hizi, klorofil a, klorofil b miktarlart
azalmistir. Bu prosesler iizerine krom (VI)’nin toksik etkisinin diisiik derigimlere (0.1, 1 ve 5
mg/L) oranla yiiksek derigsimlerde (10, 25 ve 50 mg/L) daha fazla oldugu belirlenmistir.

Arastirmada, C. vulgaris’in fizyolojik ve biyokimyasal prosesleri lizerine krom
(VI)’'nin toksik etkisinin algdeki krom (VI) birikimiyle dogrudan iliskili oldugu, algdeki
krom (VI) birikimi artik¢a bu proseslerdeki inhibisyonun arttig1 belirlenmistir. Ortamin pH’1
da krom (VI)’nin derisimine bagl olarak azalmistir.

Arastirmada, C. vulgaris’in krom (VI)’ya oldukga hassas oldugu ve ortamdaki krom
(VI)’nin toksik etkisini degerlendirmek igin biyoindikatdr bir tiir olarak kullanilabilecegi
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Krom (VI), Chlorella vulgaris, alg, fizyolojik etki, biyokimyasal etki
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Accumulation of chromium (VI) in Chlorella vulgaris and the effects of chromium
(VD) on bioconcentration factors (BCF), cell number, growth rate, protein, sugar,
chlorophyll-a, chlorophyll-b and pH of Chlorella vulgaris were investigated over nine days
period at concentrations of 0.1, 1, 5, 10, 25 and 50 mg/L.

The analysis of chromium (VI) accumulation, BCF, cell numbers, chlorophyll a and
b and pH were determined each day, protein and sugar contents were determined at 1, 3, 6
and 9 days. BCF rates were over 1 at all concentrations except 10 and 25 mg/L. Cell number,
growth rate, chlorophyll-a and b, protein and sugar contents decreased under chromium (VI)
exposure. The toxic effects of chromium (VI) on these processes were observed at high
medium concentrations (10, 25 and 50 mg/L) rather than at low medium concentrations. (0.1,
1 and 5 mg/L)

It was determined that chromium (VI) effects on physiological and biochemical of C.
vulgaris were directly related with chromium (VI) accumulation by the algae and inhibition
in this process increased with increasing of chromium (VI) accumulation in the algae. pH of
medium decreased due to chromium (VI) concentrations too.

It was determined that C. vulgaris was rather sensitive to chromium (V1) and it can
be used as bioindicator to assess the effects chromium (VI) toxic in medium

Key Words: Chromium (VI), Chlorella vulgaris, algae, physiological effect, biochemical
effect.
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1. GIRIS Ozee OZDIS

1. GIRIS

1.1. Agir Metaller

Giliniimiizde cevreye verilen toksik maddeler doganin ekolojik dengesini
bozacak diizeye ulasmistir. Antropojenik aktivitelerin yogun oldugu kentsel
alanlardan ve cesitli endiistri kuruluslarindan ortama yayilan toksik maddeler c¢evre
kirliligine neden olmaktadirlar. Meydana gelen bu kirliligin 6énemli kaynaklarindan
birini de agir metaller olusturmaktadir.

Agir metaller, yogunluklari 5 g/cm’ *den biiyiik olan elementlerin olusturdugu
bir grup olarak tanimlanmakta ve bu katagoriye giren yaklasik 40 kadar elementten
olugmaktadirlar (Srivastav ve ark., 1994; Zenk, 1996). Cu, Zn, Cd, Pb, Hg, Ni, Co ve
As gibi bu sozii edilen agir metaller, endiistriyel aktiviteler, atik su desarjlar1 ve asit
yagmurlariyla su ekosistemlerine girmektedirler (Moiseenko ve Kudryavtseva,
2001). Su ortamlarina giren bu metaller, besin zincirinde birikebilmekte ve ekolojik
zararlara neden olmakta ve hatta insan sagligini tehdit edebilmektedirler (Grimanis
ve ark., 1978; Adams ve ark., 1992; Ermosele ve ark., 1995). Bir ¢ok insan
hastaliklarinin artan agir metal kirliligiyle iliskili oldugu zaten bilinmektedir;
ornegin, Hg norolojik etkilere, Cd ve Pb kanserojenik etkilere, Sr kemik dokularinda
patolojiye ve Cu ise anemiye neden olmaktadir (Kovalsky, 1974; Alabaster ve Lloyd,
1982; Foulkes, 1990; IPCS,1992). Bununla birlikte asagida verilen nedenlerden
dolay1 ortamdaki tehlikeli agir metal diizeylerini belirlemek oldukca giigtiir: 1. Cogu
metaller (Cu, Zn, Co, Sr ve Ni gibi) gerekli yani organizmada zaten dogal olarak
mikro diizeylerde bulunmaktadir. 2. Metalle zehirlenme hem metalin direkt
toksisitesine hem de mutajenik, embriyotoksik, gonadotoksik ve kanserojenik
etkilerini iceren uzun dénem biyobirikiminin sonucu olabilmesi. 3. Toksik etkilerin
metalin 6zelligine, metal kombinasyonlarina (yani sinerjik ve antogonistik etki) ve
diger faktorlere bagli olabilmesidir (Moiseenko ve Kudryavtseva, 2001).

Glinlimiizde su ekosistemlerinin agir metallerle kirlenmesi en kritik ¢evresel
sorunlardan biridir (Nriagu, 1998; Silva ve ark., 1999). Bu metallerin toksisiteleri ve

biyolojik bulunurluluklari hedef organizmanin tiiriine, metalin 6zelliklerine ve ortam
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faktorlerine baghdir (Tao ve ark., 1999). Endiistriyel atiklar, evsel atiklar ve diger
kirleticilerin ortama gelisigiizel bosaltilmas1 ¢evrenin kirlenmesine ve hedef
organizmalarin fizyolojik ve biyokimyasal aktivitelerinin olumsuz etkilenmesine
neden olmaktadirlar.

Agir metaller su kirliliginin biiylik bir kismindan sorumlu tutulmaktadirlar;
¢linkii dlinyanin bir ¢ok bolgesinde kritik diizeylerde bulunduklari saptanmistir. Agir
metaller her zaman her yerde bulunmakta ve proteinlerin siilfidril gruplarina
baglanarak protein ve enzimlerin yapisini degistirerek organizmaya toksik etki

yapmaktadirlar (Hodson, 1988).

1.1.1. Agir Metallerin Biyolojik Bulunurlulugu, Alinim Biyolojisi ve

Toksisitesi

Dogal yada antropojenik kaynaklarla su ekosistemlerine giren agir metaller,
suda serbest iyon seklinde veya inorganik ve organik anyonlarin ¢oziinmiis
kompleksleri seklinde bulunmaktadirlar. Buna ek olarak ¢oziinmemis kompleks ya
da organik partikiiller seklinde de bulunabilmektedirler. Bunun sonucu olarak
organizmalar agir metallerin serbest iyon seklinde olanlarini sudan dogrudan alirken
agir metallerin bazilarini besin zinciri yoluyla bazilarin1 da sedimentten dogrudan
aldiklar1 belirlenmistir (Hodson, 1988; Klerks ve Fraleigh, 1997). Hiicreler, metal
iyonlarin1 hiicre igine aktif ya da pasif taginma ile hiicre yiizeyi araciligiyla
almaktadirlar. Once metal iyonlar: hiicre yiizeyine difiize olur ve metale kimyasal
affinite gosteren hiicre yiizeyindeki bolgelere baglanirlar. A sinifi metaller (K, Ca,
Mg gibi) esas olarak oksijen bakimindan zengin ligandlara (karboksil gruplar1 gibi),
B smifi metaller (Hg, Pb, Pt, Au gibi) siilfiir ve nitrojen bakimindan zengin
ligandlara (amino asitler gibi) baglanarak, gecis metalleri (Cd, Cu, Zn gibi) ise B
sinifi metalleri gibi davranarak hiicre i¢ine alinmaktadirlar (Niebor ve Richardson,
1980). Bu agama pasif birikim, adsorpsiyon, iyon degisimi, koordinasyon, kompleks
olusumu, selat olusturma ve mikro presipitasyon proseslerini igerir. Hiicre igine
alinan metal iyonlar1 ise metal baglayici proteinlere ya da diger hiicre i¢i bolgelere

baglanirlar (D6nmez ve Aksu, 2002).
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Genelde agir metal alimim kapasiteleri c¢alisilan tiire bagli olarak 6nemli
farkliliklar gostermektedirler. Divalent agir metal iyonlar i¢in rapor edilen bu
degerler; bakteriler i¢cin 0,05-0,2 mmol/g, mantar ve mayalar i¢in 0,2-0,5 mmol/g,
tatli su algleri i¢in 0,5-1,0 mmol/g ve deniz algleri i¢in 1-1,5 mmol/g araligindadir
(Yu ve ark., 1998). Kennish’in (1992) listesinde deniz flora ve faunasi {izerine agir
metallerin goreceli toksisiteleri sOyle stralanmistir;
Hg>Cd>Cu>Zn>Ni>Pb>Cr>Al>Co. Agir metallerin biyolojik bulunurluluklar
sedimentin katyon degistirme kapasitesine, su ve sedimentin pH’sina, redoks
potansiyeline, suyun sicakligina, tuzluluguna, organik igerigine ve diger agir
metallerin konsantrasyonuna baglidir (Wahbeh, 1984; Ward, 1989).

Ortamda bulunan agir metal iyonlar1 canlilar i¢in oldukca toksiktir. Asiri
metal konsantrasyonlari: 1. Hiicre membraninin permabilitesini degistirerek 2. (-SH)
siilfidril gruplariyla reaksiyona girerek 3. Fosfat gruplar ve aktif ADP ya da ATP
gruplariyla reaksiyon affiniteleriyle 4. Gerekli iyonlarla yer degistirerek toksisiteye
neden olmaktadirlar (Patra ve ark., 2004). Sunda ve Huntsman (1998) agir metallerin
toksik etkilerinin genellikle, metabolik bolgelerdeki besin elementleri ile toksik
metallerin yer degistirmesi sonucu gerceklestigini belirtmislerdir.

Metallerin  toksik  etkileri; metalin kimyasal formuna, biyolojik
bulunurluguna, alinim yoluna, metalin aksiyon etkisine ve metabolizmasina, diger
metallerle etkilesimine, metalin akut ve kronik etkisine, toksik etkisini gdsterecegi
hedef bolgeye, hiicre i¢i fizyolojik proseslere (solunum, fotosentez gibi) ve genetik
adaptasyonlara baghdir. Metallerin bu toksik etkilerine karsi gosterilen yanit
mekanizmalari; 1. Ozel olarak iiretilen organik bilesiklerce metallerin depolanmasi 2.
Bazi hiicre boliimlerindeki kompartmantalizasyonu 3. Metal iyonlarinin tekrardan
disar1 atilmasiyla olmaktadir. Metallothioneinler, ferritinler ve fitogelatinler gibi canli
organizmalarda bulunan yapilar metallerin baglayarak metallerin hiicreye verecegi

zararh etkileri onlemektedirler (Patra ve ark., 2004).
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1.1.2. Agir Metallerin Simiflandirilmasi

Agir metaller metabolik fonksiyonlarindaki rollerine goére ikiye
ayrilmaktadirlar. Bunlardan ilki mikroelementlerdir. Bunlar Zn ve Cu gibi gerekli
metaller olup bircok fizyolojik proseste gorev yapmaktadirlar. Diisiik
konsantrasyonlarda gerekli olan bu metaller yiliksek konsantrasyonlarda oldukca
toksik olup canli hiicrelere zarar vermektedirler. Agir metallerin ikinci grubu Cd ve
Hg gibi metallerin girdigi gereksiz metaller grubu olup hiicrede herhangi bir
fizyolojik gorevleri olmayan ve diisiik konsantrasyonlarda bile oldukca toksik olan

metallerdir.

1.2. Alglerde Agir Metal

Algler su ekosistemlerindeki organik metal dongiisiinde Onemli bir rol
oynamaktadirlar. Bazi agir metallerin, tathi su ve deniz kirleticileri olduklar1 iyi
bilindiginden son zamanlarda bu metallerin algler iizerine olan toksik etkilerini
arastirmaya daha fazla 6nem verilmektedir (Reed ve Gadd, 1990; De Fillips ve
Pallaghy, 1992).

Besin zincirinin en temel elemanlar1 ve tath su ve deniz ekosistemlerindeki
tiretimin 6nemli 6geleri olduklarindan algler, su ekosistemlerinin 6nemli bir canli
grubudur. Birincil {ireticiler olan algler yeryiiziindeki karbonun 6nemli bir kismini
baglamakta ve fotosentez yoluyla atmosferdeki oksijenin biiylik bir kismini
olusturmaktadirlar. Algler {iizerine herhangi olumsuz bir etki, daha yiiksek
seviyelerdeki organizmalar1 olasilikla etkileyecektir ve sonug¢ olarak tiim sucul
ekosistem bundan zarar gorebilecektir (Franklin ve ark., 2000).

Algler kolay bulunurluklari, yiiksek ylizey alani1 ve yiiksek baglama affinitesi
(Royd ve Shane, 1993; Bakkaloglu ve ark., 1998) nedeniyle metal alinim
calismalarinda siklikla bagvurulan organizma grubudur. Algler yasadigi ortamlardaki
agir metalleri almalar1 ve biriktirmeleri bakimindan oldukg¢a biiylik bir yetenege
sahiptirler (De Fillips ve Pallaghy, 1992). Algler, ¢ogu karasal tiirevli olan hem

organik hem de inorganik kirleticilere olduk¢a duyarlidirlar (Bringmann ve Kuhn,
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1980). Fitotoksisite iizerindeki goézlemler, cogunlukla tatli su algleri kullanarak
laboratuvar ortaminda yapilan deney verilerine dayanmaktadir. Bu deneyler alg
populasyonlar1  iizerine  kirleticilerin  etkilerini  belirlemek i¢in  yeterli
olabilmektedirler. Dogal mikroorganizma populasyonlar1 iizerine kirleticilerin toksik
etkileri kisa-donem testlerle belirlenmektedir ki bu, algler gibi mikrobiotanin
aktivitesinin inhibisyonu olarak belirlenmektedir (Nystrom, 1997; Paulsson, 2000).

Fitoplanktonlardaki metal birikimini anlamak sucul ekosistemlerdeki
metallerin biyolojik akibetinin belirlenmesinde olduk¢a Oonemlidir (Wang ve Dei,
2001). Algler iizerine olan laboratuvar caligmalarinda alglerdeki metal alinim ve
toksisitesinin serbest metal konsatrasyonlarina bagli oldugu gozlenmistir (Campbell,
1995). Ayrica metal alimim ve toksisitesi, organizmanin tolerans yetenegine ve metal
etkilesimine verecegi detoksifiye edici yanit yetenegine de baglidir (Soldo ve Behra,
2000).

Algler tarafindan metal iyonlarinin alinimi, metal soliisyonunun kimyasal
kompozisyonuna, alg tiirline, metalin iyonik yiikiine ve metal tiirlerine bagl olarak
degismektedir (Sing ve ark., 2001; Gupta ve ark., 2001; Aksu, 1998; Holan ve
Volesky, 1994). Ayrica, 151k, pH, sicaklik ve selatlayict ajanlar gibi fizikokimyasal
faktorler de alglerdeki agir metal alinimini etkilemektedirler (Depledge ve ark, 1995;
Phillips, 1995).

Alglerde metal etkilesiminde intraspesifik ve interspesifik degisiklikler
meydana gelmektedir (Blanck ve ark, 1984; Blanck ve Wangberg, 1988a). Algler
metallerin toksik etkilerinden korunmak igin; 1. Metal alinimini kontrol altina
almakta, 2. Igeriye alman metalleri geri dis ortama vermekte, 3. Alinan metalleri
hareketsiz  bir formda hiicre icinde biriktirmektedirler. Bu  korunma
mekanizmalarinin asil amaci reaktif metallerin duyarli hedeflere (DNA ve proteinler
gibi) yapacagi olas1 toksik etkileri Onlemektedir. Hiicresel ligandlar tarafindan
metallerin depolanmasi Okaryotik su organizmalarindaki yiiksek metal toleransini
gosteren en yaygin adaptasyon mekanizmalarindan biridir (Mason ve Jenkins, 1995).
Hiicresel ligandlar Ornegin fitoselatinler bitki ve alglerdeki metallerin

depolanmasinda olduk¢a onemlidirler. Gergekten de, hem tath su algleri (Pawlik-
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Skowronska, 2001) hem de deniz alglerindeki (Ahner ve Morel, 1995; Grill ve ark,
1985) artan agir metal etkisine yanitta fitoselatinlerin liretiminin arttig1 gézlenmistir.
Mikroalgler, negatif ylizey yiikiine sahip olduklarindan agir metal iyonlarina
kars1 yiiksek bir affiniteye sahiptirler (Ramani, 1974). Mikroalgler diger mikrobiyal
canlilar gibi adsorbsiyon ya da absorpsiyon mekanizmalariyla agir metal iyonlarini
akiimiile edebilmektedirler. Bu nedenle algler atik sulardaki agir metallerin
uzaklagtirilmasi ¢aligmalarinda siklikla kullanilmaktadirlar. Yine alglerin kullanilma
nedenlerinden biri de enerji kaynagi olarak 15181 kullanmalar1 ve organik karbon
kaynaginin yoklugunda bile metabolizmalarinin devamliligin1 saglayabilmeleridir.
Son 200 yillik stirede binlerce alg tiirii belirlenmis olmasina ragmen toksik metal
iyonlariin depolanmasindaki yetenekleriyle ilgili az bir ¢calisma vardir (Donmez ve

ark., 1999).

1.2.1. Metallerin Adsorpsiyonu ve Alinimi

Algler, adsorpsiyon, presipitasyon ve metabolizmaya-bagli proseslerle
fiziksel, kimyasal ve biyolojik mekanizmalarla dis ortamdakinden ¢ok daha yiiksek
miktarlarda agir metal iyonlarini biriktirmektedirler (Gadd, 1988). Agir metaller
canli hiicreler, 6lii hiicreler ve hiicre yiizeyinin yapisal elemanlari, hiicreden disar
verilen metabolitler ve polisakkaritler gibi biyokimyasal {irlinler tarafindan konsantre
edilebilmektedirler (Wong ve ark., 1984).

Mikrobiyal metal alinimi siklikla iki yolla olmaktadir (Rai ve ark., 1981; Cho
ve ark., 1994; Collard ve Matagne, 1994). Bunlardan ilki hiicre duvar1 yada dis
ylizeye baglanma ya da adsorpsiyonla gergeklesen ve hizli olan metabolizmadan-
bagimsiz alinim ikincisi ise daha yavas olan ve hiicre membranindaki tasiyicilarla
gerceklesen metabolizmaya-bagimli alinimdir.

Metabolizmadan-bagimsiz alinimda metallerin = alinimi  hiicre  duvari
bilesenlerince gergeklesmektedir. Alglerde metalin biyosorpsiyonu genellikle hizli,
geri dontigiimlii ve yaklasik 5-10 dakikada tamamlanmaktadir (Gadd, 1988; Zhang ve
Majidi, 1994). Oldiiriilmiis alg ya da metabolik olarak inaktive edilmis algler,

biyosorpsiyon miktarinin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadirlar.
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Metabolizmaya bagimli alimim ise genellikle daha yavas (saatlerce hatta
giinlerce) olup diisiik sicaklik, enerji kaynaklarinin (6rnegin 151k gibi) yokluguyla ve
metabolik inhibitorlerle inhibe edilmekte ve ortam kosullarindan etkilenmektedir

(Gadd, 1988; Garnham ve ark., 1992).

1.2.2. Metallerin Birikim Bolgeleri

Alglerde metal birikimi hiicre yiizeyindeki (hiicre duvari, membran ya da
musilajlarla) adsorpsiyon (biyosorpsiyon) ya da organeller, sitoplazmik ligandlar ve

sitoplazmik yapilarca i¢ absorpsiyonla olmaktadir.

1.2.2.1.Hiicre yiizeyleri

Metaller hidroksil (-OH), fosforil (-PO30,), amino (-NH, ), karboksi (-
COOH), siilfidril (-SH) ve tiyol gruplarmi igeren spesifik fonsiyonel gruplara
baglanmaktadir (Rai ve ark., 1981). Ornegin; Chlorella vulgaris’te Cd’ye oranla Zn
adsorpsiyon boélgeleri daha fazla olup karboksil gruplar1 da hiicre duvarindaki metal
adsorpsiyonunun en Onemli bdlgeleridir; bununla birlikte amino gruplari da bu

aliimda rol oynamaktadirlar (Cho ve ark., 1994).

1.2.2.2. Organeller ve Hiicre Alt1 Bilesenleri

Bir metal hiicre i¢ine girdiginde ya hiicre ici bilesenlere baglanir ya da
presipite edilir (Gadd,1988). Biyolojik makromolekiiller ve enzimler fonksiyonel
gruplar olarak yada kofaktor olarak metallere gereksinim duyarlar. Metaller
Okaryotik alg ve mavi-yesil alglerin hiicre i¢i metal-baglayic1 proteinlerinde,
polifosfat yapilarinda (Zhang ve Majidi, 1994) ve bazi Okaryotik alglerin
vakuollerinde (Garnham ve ark.,1992) akiimiilasyon yoluyla detoksifiye

edilmektedirler.
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1.2.3. Biyomonitoring ve Biyokonsantrasyon Faktorii

Deniz ve tath su algleri bulunduklar1 ortamlardaki agir metalleri biriktirme
yetenekleri nedeniyle antropojenik atiklarin biyolojik monitorii olarak onemli bir
potansiyele sahiptirler (Rai ve ark., 1981). Algler sudaki metalleri biriktirme
yetenegine sahip olup bu oOzellikleriyle diger organizmalarla karsilagtirilabilirler
(Flegal ve ark., 1993; Stronkhorst ve ark., 1994). Alglerin metal akiimiilasyon hizlar
metal baglama bolgelerinin selektivitesine ve miktarina baglidir (Ramelow ve ark.,
1987).

Biyokonsantrasyon faktorleri (BKF) regiilator amaclar icin oldukca yararh
olamaktadir (Eisler, 1985; Moore, 1991). BKF, alg biyomasindaki metal miktarinin
(ng/g k.a.) sudaki metal miktarina (pug/L) oranidir (Stevenson ve ark., 1996).
Skowronski ve Przytocka- Jusiak (1986), bu oranin pH’daki degismelere, suyla
iligkideki algin goreceli biyomasindaki degisikliklere duyarli oldugunu ve diger

faktorlerin de bu denge konsantrasyonunu etkileyebilecegini belirtmistir.

1.2.4. Algler Uzerine Agir Metal Stresinin Etkileri

Biiylime ve metabolizma i¢in gerekli olan besleyici metaller de dahil tim
metaller, yiiksek konsantrasyonlarda alglerin metabolik sistemlerinin iizerine toksik
etki yapmaktadirlar (Rai ve ark, 1981). Agir metallerin bu toksisite mekanizmalart;
ornegin enzimler, poliniikleotidler, gerekli niitrient ve iyonlarin transport sistemleri
gibi 6nemli molekiillerin fonksiyonel gruplarini bloklayarak, hiicresel bolgelerdeki
gerekli iyonlan ¢ikartarak ve / ya da onlarla yer degistirerek, enzimleri denatiire ya
da inaktive ederek, hiicre ve organellerin membran biitiinligiinii bozarak toksik
etkilerini gostermektedirler. Ayrica metaller, serbest radikal olusumuna neden olarak
da toksik etkilerini gorstermektedir. O ve OH'gibi radikaller de amino asitler,
proteinler, karbonhidratlar, niikleik asitler ve lipidlere saldirarak zarar vermektedirler

(Mallick, 2004).
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1.2.4.1. Hiicreye Etkileri

1.2.4.1.(1). Enzim Aktivitesi ve Metabolik Yollara Etkileri

Yiiksek metal konsantrasyonlari, fotosentez, solunum ve biyolojik
molekiillerin sentezi gibi biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlar1 kontrol eden

enzim sistemleri iizerine toksik etkilere neden olmaktadirlar (Rai ve ark., 1981).

1.2.4.1.(2). Fotosentez

Fotosentez hiz1 alglerdeki metal stresini degerlendirmek igin siklikla
Olgiilmektedir. Cogu agir metallerin alglerdeki CO, alinmmi ya da O;’in
evoliisyonunu inhibe ettigi goézlenmistir (Rai ve ark,1981). Metaller tarafindan
fotosentezin etkilenmesi ya metalin dogrudan fotosentez yoluna zarar vermesi ya da
iyon dagilimini bozarak, enzim aktivitesini engelleyerek ve non-fotosistem membran
permabilitesi lizerine yapacaklart dolayli etkinin yanmiti olarak gdzlenmektedir

(Heath, 1994).

1.2.4.1.(3). Pigmentler

Fotosentetik pigment konsantrasyonlari, kolayca 0l¢iilebilir ve bu nedenle de
regiilator amaglar i¢in stres Ol¢iimiinde siklikla kullanilirlar. Klorofil a siklikla
Olciilen pigment olmasina ragmen karotenoidler de agir metal stresinden
sorumludurlar (Rai ve ark, 1992). Alglerde klorofil icerigindeki bir diisiis, pigmentte
herhangi bir zarar olmaksizin yogunluktaki bir degismeye bagl olabilir. Saint-Louis
ve ark. (1994), Pavlova lutheri populasyonunda hiicre yogunlugundaki azalmalarin

klorofil konsantrasyonunun diismesine neden oldugunu rapor etmislerdir.
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1.2.4.1.(4). Biyolojik Makromolekiiller

Agir metaller, hiicrelerdeki organik makromolekiillerin goéreceli miktarinda
degisiklige neden olabilmektedirler. Yiiksek Ni diizeyleri, Heamatococcus un protein
ve karbonhidrat igerigini disiirmiistiir (Xylander ve Braune, 1994). Selesnastrum
capricornutum’da diisiik Cd diizeyi, lipid ya da proteinden daha yiiksek olacak

sekilde karbonhidrat sentezine neden olmustur (Thompson ve Couture, 1993).

1.2.4.1.(5). Biiyiime ve Yogunluga Etkileri

Toksikantlarin molekiiler diizeydeki etkileri siklikla biiylime hizindaki diistise
ya da biiylimenin lag fazinin bozulmasina atfedilmektedir. Biiylime hizindaki
degisiklikler, standart toksisite testleri icin oldukc¢a uygundur. Ciinkii; azalan alg
biliylimesi daha yiiksek diizeylerdeki tiiketicileri de etkilemektedir (Nyholm ve
Kallqgvist, 1989).

1.2.4.2. Tolerans Mekanizmalari

Algler, hiicre yiizeyindeki metallerin baglanma bdolgelerinin azalmasi,
metabolizmaya bagimli alinimin inhibisyonu, genetik adaptasyon, morfolojik
degisiklikler ve hiicre i¢i detoksifiye edici mekanizmalar ya da hiicre i¢i depolama
bolgeleriyle hiicresel diizeyde agir metal stresini tolere edebilmektedirler (Rai ve ark,
1981).

Mikroorganizmalar, diisiik hiicre i¢i konsantrasyonlari korumakla ya da
enzimatik detoksifikasyon, hiicre i¢i metal-baglayict polimerleri senteziyle, hiicre
ylizeyine baglamayla ya da hiicre yiizeyindeki ¢6ziinmez metal komplekslerinin
presipitasyonunu igeren mekanizmalarla agir metal stresini tolere edebilmektedirler
(Wood ve Wang, 1985). Metallothioneinler gibi sitoplazmik selatdrler mavi-yesil
alglerdeki metal stresinin detoksifiye edilmesinde 6nemli bir rol oynarlar (Gadd,

1988).

10
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1.3. Krom

Krom, ilk kez Fransiz kimyaci Vauquelin tarafindan 1798’de Sibiryadaki
kirmizi kursun madenlerinde kesfedilmistir. Cr, Ar3d4s' elektronik kofigiirasyon
durumuyla peryodik tablonun VI-B grubunda yer alan bir gecis elementidir. Cr’un
stabil olmayan ve biyolojik sistemlerdeki kisa Omre sahip diger degerlikteki
durumlarina ragmen Cr’un stabil formlar1 Cr(III) ve Cr(VI)’dir. Cr(VI), kromun en
toksik formu olup genellikle kromat (CrO,” ) olarak oksijenle ya da dikromat
(Cr,0',) olarak oksianyonlarla kompleks yapmis formda bulunmaktadir (Shanker ve
ark., 2005). Cr(III) ise oksit, hidroksit ve siilfat formlarinda bulunup ¢ok daha az
hareketli, su ve topraktaki organik materyale giiclii bir sekilde bagl olarak bulunur.
Cr(VI) giiglii bir okside edici ajan olup organik madde varliginda Cr(Il)’e
indirgenmektedir. Bu doniisiim asidik topraklar gibi asidik ortamlarda daha hizli
olmaktadir (McGrath ve Smith, 1990). Bununla birlikte Cr(VI)’'nin yiiksek diizeyleri,
ortamin indirgeme kapasitesinin {stiinde olup bir kirletici olarak davranmaya
baslar.Ayrica Cr(IIl) de asir1 oksijen varliginda Cr(VI)’ya oksitlenebilir ve ¢ok toksik
bir forma tekrardan doniismiis olur (Vajpayee ve ark., 1999).

Krom diinyada en ¢ok bulunan yedinci elementtir (McGrath ve Smith, 1990).
Yerytiziindeki Cr miktar1 100-300 pg/g araliginda degismektedir. Cr hava, toprak ve
su ekosistemlerinde dogal olarak bulunmaktadir. Topraktaki dogal bulunurlugu 10-
50 mg/kg arasindadir. Tathi sulardaki konsantrasyonu genellikle 0.1-117 pg/L
arasindayken denizlerdeki konsantrasyou 0.2-50 ug/L arasindadir. Atmosferdeki Cr
konsantrasyonu ise olduk¢a farklilik gostermekte olup 5x107°-1.2x107 pg/m’
arasindayken kirli alanlarda 0.015-0.03 pg/m’ arasindadir (Nriagu, 1988).

Krom, tabak yapimi, boyama, alasim, kimyasal maddelerin yapimi (Palmer ve
Wittbrodt, 1991), maden sanayii, pigment, tekstil ve elektro kaplamaciliktaki
(Vajpayee ve ark.,1999) yaygin kullanimma bagli olarak cesitli endiistriyel
alanlardan dogal su ekosistemlerine girmektedir. Diinyadaki kullanimi her yil
yaklagik 107 ton civarindadir; bunun yaklasik %60-70’1 gelik ve %15°i de tabak
yapimi, pigment ve elektrokaplamacilik gibi kimyasal endiistri prosesinde

kullanilmaktadir (Stern, 1982; Papp, 1985). Bu antropojenik aktiviteler kromu, su,

11
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toprak ve hava ekosistemlerinde ciddi bir kirletici potansiyeli haline getirmis ve
Cr’un g¢evredeki biyolojik bulunurlugunu ve biyohareketliligini artirmistir. Cevredeki
kromun kritik degerlendirmeleri iizerine detayli derlemeler Kimbrough ve ark.
(1999) ve Kotas ve Stasicka (2000) tarafindan yapilmistir. Atik sulardaki izin verilen
Cr miktar1 2.0 pg/mL iken bu deger genellikle 2000-5000 pg/mL’yi bulmaktadir
(Vajpayee ve ark.,1999). Kaplamacilik endiistrisi atik sularindaki Cr(VI) ve Cr (III)
derisimleri sirastyla 25-100 ve 5-50 ng/L arasindayken tabak yapimi endiistrsindeki
Cr(IIT) konsantrasyonu 1500 pg/L olarak tespit edilmistir (Dirilgen ve Dogan, 2002).
Atik sulardaki Cr tiirlerinin konsantrasyonlar1 Cr’un kullanildig1 endiistriyel
proseselerdeki cesitlilige bagli olarak degismektedir (Nriagu, 1988). Bu nedenle
Cr(VI) maden sanayiinde Cr(IIl) ise tabak yapimi, tekstil ve dekoratif kaplama
enddistrisi atik sularinda daha yiiksek diizeylerde bulunmaktadir (Dirilgen ve Dogan,

2002).

1.3.1. Krom Tayininde Kullanilan Analitik Metodlar

Dogal ve kirlenmis sulardaki krom konsantrasyonlarini belirlemek i¢in
kullanilan esas analitiksel yontem Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi (AAS)’dir
Burrell, 1974; Welz, 1975). Bununla birlikte grafit firrm1 (Martin ve ark., 1975) ve
kolorimetre (APHA, AWA, WPCF, 1980) de Cr derisimlerinin tayininde
kullanilmaktadir. Deteksiyon limitleri, kullanilan tekniklere bagli olarak farklilik
gostermektedir; Flame AAS’de 0.01 mgCr/L, kolorimetrik metodda ise 0.1 mg/L’dir.
Son zamanlarda notron aktivasyon, X-ray fluorescence, atomik fluorescence gibi

tekniklerle de Cr tayini yapilmaktadir.
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Cizelge 1.1. Krom elementinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (http://e-
egitim.teknolojikarastirmalar.com/Periyodik/PERIODIC/PERIODIC/Cr.html)

Ortalama atomik kiitle
Kaynama noktasi

Boyca genlesme katsayisi
Yogunlugu

Elektrik iletkenligi

Is1 iletkenligi

Niteligi

Yanabilirlik smifi

Erime noktast

Molar hacmi

Fiziki hali

Isinma 1s1s1
Notron/proton/elektron sayisi
Atomik yar1 ¢capi

Atomik hacim

Iyonik yar1 ¢ap1

Kovalent yar1 ¢capi
Kristal yapisi

Elektron konfigiirasyonu

Her enerji seviyesindeki elektron sayisi

51.9961

294 K 2672°C 4828°F
62x10”cm/cm/ °C(0 °C)
7.19 g/cc
0.0744x10%cm

0.937 W/cmK

Sert kirillgan gri renkli gecis metali
Yanici olmayan kati
2130K 1857°C 3375°F
7.78 cm’/mol

Kat1 (20°C 1 atm)

0.45 J/gK

28/24/24

1.85 A

7.23 cm’/mol

0.52 A

1.18 A

Kiibik merkezli

15725 p®3sp°d’4s'
2,8,13,1

1.3.2. Krom Alinimi, Translokasyonu ve Birikimi

Hem prokaryot (Dreyfuss, 1964) hem de okaryotlarda (Wiegand ve ark.,

1985; Alexander ve Aashet, 1995) Cr, biyolojik membrani aktif tasima ile

gecmektedir. Bitkilerde krom ile organizma arasindaki ilk etkilesim kromun alinim

prosesi esnasinda olmaktadir. Cr bitkiler i¢cin gerekli olmayan ve toksik bir metal

oldugu i¢in bitkilerce alinimi i¢in spesifik mekanizma prosesi yoktur. Kromun toksik

etkileri esas olarak metalin alinimi, translokasyonu ve birikimi gibi faktorlere
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baghdir. Cr(VI)’nin alinim yolu siilfat gibi gerekli anyonlarin taginmasina katilan
aktif bir mekanizmayla olmaktadir (Cervantes ve ark., 2001). Fe, S ve P‘nin
tastyicilara baglanmak i¢in Cr ile rekabet ettigi bilinmektedir (Wallace ve ark.,
1976). Kimyasal 6zelliklerindeki (oksianyon yiikii gibi) benzerliklerinden dolay1 Cr
alinimi siilfat ve fosfat analoglar1 olarak aniyonik kanallar yoluyla olmaktadir
(Simkiss ve Taylor, 1995). Metabolik inhibitérler Cr(VI)’nin aliimini azaltirken
Cr(IlT) bu durumdan etkilenmemektedir. Bu da iki kromdan Cr(VI)’nin metabolik
enerjiye bagl olarak alindigin1 géstermektedir (Skeffington ve ark., 1976).

1.3.2.1. Mikrobiyal Krom Transportu ve Birikimi

Siilfat transport sistemiyle krom tranportu ilk kez Salmonella typhimrium
(Dreyfuss, 1964; Pardee ve ark., 1966; Hyrniewiez ve ark., 1990) ve sonra da
Escherichia coli (Karbonowska ve ark., 1977; Sirko ve ark., 1990), Pseudomonas
fluorescens (Ohtake ve ark., 1987) ve Alcaligenes eutrophus’da (Nies ve ark., 1989)
kanitlanmistir. Katyonik Cr(III) tiirevleri Salmonella lipopolisakkaritlerine (Synder
ve ark., 1978), Bacillus subtilis ve E. coli hiicre duvarlarina (Flemming ve ark.,
1990) B. licheniformis’in kapsular polimerlerine (McLean ve ark., 1990) gii¢lii bir
sekilde baglanmaktadirlar. Alglerdeki krom tasinimiyla ilgili bilgiler pek fazla
degildir (Schroll, 1978). Alglerdeki Cr birikimi iizerine farkliliklar rapor edilmistir;
Ornegin, yesil algler, kirmizi ve kahverengi alglere oranla daha fazla Cr
biriktirmislerdir. Fitoplanktonlardaki Cr(VI)’nin biyokonsantrasyon faktorii 200 ila
500 arasindadir (Wang ve ark., 1997). Epifitik (bitkiler {izerinde yasayan
organizmalar) algler, atmosferik kirleticilere yiiksek bir affinite gdstermekte olup
havadaki agir metalleri alabilmektedirler. Karayollarina yakin yerlerde Plasrococcus
sp. epifitik alginde Cr ve Pb igerigi yiiksek bulunmustur (Sims ve Reynolds, 1999).
Mayalarda Cr(VI) non-spesifik anyonik tasiyicilarla hiicre igine alinmaktadir

(Marzluf, 1970).
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1.3.2.2. Bitkilerdeki Cr Transportu ve Birikimi

Bitkilerde Cr alinimi farklilik gostermektedir. Bazilar1 Cr (VI)’y1 aktif tagima
ile Cr (II1) 1 pasif tagima ile alirken (Skeffington ve ark., 1976) bazilarinda her iki Cr
tiirlide aktif tasinma ile alinmaktadir (Ramachandran ve ark., 1980). Bazilarinda da
mikroorganizlardaki gibi siilfat transport sistemi CrO4>’nin almminda rol
oynamaktadir (Shewry ve Peterson, 1974). Bitki i¢inde kromun translokasyonu ve
birikimi, bitki tiirline, ortamdaki Cr konsantrasyonuna (Kleiman ve Cogliatti, 1998)
ve krom tipine (Mishra ve ark., 1995) bagl olarak farklilik gdstermektedir. Ornegin
analiz edilen 10 ekin tiirtinden 7’sinde Cr (VI)’nin Cr (III)’e oranla daha ¢ok biriktigi
gbzlenmistir (Zayed ve ark., 1998). Bitkilerde Cr (VI)’nin Cr (IlI)’e doniisiimiiniin
esas olarak koklerde oldugu rapor edilmistir. Bitki organlarindaki krom birikimi
farklilik gostermektedir. Bitki kokleri, siirgiin ve diger dokulara oranla 10-100 kat
daha fazla Cr biriktirmektedir (Zayed ve ark., 1998; Srivastava ve ark., 1999).

1.3.3. Kromun Canlilar Uzerine Toksik Etkileri

Onceki galismalarda, oksidasyon durumuna bagl olarak kromun biyolojik
etkileri arastirilmistir; Cr (VI) ¢ogu organizmalar i¢in oldukga toksik iken Cr (III)
daha az toksiktir (Wong ve Trevors, 1988; Katz ve Salem, 1993). Cr (VI) bilesikleri
Cr (III) bilesiklerine oranla oldukca yiliksek c¢oziiniirliige sahip olup biyolojik
bulunurluklar1 daha yiiksektir (Dirilgen ve Dogan, 2002). Kotas ve Stasicka (2000),
Cr’nin biyolojik bulunurlugu ve hareketi kadar toksisitesinin de esas olarak kimyasal
formuna bagli oldugunu 6ne siirmiislerdir. Cr (VI), Cr(Ill)’e oranla gerek giiclii
oksidatif potansiyeli ve gerekse de hiicre membraninda kolayca diflize olmasi
nedeniyle biyolojik sistemler iizerine toksik etkiler gostermektedir (Dirilgen ve
Dogan, 2002).

Krom toksisitesi Cr (VI)’nin daha diisiik oksidasyon durumlarina indirgenme
prosesiyle iligkilidir. Cr (VI)’nin Cr (III)’e rediiksiyonu birgok biyolojik sistemlerde
rapor edilmistir; ornegin Cr (V) gecis formu Cr toksisitesindeki olasi onemli

mekanizmalara katilmaktadir (Kawanishi ve ark., 1986). Cr (V) kompleksleri,
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NAD(P)H, FADH,, baz1 pentozlar ve glutatyon gibi fizyolojik indirgeyici ajanlar
tarafindan Cr (VI)’nin rediiksiyonuyla olugmaktadir (Shi ve Dalal, 1990). Bu
kompleksler, OH radikallerinin 6nemli miktarlarini olusturmak icin H,O, ile
reaksiyona girmektedirler. OH radikalleri de diger toksik etkilerinin yan1 sira direkt
olarak DNA degisikliklerine neden olmaktadirlar (Shi ve Dalal, 1990 ). Diger hiicre
i¢ci krom-indirgeyici ajanlar, vitamin C ve Bj,, sitokrom P-450 ve mitokondriyal
solunum zinciridir (Alcedo ve Wetterhahn, 1990).

Intraseliiler Cr (III), DNA ‘nin fosfat gruplari tarafindan tutulmakta ve bu da
replikasyonu, transkripsiyonu etkilemekte ve mutasyona neden olmaktadir (Costa,
1991; Bridgewater ve ark., 1994). DNA {izerindeki oksidatif hasar krom tarafindan
tiretilen genotoksik etkinin sonucunda oldugu diistiniilmektedir (Itoh ve ark., 1995;
Luo ve ark., 1996). Cr (IlI) enzimlerin karboksil ve siilfidril gruplarina baglanarak
enzimlerin yapisin1 ve aktivitesini degistirmektedir (Levis ve Bianchi, 1982). DNA
polimerazin modifikasyonu ve diger enzimlerin aktivitesi Cr (III)’lin magnezyum

iyonuyla yer degistirmesi sonucunda etkilenmektedir (Travieso ve ark., 1999).

1.3.3.1. Mikroorganizmalar Uzerine Toksik Etkisi

Bakteri ve algler tizerine kromun etkileri Wong ve Trevors (1988) tarafindan
calisilmigtir. Ortalama 3,6 mg/L kromun algler icin toksik oldugu rapor edilmistir
(Healey, 1973). Hervey (1949), 3,2 mg/L Cr (VI)’min Chlorella, 0,32 mg/L’nin ise
Euglenoidler igin inhibitér etki yarattigini rapor etmistir. Meisch ve Smhmitt-
Beckmann (1979), laboratuvar ¢alismalarinda 2 mg/L Cr’un Chlorella pyrenoidosa
biiyiimesini ve klorofil sentezini inhibe ettigini gézlemlemislerdir. Spirogyra ve
Mougeotia alglerinde Cr (VI)’min Cr (IlI)’e rediiksiyonu in vivo kosullarda
gozlenmistir (Liu ve ark., 1995). Biiylime hiz1 bitkilerdeki krom toksisitesini
belirlemek i¢in siklikla kullanilmaktadir. Algler icin en diisiik effektif konsantrasyon
0,3-3,6 mg/L arasinda degismektedir (EIFAC, 1983). Chlorella vulgaris biiyiimesi
45-100 ppm Cr (III) ya da Cr (VI) tarafindan etkilenmemisken Scenedesmus
acutus’ta 15 ppm’den daha yiiksek Cr konsantrasyonlarinda biiyiime inhibe
edilmistir (Travieso ve ark., 1999). Bununla birlikte Brady ve ark. (1994), 100 ppm
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Cr (IIT) etkisinde Scenedesmus ve Selenastrum alglerinin koloni biiylimesi devam
ederken 100 ppm’lik Cr (VI) ‘nin bu bilylimeyi inhibe ettigini rapor etmislerdir.
Euglena gracilis’te Cr (III)’lin biiyiime hizin1 diislirdiigii gozlenmistir (Brochiero ve
ark., 1984). Euglena’daki biiylime inhibisyonu, hiicre dongiisiiniin G-2 fazinda
hiicrelerin  depresyonuyla solunum ve fotosentezin inhibisyonu sonucunda
gerceklesmistir (Fasulo ve ark., 1983). Cr tarafindan fotosentezin inhibe edilmesi
Chlorella (Wong ve Trevors, 1988) ve Scenedesmus (Corradi ve ark., 1998) igin
rapor edilmistir. Isikta biiyliyen Euglena hiicreleri, karanlikta biiyliyen hiicrelere
oranla Cr (VI)’ya daha hassas oldugu gozlemlenmistir. Cr’un daha diisiik
konsantrasyonlart her iki tiirde de tolere edilmistir (Cervantes ve ark., 2001). S.
cerevisiae’de krom toksisitesi fermante edilebilir substanslardaki biiylimeye oranla
fermante edilemeyen karbon kaynaklarindaki hiicre biiylimesi iizerinde daha fazla
oldugu gozlemlenmistir. (Henderson, 1989); bununla birlikte diger etkileri oksijen
almiminin engellenmesi (Kharab ve Singh, 1987) ve kiigiik mutasyonlarin olugmasi
seklinde gergeklesmistir. Bu sonuglar S. cerevisiae mitokondrisinin krom igin 6nemli

bir hedef organel oldugunu gostermistir (Henderson, 1989).

1.3.3.2. Bitkiler Uzerine Etkisi

Cr (VD)’nin canli hiicrelere ciddi zararlar verdigi kanitlanmigsken Cr (III)
olduk¢a diisiik ¢oziiniirligli nedeniyle ¢ok daha az toksiktir. Bununla birlikte
bitkilerde yapilan c¢aligmalar, Cr (IlI)’tin Cr (VI)’dan daha yiiksek
konsantrasyonlarda bulundugunda canli dokularda ciddi hasarlara neden olabilecegi
gozlenmistir (Cervantes ve ark., 2001). Arpa fidelerinin biiyiimesi iizerine 100 uM
Cr (III) %40’k bir inhibisyon etkisi yaratirken aymi derisimdeki Cr (VI),
stirglinlerde %75, koklerde ise %90 biiylimeyi inhibe etmistir (Skeffington ve ark.,
1976). Klorosis ve nekrosis bitkilerde Cr toksisitesi sonrasinda gozlenen
septomlardir. Arpa bitkilerinde 100 ppm Cr (VI)’nin 2 giinliik etkilesimden sonra
stress olusturdugu ve 7-10 gilinden sonra tiim bitkileri 6ldiirdigi gdzlenmistir. Cr
(VI) tarafindan olusan semptomlar Cr (III) tarafindan olusturulanlardan hem daha

giiclii hem daha erken olugsmakta hem de daha diisiik konsantrasyonlarda meydana
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gelmektedir (Hauschild, 1993). Cr etkisinde, bitkilerde protein iceriginde, ve nitrat
rediiktaz aktivitesindeki diisme in vitro olarak gdzlenmistir (Vajpayee ve ark., 1999).
Mikroniikleus olusumu, kromozomal degisimler, Vicra faba ve Allium cepa kok
uclarinda agir metal etkisinde gozlenmistir (Minissi ve ark.,1998; Rank ve Nielsen,
1998). Krom konsantrasyonlariyla iligkide mikroniikleus olusumu kontamine olmus
topraklardaki bitkilerde gozlenmisken topraktaki diger agir metal diizeylerinde bu
durum gozlenmemistir (Wang, 1999).

Cr (VI), bitkiler i¢in oldukg¢a toksik olup, kok indirgenmesi, fitomas,
fotosentetik pigmentler, klorosis ve biiylimeyi inhibe etmekte ve sonucta da bitkinin
6liimiine neden olmaktadir (Tripathi ve Smith, 1996; Gaur ve ark., 1994; Sharma ve

ark., 1995).

1.3.3.2.(1). Biiyiime ve Gelisme Uzerine Etkisi

Bitki biiylimesi ve gelismesi tiirlerin yasamasi ve iiremesini devam ettirmesi
icin gerekli proseslerdir. Biiylime esas olarak genotip ve g¢evrenin bir fonksiyonu
olarak gerceklesen bir proses olup dis faktorler ve i¢ faktorler tarafindan
etkilenmektedir. D1s ortamdaki Cr bilesikleri bitkilere oldukca toksik olup biiyiime
ve gelismelerine zarar vermektedir. Yapilan ¢alismalarda bazi ekin tiirlerinin diisiik
krom derisiminden (3,8.10™ puM ) etkilenmedigi gozlenmisken (Huffman ve
Allaway, 1973 a,b) 100 uM Cr/kg kuru agirlik konsatrasyonunun ¢ok daha yiiksek
bitkilere oldukca toksik oldugu gozlenmistir (Davies ve ark, 2002). Ayrica subletal
Cr konsantrasyonlarinin alg biiylimesini de belirgin bir sekilde inhibe ettigi

gbzlenmistir (Corradi ve Gorbi, 1993).

1.3.3.2.(2). Fotosenteze Etkisi

Cr stresi, CO, fiksasyonu, elektron transportu, fotofosforilasyon ve enzim
aktivitelerini etkileyerek fotosenteze zarar veren 6nemli faktorlerden biridir (Clijters

ve Van Assche, 1985). Cr etkisinde kloroplast ultra yapisinin bozuldugu (Vazquez ve

ark., 1987), elektron transportunun inhibe edildigi ve Calvin dongiisii enzimleri
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tizerine inhibe edici etki yaptig1 gézlenmistir. Yukarida sayilan bu proseslerin inhibe
edilmesi PSI’den Cr(VI)’ya olan elektron sapmalariyla  gerceklestigi
varsayillmaktadir (Shanker ve ark., 2005). Bu da kromun neden oldugu fotosentez
hizindaki azalmayi aciklayabilir. Cr(VI)’nin oksidatif potansiyeli bilindiginden
elektronlarin azalmalar1 Mehler reaksiyonundaki molekiiler oksijen rediiksiyonuyla
arttig1 varsayilmaktadir. Cr’un fotsentez lizerine etkileri Cr(VI)’nin neden oldugu
cok zayif lameller sistemin gelismesi gibi kloroplast anormalliklerine de
atfedilmektedir (Van Assche ve Clijsters, 1983).

Triticum aestivum’da klorofil miktarindaki distisler, farkli krom bilesiklerinin
(Cr(VI) ve Cr(IIl)) cesitli konsantrasyonlarinin etkisi altinda gozlenmistir (Sharma ve
Sharma, 1996). Salvinia minima’da 1 ve 2 mg/L Cr(VI), klorofil a,b ve karotenoid
miktarlarin1 6nemli bir sekilde diisiirmiistiir (Nichols ve ark., 2000). Klorofil b’nin
azalmas1 Cr’un neden oldugu periferal bolgedeki protein stabilitesinin bozulmasina
yada pargalanmasina baglanmaktadir. Yine klorofil biyosentezinde gorevli
enzimlerin inaktivasyonu da Cr stresinde bitkilerdeki klorofil miktarinin azalmasina
neden olmaktadir (Shanker ve ark., 2005).

Fitoplankterlerdeki metal birikimini anlamak sucul ekosistemlerdeki
metallerin biyolojik akibetinin belirlenmesi bakimindan oduk¢a 6nemlidir. Metaller
lizerine yapilan calismalarin ¢ogu diisiik diizeylerde besleyici yiiksek diizeylerde
toksik olan katyonik metaller (Cu, Zn, Fe ve Mn gibi) lizerine yogunlasirken
fitoplanktonlardaki anyonik (Cr(VI), arsenat ve selenat gibi) metaller iizerine birkag
calisma (Sanders, 1979; Riedel, 1984, 1985; Fisher ve Wente, 1993; Riedel ve
Sanders, 1996; Wang ve ark., 1997) vardir. Bu nedenle bu arastirmada farkli krom
derisimlerinin etkisinde laboratuvar kosullarinda kiiltire alinan Chlorella
vulgaris’teki krom birikimi ve kromun C. vulgaris hiicreleri iizerine fizyolojik ve

biyokimyasal etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Kromu da iceren agir metal iyonlarinin algler tarafindan aliimi ve
birikimiyle ilgili bir ¢ok ¢alisma yapilmistir.

Francke ve Hillebrand (1980), Spirogyra, Oedogenium, Microspora,
Mougeotia, Ulothrix ve Draparnaldia’daki bakir birikimini incelemislerdir.
Microapora ve Mougeotia diger tiirlere oranla daha yiiksek Cu konsantrasyonlarini
(0.1 mM Cu’ya kadar) tolere edebilmistir. Hiicre i¢inde bakirin birikimi tiirler
arasinda farklilik gostermistir. Ulothrix hari¢ tiim tiirlerde bakirin yarisindan fazlasi
hiicre duvarinda birikmistir. Ulothrix ve Spirogyra’da bakir, kloroplast, niikleus ve
mitokondride birikmistir.

Fayed ve ark. (1983), Scenedesmus obliguus algindeki Cu, Zn, Cd ve Pb
birikimini ¢aligmiglardir. Sonuclar, metallerin alg tarafindan c¢abuk bir sekilde
akiimiile edildigini ve birikimin, metal-alg-etkilesim oranina bagli oldugunu
gostermistir. Algin metallere gosterdigi baglanma affinitesi Zn>Cu>Cd>Pb seklinde
olmustur.

Constantinos ve ark. (1990), ICPA-ES ile soliisyonda bulunan Cr(VI)’nin
Chlorella vulgaris tarafindan alinimini hesaplamislardir. Calismada 3 dakika i¢inde
pH 3’de 5 mg alg tarafindan baglanan maksimum krom miktar1 5-100 g/mL
bulunmustur.

Muse ve ark. (1999), Giiney Atlantik kiyilarindaki alg 6rneklerindeki Cd, Pb,
Cr, Zn ve Cu miktarin1 atomik absorpsiyon spektrometresiyle belirlemislerdir.
Uzerinde ¢aligma yapilan alg drnekleri; Ulva lactuca, Enteromorpha ve Porphyra
columbina olup Arjantinin San Jorge Korfezinden toplanmustir. Calisma sonucunda
U. lactuca ve E prolifera’nin ¢alisilan alandaki agir metal dagilimindaki mevsimsel
egilimleri degerlendirmek i¢in uygun tiirler olabilecegi gozlenmistir. P.
columbina’nin akiimiilator olarak kullanisl olmayacagi gézlenmistir.

Lopez — Suarez ve ark. (2000), yaptiklar: bir ¢alismada, Chlorella vulgaris’in
Mn, Cr, Ni, Zn ve Cu gibi agir metalleri biriktirme yetenegini arastirmislardir. Cesitli
parametreler (algal biomas, pH ve algle metallerin etkilesim siiresi gibi) ¢aligilmistir.

9 mg algal biomas pH 8 ve 15 dakika kontakt zamani, her bir metalin 1 ppm ile
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optizimize edilmistir. 5 metalin belirlenmesi bir UV/V,; dedektoriiyle kapillar
elektroforezle (EC) yapilmistir. C. vulgaris c¢alisilan 5 metali gii¢lii bir sekilde
baglamistir. En gii¢lii baglanmalar Cr ve Cu i¢in gozlenmistir.

Wang ve Dei (2001), iki diatom Thalossiosira pseudonana, Skeletonema
costatum ve bir yesil alg Chlorella autotrophica tiirii deniz fitoplanktonlarinda Se
(IV)’nin ve Cr (VI)’nin birikimi iizerine énemli besleyicilerin (P, Si ve N) etkilerini
incelemislerdir. Birikim orani 5 saatlik kisa bir peryod iizerinden alg hiicrelerindeki
metal konsantrasyon faktoriiniin 6l¢iilmesiyle belirlenmistir. Se(IV) C. autotrophica
ve S. costatum‘da az birikmisken T. pseudonana’da oldukga yiiksek birikmistir.
Se(IV) bu ti¢ tiirde birikimi ¢evresel P ve Si konsantrasyonlarina bagli olmustur.
Buna karsin Cr (IV)’iin yesil alg ve iki diatomdaki birikimi ¢evresel P ile iliskili
degilken Si ile olduk¢a yakindan iliskili bulunmustur. Bu sonuglar anyonik metal
birikimi {lizerine onemli niitrientlerin etkilerinin hem metale hem de fitoplankton
tiiriine 6zgii oldugunu gostermistir.

Dirilgen ve Dogan (2002), Cu, Zn ve bunlarin kombine toksisitelerindeki
krom Ozellesmesi ¢aligmalarinda Lemna minor bitkisindeki metal iyon
konsantrasyonlarint FAA spektrometresiyle belirlemisler ve bu bitkinin Cr™ metalini
cok miktarlarda biriktirdigini ve bu metalin etkisinde biiylimesinin énemli oldugunu
buna karsin Cr®y1 biiyiik miktarlarda biriktirdigini ve bu metalin etkisinde
biiylimenin yavas oldugunu rapor etmislerdir.

Doénmez ve Aksu (2002), Dunaliella tiirleri tarafindan tuzlu atik sulardan
kromun (VI) uzaklastirilmasi ¢alismalarinda laboratuar kosullar1 altinda Dunaliella
alglerinin pH ve NaCl konsantrasyonlarinin fonksiyonu olarak Cr (VI) alinimina
bakilmistir. Alglerin krom alinimi hem pH hem de tuzla giiglii bir iligki halinde
bulunmustur. Krom (VI) alimmi pH 2.0’de ve artan tuz konsantrasyonlarinin
varhiginda ve yoklugunda gozlenmistir. Krom alinimi ortam krom konsantrasyonun
artmasiyla artmis fakat tuz konsantrasyonunun artmasiyla onemli bir sekilde
azalmistir.

Tien (2002), farkl1 yiizey karakteristikligine sahip dort farkli tatli su algindeki
(Oscillatoria limnetica, Anabaena spiroides, Eudorina elegans ve Chlorella

vulgaris) metal iyonlarmin (Cu, Cd,Pb) biyosorpsiyonunu incelemis ve tiim alglerin
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lic metal arasinda en ¢ok Pb’yi aldiklarin1 gozlemlemistir. Alg yiizeyindeki baglanma
bolgeleri lizerine metal iyonlarinin rekabeti, alg ve metal tiirline bagli olarak farklilik
gostermistir.

Sheng ve ark. (2004), deniz algleri Sargassum sp., Padina sp., Ulva sp. ve
Gracilloria sp.’nin ortamdaki Pb, Cu, Cd, Zn ve Ni’nin uzaklastirilmasi iizerine
biyosorpsiyon performanslarini incelemislerdir. Sargassum sp. ve Padina sp. metal
iyonlarmmin alinimi i¢in en yiiksek potansiyele sahip olup maksimum alinim
kapasiteleri Sargassum sp. i¢in 0.61-1.61 mmol/g, Padina sp. i¢in ise 0.63-1.25
mmol/g arasindadir. Padina sp.’min  metallere olan genel affinite sirasi
Pb>Cu>Cd>Zn>Ni iken Sargassum sp. Pb> Zn>Cd>Cu>Ni seklinde bulunmustur.
Karboksi, eter, alkolik ve amino gruplarinin metal iyonlarinin baglanmasindan
sorumlu oldugu da calismada gézlenmistir.

Merrifield ve ark. (2004), kahverengi alg ailesinden olan Fucus
vesiculosus’da arsenik agir metalinin hiicre i¢i baglanmasindan sorumlu olan diisiik
molekiil agirlikl, yiliksek sistein igerikli ve metalloprotein ailesinden olan
metallothionein adl1 metal baglayici protein sentezini gézlemlemislerdir.

Kadukova ve Vircikova (2005), drnek soliisyonlarindaki Cu biyobirikimi ve
biyosorpsiyonu arasindaki farkliliklar1 arastirmiglardir. Cu, 6nemli olacak sekilde
canli hiicre yiizeyine zarar vermistir ki bu, hiicrenin metal baglama yeteneginin kismi
kaybina ve aliman bakirin soliisyona tekrar verilmesine neden olmustur. Canli
hiicrelerin metal baglama kapasitesi dnemli dl¢lide 6li hiicrelerden daha diisiiktiir.

Arica ve ark. (2005), mikroalg Chlamydomonas reinhardtii’de Cr (VI)
tyonlarmin alinimi iizerine sicakligin ve asit muamelesinin etkisini incelemisler ve
alg tarafindan maksimum Cr (VI) aliniminin pH 2.0°de oldugunu gézlemlemislerdir.
Dogal sicaklik ve asit muamelesinde alglerdeki maksimum alinim sirasiyla; 18.2,
25.6 ve 21.2 mg Cr/g kuru agirlik olarak bulunmustur.

Alglerin biiyiime, hiicre sayisi, protein, seker, klorofil a ve b, pH v.b. gibi
fizyolojik ve biyokimyasal prosesleri iizerine kromu da iceren agir metal iyonlarinin

toksik etkilerini inceleyen bir ¢ok ¢aligma yapilmistir.
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Tripathy ve ark. (1981), Zn ve Pb’nin aksine Ni’nin, kloroplast fotosentez
sisteminde doniisiimsiiz olarak elektron transport aktivitesinin kaybolmasina neden
olarak fotosenteze olumsuz etki ettigini gézlemlemiglerdir.

Jouany ve ark. (1982), Chlorella vulgaris ve Daphnia magna iizerine
Cr(VI)’nin toksik etkilerini incelemislerdir. Chlorella vulgaris tizerine Cr(VI) toksik
etkileri; Krom birikimi, ATP inhibisyonu ve alg biiyiimesinin inhibe edilmesi
seklinde olmustur.

Baker ve ark. (1983), tathi su algine agir metalleri ve bisiilfitin etkileri
tizerine pH’1n etkisi ¢alismalarinda diisiik pH’in alg biiylimesini ve fotosentetik
aktiviteyi diisiirdiigiinii rapor etmislerdir. Alg biiyiimesi ve fotosentez aktivitesi Hg
ve bistilfit etkisinde pH 5 ve 7°den yukarida azaltici etki yapmustir.

Mishra ve ark. (1985), mavi-yesil algdeki DNA, RNA, protein ve nitrojen
miktarinin agir metal igeren atik su ile muamelesi sonucunda O6nemli oOlgiide
azaldigini rapor etmislerdir. Bu azalma zamanla artmistir. Algler sudan oldukg¢a fazla
miktarda Hg almislardir.

Irmer ve ark. (1986), yaptiklar1 g¢alismada Chlamydomonas reinhardii
(Chlorophyta)’yi Pb etkisine birakmiglardir. Arastirmacilar fotosentetik oksijen
evoliisyonu, klorofil miktari, kuru agirlik ve Pb birikimini incelemislerdir. 3 saat
siireyle 1 M Pb ile etkilesim fotosentezde belirgin azalmalara neden olmustur.
Yaklasik %50’lik azalma 5 M Pb ortaminda elde edilmistir. 24 saat siireyle 20 M
Pb’ye maruz birakilma alg i¢in letal etki yapmustir. Alg tarafindan dis ortamdaki 1,5
ve 20 M Pb ortaminda alinan Pb miktar1 sirasiyla; 26.3, 99.1 ve 339.3 M Pb/g kuru
agirlik olmustur. 5 M Pb’nin toksik etkileri transmisyon elektron mikroskobuyla
incelenmis ve kursunun siddetli ultra striiktiirel zararlar verdigi gozlenmistir.
Ornegin  kloroplastlarin  tilakoid sistemleri hasar gormiistiir. Niikleus ve
mitokondrinin yapisinda degisikliklere yol agmustir. EDAX teknigi kullanilarak
Pb’nin hiicre duvarinda, kloroplast, stigma  ve vakuolde lokalize oldugu
gozlenmistir.

Puddu ve ark. (1988), kromun deniz algine olan toksik etkisi ¢aligmalarinda

Cr(VI)’nin minimum efektif konsantrasyonu (FC) 1.10°* M olarak bulmuslardir.
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4.10" M’den daha diisik Cr(Ill) konsantrasyonlarmm hiicre biiyiimesi iizerine
onemli bir sekilde inhibisyon etkisi yapmamustir.

Cvetkovic ve ark. (1991), Selenastrum capricornutum’da 0.5 mg/L Cu
derisiminden daha yiiksek Cu derigimlerinin 96 saatlik etkilesiminden sonra
fotosentezle iliskili olan biyokimyasal ve fizyolojik prosesleri geri doniisiimsiiz
olarak inhibe etmistir.

Wong ve Chang (1991), Chlorella pyrenoidosa yesil alginin biiyiime,
fotosentez ve klorofil a sentezi iizerine {i¢ agir metalin (Cu, Cr, Ni) tek tek ve
kombine etkilerini incelemislerdir. Bu {i¢ metalin yesil alge uygulanan derisimi 0.1-
1.0 mg/L. araliginda olmustur. Algdeki incelenen bu parametreler {lizerine agir
metallerin toksik etki siras1 Cu>Cr>Ni seklinde oldugu belirlenmistir.

Corradi ve Gorbi (1993), 1,5 ve 10 mg/L Cr(VI) (K,Cr,O7 olarak) etkisi
altinda Scenedesmus acutus’daki morfofizyolojiksel etkileri incelemislerdir. Cr(VI)
hiicre ¢ogalmasini inhibe etmistir. Keza doza bagli olarak hiicre morfolojisini de
degistirmistir. Metilen mavisi boyamasiyla alg hiicrelerinin doniistimsiiz olarak zarar
gordiigiini kanitlamistir.

Rai ve ark. (1996), NaF, AICl; ve AlF;’un sirasiyla yada kombine (AICl;

+NaF) olarak Nostoc linckia’nin biiyiime, fotosentez, elektron transportu, nitrojen ve
fosfor metabolizmas1 ve ATP,, aktivitesi lizerine toksisitelerinin , AICl; varliginda

ve Ozellikle pH 6.0 ve pH 4.5°de arttigin1 gézlemlemislerdir.

Ralph ve Burchett (1998), dort agir metalin (Pb, Zn, Cu, Cd) etkisi altinda
laboratuar kosullarinda H. ovalis’teki fotosentetik yanitlar1 incelemislerdir. Sonuglar
acikeca, kolorofil a’nmin agir metal stresinin belirlenmesinde etkili oldugunu
gostermistir. 1’den 10 mg/L olan agir metal derisimleri bazi akut toksik yanitlara
neden olmustur. Fotosentez iizerine agir metallerin etkileri karsilastirildiginda Cu ve
Zn, Pb ve Cd’ye oranla daha biiyiik etkilere sahip oldugu goriilmiistiir. Baz1 istisnalar
hari¢ fotosentetik pigment icerigi genellikle klorofil a fluorescence yanitlarini
dogrulamustir.

Corradi ve ark. (1998), Cr(VI)’nin Cr’ye-toleransh irk olan Scenedesmus
acutus’a etkileri ¢alismalarinda kromun alglerde biiylimeyi inhibe ettigini

gbzlemlemislerdir.
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Rai ve ark. (1998), Chlorella vulgaris’in biiylime, besin alinimi, fotosentez,
fotosentetik elektron transportu, nitrojen enzimleri, fosfor metabolizmast ve ATPaz
aktivitesi iizerine AICl;, AlF;, NaF ve AICl; + NaF kombinasyonuyla inhibe
edildigini bulmuslardir.

Vajpayee ve ark. (1999), Nelumbo nucifera Gaertn’de krom birikimini ve
bunun fotosentetik pigment, nitrat rediiktaz aktivitesi ve protein icerigine etkilerini
calismiglardir. Farkli krom konsantrasyonlarinda (50-200 pm) biiyiitiilmiis bitki
dokularinda benzer birikim miktarlart gozlenmistir. Bununla birlikte en yiiksek
birikim koklerde go6zlenmistir. Bitki dokularindaki ¢ok yiiksek krom birikimi
klorofil, protein icerigi ve in vitro nitraz rediiktaz aktivitesini dnemli dl¢iide inhibe
etmistir.

Lu ve ark. (2000), klorofil fluorescence analizi ile S. plantesis siyanobakterin
fotosentetik performansi {izerine yiiksek civa derisimlerinin akut toksisitesini
arastirmislardir. Calismada S. plantesis iki saat siireyle 20 uM Hg etkisine birakilmis
ve calisma sonucunda fotosentezi onemli Ol¢lide azalttigi gozlenmistir. Civadan
ozellikle PS II elektron transport sistemi etkilenmistir.

Nichols ve ark. (2000), 1 ve 2 mg/L. Cr(VI)’a maruz biraktiklar1 Salvinia
minima’da bitkinin kroma kars1 vermis oldugu fizyolojik cevaplari incelemislerdir.
Krom varliginda Salvinia’nin biiyiimesi ve CO, alinimi belirgin 6l¢tide azalmistir.
Ayni sonuglar klorofil a, klorofil b ve karoten konsantrasyonlar1 i¢cin de elde
edilmistir. Cr(VI)’nin olumsuz etkilerinin biiytik bir cogunlugu deneyin 2. haftasinda
gozlenmistir. Bitkinin 06zellikle mavi ve kirmizi dalga boyundaki 1181 alma
kapasitesi Cr(VI)’nin konsantrasyonundaki artma ile azaldigin1 ve Cr(V1) artisinda
coziilebilir seker, nisasta ve toplam yapisal olmayan karbonhidrat konsantrasyonu
belirgin bir bigimde arttigin1 rapor etmislerdir.

Soldo ve Behra (2000), tatli su perifitonlarinin kommunite yapilart {izerine
uzun-donem bakir etkilerini ve Cu, Zn, Ni ve Ag’ye kisa-donem fotosentetik
yanitlar1 incelemiglerdir. Tatli su perifitonlarin 0, 0.05, 0.1, 0.5, 1 ve 5 uM Cu’ya
uzun donemli etkilerine birakilmistir. 12 hafta sonra taksonomik kompozisyonlarin,
fotosentezin Cu’dan nasil etkilendigine bakilmistir. Oocystis nephrocytioides miktari

5 uM Cu ortaminda kontrole gore %56 artmistir. En yiiksek Cu etkilesimi disinda,

25



2. ONCEKI CALISMALAR Ozge OZDIS

kommunite, fotosentez hizi bakimindan 6nemli farklilik gostermemekle birlikte
metallere kisa donemlik etkilesimde fotosentez toleranst etkilemistir. Cu’ya
toleranstaki Onemli artiglar 0.1 pM’dan daha yiiksek Cu konsantrasyonlarinda
gozlenmistir.

Bajguz (2000), Chlorella vulgaris alg hiicresindeki agir metal (Cu, Pb, Cd,
Zn) birikimi ve billylime iizerine bu metallerin ¢esitli konsantrasyonlariyla
karistirilmis 24-epibrassinolide (24-epiBl)’nin etkilerini incelemistir. 10° M agir
metal konsantrasyonunun tek yada 24-epiBL ile karistirilmis seklinin C. vulgaris
{izerine Sldiiriicii bir etki gdstermistir. 10° ve 10* M metal konsantrasyonlar1 24-
epiBL ile birlikte tek bir metalin yaptig1 etkiye oranla hiicre sayisi lizerine oldukca
giiclii bir sekilde stimiile edici etki yapmustir. Cok diisik pH’da C. vulgaris
hiicrelerindeki agir metal birikimi artmustir.

Gorbi ve ark. (2001), krom zehirlenmesi ve 151k yogunlugu ig¢in farkli
hassasiyete sahip tatli su algi Scenedesmus acutus (Chlorophyceae)’un iki irkinda
krom almimi iizerine 151k yogunlugunun etkilerini ¢alismislardir. Cr toksisitesi, alg
biliylime hizi, metilen mavisi ile boyama ve fotosentetik aktivitenin belirlenmesiyle
degerlendirmislerdir. 2 ve 4 gilinlik muameleden sonra Cr birikimi, hiicre kuru
agirhigi, protein ve karbonhidrat icerigi degerlendirilmistir. Cr igerigi ile mortalite
arasinda direkt bir iliski yalnizca Cr miktar1 ile protein icerigi arasinda gozlenmistir.
Her iki tiirde de diislik yogunluktaki 1s1ikta krom alinimi daha az olmustur.

Prasad ve ark. (2001), bir su bitkisi olan Lemna trisulca’da artan Cd (10
mM’a kadar) ve Cu (50 uM’a kadar) derigimlerinin etkisinde meydana gelen gesitli
fizyolojik yanitlar1 incelemislerdir. L. trisulca, Cd’nin artan konsantrasyonlarina
kars1 fotosentetik pigment konsantrasyonlarinda 6nemli degisiklik olmadan tolere
ederken 25 ve 50 uM Cu konsantrasyonlarinda bitkide pigment degredasyonu
gozlenmistir. Cd’nin esas etkiledigi prosesler, toplam gaz degisimi ve net fotosentez
iken Cu klorofil a ve karotinoid konsantrasyonunun diigmesine ve PSII’nin
bozulmasina bagl olarak toplam gaz degisimi ve net fotosentezi inhibe etmistir. Cd
etkisinde 7 ve 8 kDa agirliginda iki polipeptit sentezi gozlenmisken Cu etkisinde

herhangi bir ekstra protein sentezi gozlenmemistir.
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Bossuyt ve Janssen (2004) tatli su yesil algi Pseudokirchnerrella subcapitata
0.5’den 1000pg Cu/L’ye 3 ay siireyle birakilmistir ve metal etkilenmesine baglh
olarak algde meydana gelen fizyolojik yanitlari incelemislerdir. Klorofil a igerigi 8,4
+3.1’den 28,6+7,5.10™ g/hiicre, karotenoid igerigi 3,7 =+0,8’den 7,1£1,2.107
g/hiicre yiikselmistir. Hiicre ici Cu konsantrasyonu ise 0,099°dan 20,6.10" g
Cu/hiicre’ye ylikselmistir.

Soldo ve ark. (2005) Oocystis nephrocytioides yesil algini 0.04 uM Cu ve 2
uM Cu konsantrasyonlarina birakmislardir. Biiylime, fotosentez hizi, klorofil a ve b
igerigi, bakir birikimi, bakirin hiicresel dagilimi ve ultrastriiktiirel lokasyonu
belirlenmistir. Hem klorofil a hem de b igerigi azalmistir. Hiicre i¢i bakir
konsantrasyonu (0.04 uM Cu i¢in) %8’den (2 uM Cu i¢in ) %60’a ¢ikmistir. Ayrica
calismada hiicre i¢i Cu’nun O.nephrocytioides hiicrelerinin tilakoidlerinde ve

pirenoidlerinde lokalize oldugu da kanitlanmustir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Materyal

Calismada kullanilan alg tiirii Chlorella vulgaris (Chlorophyta) C.U. Su

Uriinleri Fakiiltesi Temel Bilimler Boliimii, Plankton laboratuvari’ndan saglanmustir.

Cizelge 3.1. C. vulgaris‘in sistematigi
(Giiner ve Aysel,1989)

Alem Bitkiler
Sube Chlorophyta (Yesil Algler)
Sinif Chlorophyceae
Takim Chlorococcales
Familya Oocystaceae
Cins Chlorella
Tiir Chlorella vulgaris

Sekil 3.1. Chlorella vulgaris

3.1.1.1. Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris, mikroskobik boyutta (2-8u ¢apinda), tek hicreli,
Chlorophyta (Yesil algler) grubundan bir alg tiiriidiir. Eski zamanlardan beri besin
olarak kullanilmaktadir. Chlorella’nin tek hiicreli yapisi; vitamin, protein, mineral,
amino asitler, niikleik asitler (RNA,DNA), temel yag asitleri, enzimler ve
karotenoidlerin yogun bir kaynagi olmasma biiyiikk bir avantaj saglamaktadir.

Chlorella bu besinleri saf, katkisiz ve dogal olarak miikemmel bir denge igerisinde
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barmdirir ve tek basina bile tam bir besindir. Chlorella, %50-60 oraninda proteinden

olugmakta olup klorofil’in dogada bilinen en yliksek oranli kaynagidir. Ayrica demir,

iyot,

cinko, magnezyum, fosfor ve kalsiyum da igermektedir. Chlorella, sigir

karacigerinin igermekte oldugu Bj, vitamininden daha fazla B, vitamini igerir

(Jensen,1987, Singh, 1998).

Cizelge 3.2. C. vulgaris’ in kimyasal kompozisyonu (% kuru agirlik) (Phang, 1992).

)

h)

Protein %51-58
Lipid %14-22
Karbonhidrat %12-17
Mineral %5-10

3.1.2. Kullanilan Cozeltiler

% 2 Na,CO; Cozeltisi: 2 g Na,COs3 100 ml 0.1 N NaOH i¢inde ¢oziilmiistiir.
% 1 NaK Tartarat Cozeltisi:1 g NaK Tartarat 100 ml saf su iginde
¢coOziilmiistiir.

% 5 CuSO4 SH;O Cozeltisi: 5 g CuSO45H,0 100 ml saf su iginde
¢Ozllmiistiir.

D ayiraci: 48ml.a+ I ml. b+ I ml c

Folin Ciocalteu’s Ayiraci: 1 ml. Folin ayirac1 + 1 ml saf su.

0.1 N NaOH Cozeltisi: 4 g NaOH bir miktar saf suda ¢oziiliip son hacim 1000
ml’ye tamamlanmistir.

% 1’lik MgCO3 Cozeltisi: 1 g MgCOs bir miktar saf suda ¢oziiliip son hacim
100 mI’ye tamamlanmaistir.

Krom Cozeltileri: Calisma materyali C. vulgaris (Chlorophyta)‘te kromun
etkilerini incelemek amaciyla potasyum dikromat (K,Cr,O5) kullanilmistir. Bu
amagla 1000 mg/L’lik krom stok ¢o6zeltisi hazirlanmistir. Bu stoktan, 0.1, 1, 5,
10, 25 ve 50 mg/L’lik derigimler hazirlanmugtir.
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i) Jaworsky Besin Cozeltisi: Chlorella vulgaris’in tiretiminde kullanilan besin
ortami, Jaworsky ortami olup igerigi Cizelge 3.3.’de belirtilmistir. (Thompson
ve ark., 1988)

Cizelge 3.3. Jaworsky besin ¢ozeltisi (Thompson ve ark., 1988)

Stok Cdozeltiler 200 ml
1. Ca(NOs),. 4H,0 4.009g
2. KH,PO, 2.48 g
3. MgSO0,.7H,0 10.00g
4. NaHCO; 3.18 ¢
5. EDTA FeNa 0.45¢g
EDTA Na 0.45¢g
6. H3BO3 0.496 g
MnCl,. 4H,0 0.278 g
(NH4)s M07054. 4H,0 0.20 g
7. Cyanocobalamin 0.008 g
Thiamine HCI 0.008 g
Biotin 0.008 g
NaNO; 16.0g
Na,HPO, 12H,0 7.29

Besin Cozeltisi: Hazirlanan stok ¢ozeltilerden 1’er ml. alinip saf su ile 1000

ml’ye tamamlanmistir. Daha sonra otoklava konmustur.

3.2. Metod
3.2.1. Deney Ortami
Tiirler 9 giin siire ile 1000 ml lik serum siselerinde, kontrollii kosullar altinda

kiiltiire alnmuslardir. Sicaklik 25+2°C, pH 7, aydinlatma sistemi 36 pmol/(m”.sn) ve

aydinlatma siiresi 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik olacak sekilde ayarlanmistir.
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Sekil 3.2. Deney ortami

C. vulgaris, krom derisimleri 0, 0.1, 5, 10, 25 ve 50 mg/L olan yedi farkli
ortamda ticer tekrarli olarak kiiltiire alinmiglardir. Kiiltiirlerin hacmi az oldugundan
havalandirma yapilmamistir. Hiicrelerin ¢6kme ihtimaline karsilik, kiiltiirler giinde

tic kez calkalanmigtir. Besin ortami olarak Jaworsky ortami kullanilmistir.
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3.2.2. Krom Analizi

Kiiltiirlerin krom analizi her giin yapilmistir. Orneklerden 10 mL alinip cam
filtrelerden (GF6) siiziilmiis ve siiziintiiden 2 mL alinip {izerine esit hacimde 0.01 M
H,S0; ilave edilmistir (Giilnaz ve ark., 2005). Orneklerin krom analizi C.U. Jeoloji
Miihendisligi Jeokimya Laboratuvarinda Perkin Elmer AS 3100 Atomik
Absorbsiyon Spektrofotometresiyle yapilmistir.

3.2.3. Biyokonsantrasyon Faktorleri (BKF)

C. vulgaris‘in BKF degerleri algin aldigr metal miktarinin soliisyonda kalan
metal miktarina boliinmesiyle bulunmustur (Stevenson ve ark., 1996). BKF degerleri
denenen tiim siireler ve derisimler i¢in hesaplanmistir.

BKF=Algin aldig1 metal miktar1 (mg/L)/Soliisyonda kalan metal miktar1 (mg/L)

3.2.4. Hiicre Sayimi

Kiiltiir yogunlugunu belirlemek amaciyla, hiicre sayimi hergiin yapilmistir. C.
vulgaris’in hiicre sayimi Thoma Lami yardimiyla 1sik mikroskobu altinda

yapilmigtir.

3.2.5. Biiyiime Hiz1

Kiiltiir ortamindaki C. vulgaris‘in biiylime hizlar1 p degerleri hesaplanarak
bulunmustur (Guillard, 1973).

u: log (N1/No)x(3,332/t)

No= Baslangi¢ Hiicre Yogunlugu (Hiicre/ml)

N;=t zamanindaki Hiicre Yogunlugu (Hiicre/ml)

t= Stire (Gilin)
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3.2.6. Protein Analizi

C. vulgaris‘in protein analizleri 1, 3, 6 ve 9. gilinlerde yapilmistir. Metot
olarak Lowry yontemi kullanilmistir (Lowry ve ark., 1951). Bu yoOnteme gore;
orneklerin tizerine 0.1 N NaOH eklenerek 1 gece +4°C’de buzdolabinda
bekletilmistir. Ertesi giin santrifiij edilip siipernatant kisim ayrildiktan sonra Cizelge

3.4.°de gosterilen sekilde pipetleme yapilmstir.

Cizelge 3.4. Protein analizi pipetleme tablosu

Kor Ornek
Supernatant (ul) - 200
D Ayiract  (ul) 1000 1000

Oda sicakliginda 10 dakika bekletilerek her bir tiipe 100ul Folin Ciocalteu’s
ayiraci eklenmistir. 30 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 750 nm. dalga

boyunda absorbans okunarak sonuglar standart egriden degerlendirilmistir.

3.2.7. Seker Analizi

C. vulgaris‘in seker analizleri 1, 3, 6 ve 9. giinlerde yapilmistir. Metod olarak
Fenol-Siilfiirik asit yontemi kullanilmistir (Kochert, 1978). Bu yoOnteme gore;
ornekler kuartz kum ve saf su ile homojenize edilmistir. Homojenat 5000 devirde 5
dakika santrifiij edilerek silipernatant kisim ayrilmistir. Siipernatanttan 0,4 ml alinip
tizerine 0,4 ml fenol ve 2 ml siilfiirik asit eklenmistir. Bu karisim 10 dakika oda
sicakliginda daha sonra 20 dakika 30 °C’lik su banyosunda tutulmustur. Ornekler

490 nm dalga boyunda okunarak sonuglar standart egriden degerlendirilmistir.
3.2.8. Pigment Analizi
Kiiltiirlerin pigment analizleri hergiin yapilmistir. Metod olarak Parsons ve

Strickland (1963) yontemi kullanilmigtir. Bu yonteme gore; Orneklerden 5’er ml
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almnip iizerlerine bir damla % 1°lik MgCO; damlatilmistir. Ornekler 0,45 u por ¢apl
filtre kagidindan siiziilmistiir. Filtre kagitlarnn katlanip 15 ml’lik tiipler igerisine
konulup {lizerine 10 ml, %90’lik aseton eklenmistir. Tiipler +4 °C’de bir gece
buzdolabinda bekletildikten sonra 3500 devirde 15 dakika santrifiij edilmistir. Daha
sonra spektrofotometrede 630 nm, 645 nm, 665 nm ve 750 nm’de aseton koriine
kars1 absorbanslar okunmustur (Parsons ve Strickland, 1963).

Hesaplama:

Klorofil a= 11,6 X Dggs — 0,14 x Dgzo — 1,31 X Dgas

Klorofil b = 20,7 x Dgas — 4,34 x Dges — 4,42 x De30

pg klorofil (a,b) / L = klorofil (a,b) x v/1x V

V (L) = Filtre edilen su 6rnegi

v (ml) = Kullanilan aseton

1 (cm) = Isik yolu

3.2.9. pH Analizi

Kiiltiirlerin pH analizleri her giin HI 9025 microcomputer pH metresi ile

Olctilmiistiir.

3.2.10. istatistiksel Hesaplamalar

Deneylerden elde edilen verilerin istatistiksel analizleri ‘‘Regresyon Analizi*
ve ‘‘Student-Newman Keul‘s Test (SNK)‘“ testleri uygulanarak yapilmistir (Rolhlf
ve Sokal, 1969; Sokal ve Rohlf, 1969).

34



4. BULGULAR Ozee OZDIS

4. BULGULAR

Bu calismada Chlorella vulgaris (Chlorophyta) 0, 0.1, 1, 5, 10, 25 ve 50
mg/L’lik krom derisimlerinin etkisine birakilmis ve 9 giin siire ile krom birikimi,
BKF, hiicre sayisi, biiylime hizi, protein, seker, klorofil-a, klorofil-b ve pH iizerine

kromun etkisi arastirilmistir.
4.1. Krom Birikimi

C. wvulgaris’teki krom diizeylerini saptamak igin krom standartlari ile

absorbans arasindaki iliskiyi gdsteren regresyon dogrusu kullanilmistir (Sekil 4.1.).

0,12 -
e o%; |
g 0:06 .
20,04 -

Y =0,0177X+ 0,0033

0 1 2 3 4 5 6
Krom derigimi (mg/L)

Sekil 4.1. Krom derisimi ve absorbans arasindaki dogrusal iliski

Krom standartlarinin absorbans degerlerinden Y = 0.0177X + 0.0033 formdilii
bulunmustur. Burada X krom derisimini; Y degeri de absorbansi gostermektedir. Bu
regresyon formiilii kullanilarak deney ¢ozeltilerindeki krom miktari, oradan da C.
vulgaris’teki krom miktar1 hesaplanmustir.

Belirlenen her derisim ve siirede {i¢ tekrarli olarak saptanan krom
diizeylerinin aritmetik ortalamalar1 ve standart hatalar1 Cizelge 4.1.’de verilmistir. 9

giinliik siire sonunda ayni derisimde krom birikimi bakimindan giinler arasindaki
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ayrimi belirlemek, ayni sekilde 9 giinliik siire i¢inde ayni giin i¢indeki artan krom
derisimleri arasindaki ayrimi saptamak amaciyla veriler, SNK testi (Student Newman
Keul’s Test) ile analiz edilmistir. Cizelgede X, y, z, t, u ve v harfleri derisimler
arasinda; a, b, ¢, d, e, f, g, h ve k harfleri ise giinler arasindaki ayirimi belirlemek
amaciyla kullanilmistir. Belirli bir ortam derisiminde etkide kalma siiresinin C.
vulgaris’teki krom birikimine etkisini saptamak amaciyla verilerin istatistiksel
analizleri yapilmis ve sonuglar Sekil 4.2.”de verilmistir.

Belirli bir zaman siireci dikkate alindiginda kontrol grubunda Cr derigimleri
diizeyin altinda bulunmusken ortamda bulunan Cr derisimi arttiginda C. vulgaris’teki
Cr birikiminin de 6nemli oranlarda arttig1 belirlenmistir. Birinci giin disinda tiim
giinlerde derisimlerdeki artisa bagl olarak C. vulgaris’teki Cr birikimi artis1 6nemli
bulunmustur (P<0.05). 1. giiniin 1 ve 5 mg/L’lik derisimler arasinda Cr birikimi
bakimindan 6nemli bir istatistik ayrim yoktur (P>0.05).

1. giinde 0.1, 1, 5, 10, 25 ve 50 mg/L’lik derisimlerde C. vulgaris bulundugu
ortam derisimindeki Cr’un sirasiyla; %43, %51, %17, %20, %22 ve %Z20’sini
biriktirmisken 9. giinde bu birikim sirasiyla; %73, %96, %60, %50, %39 ve %50’yi
bulmustur. Bu sonuglar, bulunduklar1 ortam derisimlerine gore C. vulgaris’teki Cr
birikiminin yiiksek derisimlerdekine (10, 25 ve 50 mg/L) oranla diisiik derisimlerde
(0.1, 1 ve 5 mg/L) daha yiiksek oldugunu gostermektedir.

Ayni derisimin giinleri arasindaki istatistiksel degerlendirmede 0.1 mg/L’lik
derigsimde 1. ve 2. giin ve 5. ve 6. giin arasinda krom birikimindeki artis dnemsiz
bulunmusken (P>0.05), diger giinler arasindaki artis 6nemli bulunmustur (P<0.05).

1 mg/L’lik derisimde 1. ve 2. giinler arasindaki krom birikimi artis1 6nemsiz
bulunmusken (P>0.05), diger glinler arasindaki artis 6nemli bulunmustur (P<0.05).

5 mg/L’lik derisimde 5. ve 6. giinler arasindaki krom birikimi artis1 6nemsiz
bulunmusken (P>0.05), diger giinler arasindaki artis 6nemli bulunmustur (P<0.05).

10 mg/L’lik derisimde 1. ve 2. ve 5. ve 6. giinler arasindaki krom birikimi
artist  Onemsiz bulunmusken (P>0.05), diger giinler arasindaki artis Onemli

bulunmustur.
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25 mg/L’lik derisimde 6. ve 7. glinler arasindaki krom birikimi artisi
onemsiz bulunmusken (P>0.05), diger giinler arasindaki artis dnemli bulunmustur
(P<0.05).

50 mg/L’lik en yiiksek derisimde ise tiim giinler arasindaki krom
birikimindeki artis 6nemli bulunmustur (P<0.05). Siireye bagli olarak krom miktar1
artmistir.

Siireye bagl olarak C. vulgaris’teki Cr birikimi artisinin diisiik derisimlere
(0.1, 1 ve 5 mg/L) oranla yiiksek derisimlerde (10, 25 ve 50 mg/L) daha fazla oldugu
bulunmustur. 0.1, 1, 5, 10, 25 ve 50 mg/L’lik derisimlerde C. vulgaris’teki Cr
birikimi 1. gline gore 9. giinde sirasiyla; %69, %68, %253, %147, %78 ve %150

oraninda artmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Cizelge 4.1. Chlorella vulgaris’de farkli ortam derisimlerine ve giinlere bagli krom birikimi (mg/L)

Derigsim 1. Giin 2. Gilin 3.Glin 4.Glin 5.Glin 6.Glin 7.Giin 8.Giin 9.Giin
(mg/L) | Ort=S.H. * | Ort+S.H. * Ort+S.H. * Ort+S.H. * Ort+S.H. * Ort+S.H. * Ort+S.H. * Ort+S.H. * | Ort+S.H. *
0.0 DA DA DA DA DA DA DA DA DA
0.1 0.043+0.001 | 0.044+0.001 | 0.051+0.002 | 0.0584+0.001 | 0.06+0.001 0.06+0.001 | 0.063+0.004 | 0.066+0.004 | 0.073+0.00
xa xa xb xXc xd xd xe xf 5xg
1.0 0.51+0.02 0.54+0.02 0.58+0.004 0.62+0.003 0.69+0.01 0.73+0.02 0.76+0.005 0.82+0.008 | 0.86+0.008
ya ya yb ye yd ye yf yg yh
5.0 0.85+0.03 1.22+0.02 1.35+0.005 1.49+0.008 1.72+0.02 1.78+0.01 1.95+0.03 2.37+0.04 3.00+0.05
ya zb zc zd ze ze zf zg zh
10.0 1.99+0.16 2.18+0.03 2.48+0.02 2.96+0.07 3.54+0.02 3.67+0.02 3.95+0.03 4.22+0.05 4.92+0.10
za ta th te td td te tf tg
25.0 5.40+0.29 | 6.21+0.004 6.72+0.09 7.22+0.09 7.68+0.03 8.25+0.03 8.52+0.07 8.87+0.04 9.60+0.06
ta ub uc ud ue uf uf ug uh
50.0 9.99+0.06 11.55+0.99 13.53+0.04 16.30+0.01 18.07+0.04 19.70+0.05 | 21.04+0.14 | 22.944+0.11 |25.03+0.04
ua vb ve vd ve vf vg vh vk

:x,y,z,t,u ve v harfleri derisimleri belirlemek; a,b,c,d,e,f,g,h ve k harfleri giinler aras1 ayirim1 belirlemek amaciyla
kullanilmistir.Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayirim vardir (P<0.05). DA: Diizeyin Altinda

Varyans Kareler Serbestlik Kareler
kaynagi Toplami1 Derecesi Ortalamasi F

Grup arasi 6689.615 53 126.219 5203.8 P<0.05
Grup ici 2.620 108 0.024
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Sekil 4.2. C. vulgaris’te farkli ortam derisimlerine ve giinlere bagli krom birikimi

4.2. BKF Degerleri

Belirlenen her bir derisim ve siirede ii¢ tekrarli olarak saptanan BKF
degerlerinin aritmetik ortalamalar ve standart hatalar1 Cizelge 4.2’de, BKF degerleri

grafigi Sekil 4.3’de verilmistir.

Yapilan istatistiksel degerlendirmede kontrol grubunun BKF degerleri
diizeyin altinda bulunmustur. Bununla birlikte belirli bir zaman siireci dikkate
alindiginda, 1. giiniin kontrol grubuna gore BKF degerlerindeki artis Onemli
bulunmustur (P<0.05). 0.1 ve 1 mg/L‘lik tim derisimlerdeki BKF degerindeki artig
onemli (P<0.05), 5, 10, 25 ve 50 mg/L‘lik derisimlerdeki BKF degerindeki degisim

onemsiz bulunmustur (P>0.05).

2. giiniin kontrol grubuna gore tiim derisimlerdeki BKF deger artig1 6nemli
bulunmustur (P<0.05). 0,1 ve 1 mg/L‘lik derisimler arasindaki BKF deger artisi
onemli (P<0.05), 5, 10, 25 ve 50 mg/L‘lik derisimler arasindaki BKF degerindeki

degisim 6nemsiz bulunmustur (P>0.05).
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3. giinlin kontrol grubuna gore tiim derisimlerdeki BKF degerindeki artis
o6nemli bulunmustur (P<0.05). 5, 25 ve 50 mg/L‘lik derisimler arasindaki BKF degeri
degisimi 6nemsiz (P>0.05), diger derisimler arasindaki degisim 6nemli bulunmustur

(P<0.05).

4, 5, 6 ve 8. giinlerin her birinin kontrol grubuna goére tiim derisimlerin BKF
degerlerindeki artis 6nemli bulunmustur (P<0.05). 0.1 ve 1 mg/L‘lik derisimler
arasindaki BKF degeri artisi onemli (P<0.05), diger derisimler arasindaki BKF

degerindeki degisim 6nemsiz bulunmustur (P>0.05).

7. ve 9. glinlerin kontrol grubuna goére tiim derisimlerin BKF degerindeki artis
onemli bulunmustur (P<0.05). 0.1 ve 1 mg/L derisimler arasindaki BKF degeri artisi
onemli (P<0.05), 5, 10 ve 50 mg/L‘lik derisimler arasindaki BKF degeri degisimi

Oonemsiz bulunmustur (P>0.05).

BKEF degerleri 0, 10 ve 25 mg/L‘lik derisimler disinda diger tiim derisimlerde
1‘in tstlinde c¢ikmuistir. BKF degerlerindeki artis diisiik derisimlerde (0.1, 1 ve 5
mg/L) diger derisimlere oranla daha ytiksektir.

Ayni derisimin gilinleri arasindaki istatistik degerlendirmede 0.1 mg/L‘lik
derisimde 1. ve 2. giin; 4. ve 5. ve 6. ve 7. giinler arasinda BKF degerindeki degisim
onemsiz (P>0.05), diger giinler arasindaki BKF deger artisi 6nemli bulunmustur

(P<0.05).

1 mg/L‘lik derisimde: 1, 2, 3 ve 4. giinler; 4. ve 5. giinler; 5. ve 6. giinler ve 6.
ve 7. giinler arasindaki BKF degerlerindeki degisim 6nemsiz (P>0.05), diger giinler

arasindaki degisim 6nemli (P<0.05) bulunmustur.

5 mg/L’lik derisimde, 2. ve 3. ; 3. ve 4. ve 5. ve 6. giinler arasindaki BKF
degeri degisimi onemsiz (P>0.05), diger giinler arasindaki BKF degeri degisimi
onemli bulunmustur (P<0.05).

10 mg/L’lik derisimde, 1. ve 2.; 2. ve 3.; 5. ve 6. giinler arasinda BKF
degerindeki degisim Onemsiz (P>0.05), diger gilinler arasindaki BKF degerindeki

artts 6nemli bulunmustur (P<0.05).
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25 mg/L’lik derisimde, 6. ve 7. giinler arasindaki BKF degeri degisimi
onemsiz (P>0.05), diger giinler arasindaki BKF degerindeki artis Onemli
bulunmustur (P<0.05).

50 mg/L’lik derisimin tiim giinleri arasindaki BKF degeri artist 6nemli
bulunmustur (P<0.05). Siire arttik¢a BKF degeri de artmistir.

Tipkt derisimler arasinda oldugu gibi giinler arasinda da BKF degerindeki
artig  diisiik derisimlerde (0.1 ve 1 mg/L) daha yiiksek olmustur. 0.1 mg/L’lik
derigimde 3. giinde, 1 mg/L’lik derisimde 1. giinde, 5 ve 50 mg/L’lik derisimde ise 9.
giinde BKF degerleri 1.0’1n iistiine ¢ikmigtir
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Cizelge 4.2. Chlorella vulgaris’in krom etkisinde BKF miktarinin giinlere ve derisimlere bagl degisimi

Derisim 1. Giin 2. Giin 3.Glin 4.Giin 5.Giin 6.Glin 7.Gln 8.Giin 9.Glin
(mg/L) Ort+S.H. * | Ort+S.H. * | Ort+S.H. * | Ort+S.H. * Ort+S.H. * Ort+S.H. * Ort+S.H. * Ort+S.H. * Ort+S.H. *
0.0 DA DA DA DA DA DA DA DA DA
0.1 0.77+£0.002 | 0.80+0.01 | 1.04+0.005 1.31£0.05 1.424+0.02 1.63+0.07 1.72+0.003 1.94+0.05 2.70+0.08
xa xa xb Xc Xc xd xd xe xf
1.0 1.05+0.01 1.16+£0.07 | 1.40+0.01 1.65+0.02 2.23+0.10 2.67+0.17 3.16+0.01 4.68+0.30 6.37+0.40
ya ya ya yab ybe yed yd ye yf
5.0 0.21£0.003 | 0.32+0.007 | 0.37+0.005 | 0.42+0.003 0.52+0.009 0.55+0.006 0.63+0.01 0.90+0.003 1.50+0.07
za zb zbc zc zd zd zte zf zg
10.0 0.25+0.03 0.28+0.01 | 0.33+0.01 0.42+0.02 0.55+0.003 0.58+0.008 0.65+0.006 0.73+0.02 0.97+0.04
za zab tb zc zd zd zte zf ztg
25.0 0.27+0.01 0.33+£0.003 | 0.37+0.01 0.41+0.007 0.45+0.002 0.49+0.005 0.52+0.004 0.54+0.01 0.62+0.003
za zb zc zd ze zf zf zg th
50.0 0.25+0.02 0.30+0.02 | 0.37+0.005 | 0.48+0.003 0.57+0.003 0.65+0.004 0.73+0.01 0.85+0.02 1.00+0.01
za zb zc zd ze zf tg zh ztk

4. BULGULAR VE TARTISMA

:x,y,z ve t harfleri derisimleri belirlemek; a,b,c,d,e,f,g,h ve k harfleri giinler aras1 ayirimi belirlemek amaciyla
kullanilmistir. Farklt harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayirim vardir (P<0.05). DA: Diizeyin Altinda

Varyans Kareler Serbestlik Kareler

kaynagi Toplami Derecesi Ortalamasi F P
Grup arasi 202.385 53 3.819 165.603 P<0.05

Grup ici 2.490 108 0.0230
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Sekil 4.3. C. vulgaris‘de krom etkisinde giinlere ve derisimlere bagli BKF degerleri

4.3. Hiicre Sayim

Kromun farkli derisimlerindeki C. vulgaris’e ait glinlere ve derisimlere baglh
hiicre sayimlar1 ve istatistiksel degerleri ¢izelge 4.3 de, hiicre sayimlar1 grafigi sekil
4.4°de verilmistir.

Yapilan istatistiksel degerlendirmede belirli bir zaman stiresine bagli olarak 1.
giiniin kontrol grubuna goére 0.1 ve 1 mg/L’lik derisimlerin hiicre sayisindaki azalis
Oonemsiz bulunmustur (P>0.05). 5 ve 10 mg/L’lik derisimlerindeki hiicre sayisi
azalis1 kontrol grubuna gore 6nemli bulunmusken (P<0.05), kendi arasinda dnemsiz
bulunmustur (P>0.05). 25 ve 50 mg/L’lik derisimlerdeki hiicre sayisindaki azalig
kontrol grubuna gore ve kendi arasinda 6nemli bulunmustur (P<0.05).

2, 3, ve 4. giiniin her birinin kontrol grubuna gore ve tiim derigimleri
arasindaki hiicre sayis1 azalis1 dnemli bulunmustur (P<0.05). Ortamda bulunan krom

derisimi arttikca hiicre sayis1 azalmstir.
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5. gliniin kontrol grubuna gore tiim derisimlerindeki hiicre sayisindaki azalis
onemli bulunmusken (P<0.05), 1 ve 5 mg/L’lik derigimler arasindaki hiicre sayis1
azalist 6nemsiz (P>0.05), diger derisimler arasindaki hiicre sayisi azalist onemli
bulunmustur (P<0,05).

6, 7, 8 ve 9. glinlerin kontrol grubuna gore tiim derisimlerin ve derisimler
arasindaki hiicre sayisindaki azalis 6nemli bulunmustur (P<0.05). Ortamdaki krom
derigimi arttikca hiicre sayist azalmistir.

Tiim siirelerde kontrol grubuna gore hiicre sayisindaki azalisin diisiik (0.1, 1
ve 5 mg/L) derisimlere oranla yiiksek derisimlerde (10, 25 ve 50 mg/L) daha fazla
oldugu bulunmustur. 1. giinde kontrol grubuna goére 0.1, 1 ve 5 mg/L’lik
derigimlerdeki hiicre sayisindaki azalig sirasiyla, %0.4, %0.8 ve %0.11; 10, 25 ve 50
mg/L’lik derisimlerde sirasiyla, %0.18, %0,30 ve %0,45 iken 9. giinde yine kontrol
grubuna gore diisiik derisimlerdeki azalislar sirasiyla, %59, %63 ve %65; yiiksek
derisimlerde ise sirasiyla, %71, %79 ve %83 olarak bulunmustur.

Ayni derisimin farkli glinleri arasindaki istatistiksel degerlendirme 0 mg/L’lik
derigimdeki giinler arasindaki hiicre sayisi artist 6nemli bulunmustur (P<0.05).

0.1 mg/L’lik derisimde ilk ii¢ giindeki hiicre sayisindaki artis Onemli
bulunmustur (P<0.05). 4. ve 5. giinler arasindaki hiicre sayisi azalis Onemsiz
bulunmusken (P>0.05), 6, 7, 8 ve 9. giinler arasindaki azalis dnemli bulunmustur
(P<0.05).

1 mg/L’lik derisimde, ilk ii¢ giindeki hiicre sayis1 artist onemli bulunmustur
(P<0.05). Bununla birlikte etkilesim siiresi artinca hiicre sayis1 azalmaya baslamis ve
4,5,6,7, 8, ve9. glinlerdeki hiicre sayis1 azalmas1 énemli bulunmustur (P<0.05).

5 mg/L’lik derisimde, 1. ve 2. giinler arasindaki hiicre sayis1 artig1 6nemli
bulunmustur (P<0.05). 2. giine gore 3. giindeki hiicre sayis1 azalisi ile 4 ve 5 giinler
arasindaki hiicre sayis1 azalisi 6nemsiz bulunmustur (P>0.05). 6, 7, 8 ve 9.
giinlerdeki hiicre sayis1 azalis1 6nemli bulunmustur (P<0.05).

10 mg/L’lik derisimde 1. giine gore 2. giindeki hiicre sayist artigt 6nemli
bulunmustur (P<0.05). 3. ve 4. giinler arasindaki hiicre sayisi azaligt Oonemsiz

(P>0.05), diger giinler arasindaki azalig 6nemli bulunmustur (P<0.05).
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25 mg/L’lik derisimde, 1. giine gore diger tiim gilinlerdeki hiicre sayis1 azalisi
onemli bulunmusken (P<0.05), 2, 3 ve 4. giinler arasindaki hiicre sayisindaki azalis
onemsiz bulunmustur (P>0.05).

50 mg/L’lik derisimde, tiim giinler arasindaki hiicre sayisinin azaligi 6nemli
bulunmustur (P<0.05). Siireye bagli olarak hiicre sayis1 azalmstir.

Siireye bagli olarak C. vulgaris’teki hiicre sayisi azaliginin diisiik derigimlere
(0.1, 1 ve 5 mg/L) oranla yiiksek derisimlerde (10, 25 ve 50 mg/L) daha fazla oldugu
bulunmustur. 1. gline gore 9. giindeki . 0.1, 1 ve 5 mg/L’lik derisimlerdeki hiicre
sayist azalislart sirasiyla, %7, %15 ve %19 iken 10, 25 ve 50 mg/L’lik derisimlerdeki

hiicre sayis1 azalislar1 %34, %50 ve %58 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.3. Chlorella vulgaris’in krom etkisinde giinlere ve derisimlere bagli hiicre sa

151 degisimi

Derisim 1. Giin 2. Gilin 3.Giin 4.Gilin 5.Giin 6.Glin 7.Giin 8.Giin 9.Giin
(mg/L) | Ort+S.H. * Ort+S.H. * Ort+S.H. * Ort+S.H. * | Ort=S.H. * | Ort=S.H. * | Ort+S.H.* | Ort+S.H. * | Ort+S.H. *
0.0 271.3£0.34 319.0+0.58 377.7£1.86 408.0+£0.58 |453.0+£0.54 | 471.1£2.65 | 502.7+0.91 | 576.1+4.80 | 612.4+0.92
xa xb Xc xd xe xf Xg xh xk
0.1 270.7+0.37 301.0+0.62 315.0+1.15 306.3+2.71 | 305.0+2.71 | 287.3£0.89 | 278.4+0.88 | 265.3£1.45 | 251.2+1.12
xa yb ye yb yb yd ye yf yg
1.0 269.7+0.41 296.0+1.16 300.3+0.89 | 291.43+0.85 | 275.7+0.33 | 270.4+0.33 | 258.2+1.17 | 242.24+0.97 | 228.7+£0.71
Xya zb zc zd ze za zf zg zh
5.0 268.3+0.46 283.0+0.62 282.7+1.45 275.5£1.45 | 272.7+£1.45 | 259.7£0.91 | 243.3+0.95 | 230.7+0.85 | 218.3+0.92
yza tb tb te zc td te tf tg
10.0 266.7+0.89 259.8+1.45 264.4+0.36 262.3+0.33 |246.7+0.89 | 234.0+0.58 | 2236.0+1.15 | 205.0£0.59 | 176.0+0.58
za ub uac uc td ue uf ug uh
25.0 263.4+0.91 253.6+1.20 253.0+1.73 250.3+0.33 |233.7+1.20| 217.7£0.37 | 206.7£1.72 | 172.8£0.89 | 131.2+1.53
ta vb vb vb uc ud ve vf vg
50.0 259.4+0.67 249.7+0.34 241.7+1.68 237.7£1.20 |228.9+0.67 | 208.7+0.88 | 196.0+1.81 | 150.4+1.45 | 109.7£1.21
ua wb wce wd ve wif wg wh wk

4. BULGULAR VE TARTISMA

x,y,z,t,u,v ve w harfleri derisimleri belirlemek; a,b,c,d,e,f,g,h ve k harfleri giinler arast ayirim1 belirlemek amaciyla
kullanilmistir. Farkli harflerle gdsterilen veriler arasinda istatistik ayirim vardir (P<0.05).

Varyans Kareler Serbestlik Kareler

kaynagi Toplami Derecesi Ortalamasi F P
Grup arasi 1485725 62 23963.3 5032.3 P<0.05

Grup ici 600.000 126 4.762
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Sekil 4.4. Chlorella vulgaris’in giinlere ve farkli krom derisimlerine bagli hiicre
sayi1st

4.4. Biiyiime Hiz1 Degerleri

Kromun farkli derisimlerindeki C. vulgaris’e ait biiylime hiz1 ve istatistiksel
degerler 4.4°de, biliylime hiz1 grafigi sekil 4.5’te verilmistir.

Yapilan istatistiksel degerlendirmede, kontrol grubuna gore tim
derisimlerdeki biiyiime hizindaki azalig 6nemli (P<0.05), 1 ve 5 mg/L’lik derisimler

arasindaki bilylime hiz1 degisimi 6nemsiz bulunmustur (P>0.05).
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Cizelge 4.4. C. vulgaris’in farkli krom derisimlerine bagl biiytiime hiz1 degerleri

Blylime Hizi
Derisim Degerleri
(mg/L) Ort+S.H. *

0 0.131+0.004 x
0.1 -0.0124+0.001y
1.0 -0.026+0.002 z
5.0 -0.033+0.001 z
10.0 -0.07+0.001 t
25.0 -0.11+0.002 u
50.0 -0.1340.002 v

:X,y,Z, t, u ve v harfleri derigimler arasi ayirimi belirlemek
amaciyla kullanilmistir. Farkli harflerle gosterilen veriler
arasinda istatistik ayirnm vardir (P<0.05).

Varyans Kareler Serbestlik Kareler

kaynagi Toplamu Derecesi Ortalamasi F P
Grup arasi 0.133 6 0.022 4641.1 P<0.05

Grup ici 6.66 14 4.76
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Sekil 4.5. C. vulgaris‘in farkli krom derisimlerine bagli bitylime hiz1 degerleri

4.5. Protein Miktari

C.vulgaris’deki protein diizeylerini saptamak icin protein standartlart ile
absorbans arasindaki iliskiyi gosteren regresyon dogrusu kullanilmustir.

Protein standartlarimin absorbans degerlerinden Y= 0.0118X + 0.3658
formiilii bulunmustur. Burada X protein derisimini; Y degeri de absorbansi
gostermektedir. Bu regresyon formiilii kullanilarak C. vulgaris’deki protein miktari
hesaplanmistir.

Belirlenen her derisim ve siirede {i¢ tekrarli olarak saptanan protein
diizeylerinin aritmetik ortalamalar1 ve standart hatalar1 ¢izelge 4.5’de protein miktari

grafigi sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.6. Protein derisimi ve absorbans arasindaki dogrusal iligki

Yapilan istatistiksel degerlendirmede, belirli bir zaman siiresi boyunca 1.
giinlin kontrol grubuna gore 0.1 mg/L’lik derisim miktar1 azalis1 6nemsiz (P>0.05),
diger derisimlerin protein miktar1 azalisi 6nemli bulunmustur (P<0.05). 1, 5 ve 10
mg/L’lik ; 5, 10 ve 25 mg/L’lik ve 25 ve 50 mg/L’lik derisimler arasindaki protein
miktar1 azalis1 Gnemsiz bulunmustur (P>0.05).

3. giinlin kontrol grubuna gore tiim derisimlerin protein miktarindaki azalis
onemli bulunmustur (P<0.05). 1, 5, 10, 25 ve 50 mg/L’lik derisimler arasindaki
protein miktar1 azalist dnemsiz bulunmugken (P>0.05), bu derisimlerdeki protein
miktart azalis1 0.1 mg/L’lik derisime gore dnemli bulunmustur (P<0.05).

6. giinlin kontrol grubuna gore diger tiim derisimlerdeki protein miktarindaki
azalis onemli bulunmustur (P<0.05). 0.1 mg/L’lik derisime gore 1, 5, 10, 25 ve 50
mg/L’lik ve 1 mg/L’lik derisime gore de 5, 10, 25 ve 50 mg/L’lik derisimdeki
protein miktar1 azalist 6nemli bulunmustur (P<0.05). 1, 5, 10 ve 25 mg/L’lik ve 5,
10, 25 ve 50 mg/L’lik derisimler arasindaki protein miltar1 azalist Onemsiz

bulunmustur (P>0.05).
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9. giiniin kontrol grubuna gore tiim derisimlerdeki protein miktarindaki azalis
o6nemli bulunmustur (P<0.05). 1, 5, 10, 25 ve 50 mg/L’lik derisimler arasindaki
protein miktarindaki azalis Onemsiz (P>0.05) bulunmusken, bu derisimlerdeki
protein miktar1 azalig1 0.1 mg/L’lik derisime gore 6nemli bulunmustur (P<0.05).

Protein miktarindaki azalislar, kontrol grubuna gore diisiik derisimlere (0.1, 1
ve 5 mg/L) oranla yiiksek derisimlerde (10, 25 ve 50 mg/L) daha fazla oldugu
bulunmustur. Kontrol grubuna goére protein miktarindaki azaliglar 1. giiniin 0.1, 1 ve
5 mg/L’lik derisimlerinde sirasiyla, %6.5, %27 ve %31; 10, 25 ve 50 mg/L’lik
derisimlerinde sirastyla, %32, %39 ve %42’dir. 9. giiniin yine kontrol grubuna oranla
diisiik derisimlerinde sirastyla %43, %55 ve %S58; yiiksek derisimlerinde ise
strastyla, %63, %65 ve %66 olarak bulunmustur.

Ayni derisimin giinleri arasindaki istatistiksel degerlendirmede, 0 grubundaki
protein miktar1 derisimi 6nemsiz bulunmustur (P>0.05).

0.1, 1, 5, 10 ve 25 mg/L’lik derisimlerde 1. giline gore diger giinlerdeki
protein miktar1 azalis1 dnemli (P<0.05), 3, 6 ve 9. giinler arasindaki protein miktar1
azalis1 onemsiz bulunmustur (P>0.05).

50 mg/L’lik derisimde belirlenen siireler arasindaki protein miktar1 degisimi
onemli bulunmustur (P<0.05). Siire arttik¢a protein miktar1 azalmistir.

Siireye bagli olarak protein miktarindaki azaliglar diistik derisimlere (0.1, 1 ve
5 mg/L) oranla yiikksek derisimlerde (10, 25 ve 50 mg/L) daha fazla oldugu
bulunmusgtur. 1. giine gore 9. gilindeki protein miktarindaki azaliglar 0.1, 1 ve 5
mg/L’lik derisimlerde sirasiyla, %39, %40 ve %40 iken 10, 25 ve 50 mg/L’lik

derisimlerde sirasiyla, %46, %44 ve %45 olarak bulunmustur
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Cizelge 4.5. Chlorella vulgaris’in protein miktarinin (mg/g y.a.)krom etkisinde

giinlere ve derigimlere bagl degisimi

Derisim 1. Giin 3. Giin 6.Giin 9.Giin
(mg/L) Ort£S.H. * Ort+S.H. * Ort£S.H. * Ort+S.H. *
0.0 4.29+0.15 3.81+0.05 4.03+0.15 4.27+0.29
Xxa Xa Xxa Xa
0.1 4.01+£0.20 2.32+0.06 2.49+0.02 2.40+0.01
Xa yb yb yb
1.0 3.13+0.05 1.75+0.05 1.92+0.04 1.91+0.09
ya zb zb zb
5.0 2.96+0.05 1.61+0.08 1.82+0.01 1.78+0.02
yza zb ztb zb
10.0 2.94+0.01 1.55+0.07 1.66+0.02 1.57+0.02
yza zb ztb zb
25.0 2.63+0.01 1.61+0.06 1.71+0.05 1.51+0.01
zta zb ztb zb
50.0 2.50+0.01 1.70+0.06 1.61+0.02 1.49+0.02
ta zb tc zd
* :X,y,z ve t harfleri derisimleri belirlemek; a,b,c ve d harfleri giinler
aras1 ayirimi belirlemek amaciyla kullanilmigtir. Farkli harflerle
gosterilen veriler arasinda istatistik ayirnm vardir (P<0.05).
Varyans Kareler Serbestlik Kareler
kaynagi Toplami1 Derecesi Ortalamasi F P
Grup arasi 70.709 27 2.619 85.030 P<0.05
Grup igi 1.725 56 0.0307
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Sekil 4.7. C. vulgaris’de krom derisimlerine ve giinlere bagli protein miktari

4.6. Seker Miktar1

C.vulgaris’deki seker diizeylerini saptamak igin seker standartlari ile
absorbans arasindaki iliskiyi gdsteren regresyon dogrusu kullanilmistir (Sekil 4.8.).

Seker standartlarinin absorbans degerlerinden Y=0.0082X + 0.0235 formiilii
bulunmustur. Burada X seker derisimini; Y degeri de absorbansi gostermektedir. Bu
regresyon formiilii kullanilarak C. vulgaris’deki seker miktar1 hesaplanmustir.

Belirlenen her derisim ve siirede {i¢ tekrarli olarak saptanan seker
diizeylerinin aritmetik ortalamalar1 ve standart hatalar1 ¢izelge 4.6’da seker miktari

grafigi sekil 4.9’da verilmistir.

53



4. BULGULAR Ozee OZDIS

Y =0,0082X + 0,0235

Absorbans
|

0 50 100 150 200 250
Derisim (mg/L)

Sekil 4.8. Seker derisimi ve absorbans arasindaki dogrusal iligki

Yapilan istatistiksel degerlendirmede belirli bir zaman siiresinde; 1. giiniin
kontrol grubuna gore tiim derisimlerdeki seker miktar1 azalist dnemli bulunmustur
(P<0.05). 0.1 ve 1 mg/L; 1 ve 5 mg/L; 5, 10 ve 25 mg/L ve 25 ve 50 mg/L’lik
derisimler arasindaki seker miktar1 azalist 6nemsiz bulunmustur (P>0.05).

3. gliniin kontrol grubuna gore tiim derisimlerdeki seker miktar1 azalisi
onemli bulunmustur (P<0.05). 5 mg/L’lik derisimdeki seker miktar1 kontrol grubuna
gore yaklagik yar1 yariya azalmisken 50 mg/L’lik derisimde seker miktar1 kontrol
grubunun 1/3’ne diigsmiistiir. 25 ve 50 mg/L’lik derisimler arasindaki seker miktari
azalis1 onemsiz (P>0.05), diger derisimler arasindaki azalis 6nemli bulunmustur
(P<0.05).

6. gliniin kontrol grubuna gore tiim derisimlerdeki seker miktar1 azalisi
onemli bulunmustur (P<0.05). 0.1 ve 1 mg/L’lik ve 10 ve 25 mg/L’lik derisimler
arasindaki seker miktar1 azalis1 onemsiz (P>0.05), diger derigimler arasindaki seker
miktar1 azalis1 6nemli bulunmustur (P<0.05).

9. giliniin kontrol grubuna goére tiim derisimlerdeki seker miktar1 azalisi

onemli bulunmustur (P<0.05). 5, 10 ve 25 mg/L’lik derigimler arasindaki seker
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miktar1 azalis1 onemsiz (P>0.05), diger derisimler arasindaki seker miktar1 azalisi
onemli bulunmustur (P<0.05).

Seker miktarindaki azalislarin, kontrol grubuna gore diisiik derisimlere (0.1, 1
ve 5 mg/L) oranla yiiksek derisimlerde (10, 25 ve 50 mg/L) daha fazla oldugu
bulunmustur. Kontrol grubuna gore seker miktarindaki azalislar 1. giiniin 0.1, 1 ve 5
mg/L’lik derisimlerinde sirasiyla, %10, %14 ve %22; 10, 25 ve 50 mg/L’lik
derisimlerinde sirasiyla, %30, %34 ve %42 iken 9. giiniin yine kontrol grubuna gore
daha diisiik derigimlerinde sirasiyla %29, %39 ve %57; daha yiiksek derisimlerinde
ise sirastyla, %62, %61 ve %75 olarak bulunmustur

Ayni derisimin giinleri arasindaki istatistik degerlendirmede kontroldeki seker
miktar1 degisimi giinlere gore dnemsiz bulunmustur (P<0.05).

0.1 mg/L’lik derisimde 1. giine gore 3. giindeki seker miktar1 azalis1 Gnemsiz
(P>0.05), diger giinlerdeki seker miktarindaki azalis 6nemli bulunmustur (P<0.05).
Ayni derigimin 3 ve 6. giinleri ile 6 ve 9. giinleri arasindaki seker miktar1 azalisi
onemsiz bulunmustur (P>0.05)

I mg/L’lik derisimde, 1. giine gore diger giinlerdeki seker miktar1 azalist
onemli (P<0.05), 3 ve 6. giin arasindaki seker miktar1 degisimi dnemsiz bulunmustur
(P>0.05).

5 mg/L’lik derisimde, tiim giinler arasindaki seker miktar1 degisimi onemli
bulunmustur (P<0.05).

10 mg/L’lik derisimde, 1. giine gore diger gilinlerdeki seker miktar1 azaligi
onemli (P<0.05), 3 ve 6. giinler ve 6 ve 9. giinler arasindaki seker miktar1 degisimi
onemsiz bulunmustur (P>0.05).

25 mg/L’lik derisimde, 1. giine gore diger giinlerdeki seker miktar1 degisimi
onemli (P<0.05), 3 ve 6. gilinler ve 6 ve 9. giinler arasindaki seker miktari dnemsiz
bulunmustur (P>0.05).

50 mg/L’lik derisimde, 1. giine gore diger gilinlerdeki seker miktar1 degisimi
onemli (P<0.05), 6 ve 9. glinler arasindaki seker miktar azalis1 6nemsiz bulunmustur

(P>0.05).
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Stireye baglh olarak seker miktarindaki azaliglar diisiik derisimlere (0.1 ve 1
mg/L) oranla yiiksek derisimlerde (10, 25 ve 50 mg/L) daha fazla oldugu
bulunmustur. 1. gline gore 9. glindeki seker miktarindaki azalislar 0.1 ve 1 mg/L’lik
derigimlerde sirasiyla, %20 ve %27 iken 10, 25 ve 50 mg/L’lik derisimlerde sirasiyla,
%46, %42 ve %56 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.6. Chlorella vulgaris’in krom etkisinde seker miktarinin (mg/g y.a.) giinlere ve derisimlere bagh degisimi

Derisim 1. Giin 3. Giin 6.Giin 9.Glin

(mg/L) Ort+S.H. * Ort+S.H. * Ort+S.H. * Ort+S.H. *
0.0 9.94+0.61 xa 9.74+0.40 xa 8.52+0.41 xa 10.02+0.36 xa
0.1 8.92+0.40 ya 8.47+0.07 yab 7.83+0.17 ybe 7.10£0.20 ye
1.0 8.524+041 yza 7.34+0.10 zb 7.18+0.18 yb 6.16+0.07 zc
5.0 7.70+0.20 zta 5.06+0.14 tb 5.88+0.20 zc 4.3740.09 td
10.0 7.02+0.06 ta 3.97+0.07 ub 3.52+0.18 tbe 3.84+0.08 tc
25.0 6.57+0.04 tua 3.31+0.08 vb 3.60+0.19 tbe 3.88+0.06 tc
50.0 5.76+0.04 ua 2.934+0.03 vb 2.6040.09 uc 2.56+0.03 uc

4. BULGULAR VE TARTISMA

:x,y,z,t,u ve v harfleri derisimleri belirlemek; a,b,c ve d harfleri giinler aras1 ayirimi belirlemek

amaciyla kullanilmistir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayirim vardir (P<0.05).

Varyans Kareler Serbestlik Karelerin

kaynagi Toplami Derecesi Ortalamasi F P
Grup arasi 457.722 27 16.953 106.351 P<0.05

Grup i¢i 8.927 56 0.159
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Sekil 4.9. C. vulgaris’de farkli krom derisimlerine ve giinlere bagl seker miktari

4.7. Pigment Miktarlar

4.7.1. Klorofil-a Miktarlar

Belirlenen her derisim ve siirede {i¢ tekrarli olarak saptanan klorofil-a
diizeylerinin aritmetik ortalamalar1 ve standart hatalar1 Cizelge 4.7.’de, klorofil-a
miktar1 grafigi Sekil 4.10.”de verilmistir.

Yapilan istatistiksel degerlendirmede belirli bir zaman siireci dikkate
alindiginda, belirlenen tiim gilinlerin kontrol grubuna goére tiim derisimlerindeki ve
derisimler arasindaki klorofil-a miktar1 azaliglar1 6nemli bulunmustur (P<0.05). Bu
da gostermektedir ki belirli bir zaman siireci dikkate alindiginda derisime baglh

olarak klorofil-a miktar1 azalmistir.
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Klorofil-a miktarindaki azalmalar, diisiik derisimlere (0.1 ve 1 mg/L) oranla
yiiksek derigimlerde (5, 10, 25 ve 50 mg/L) daha fazla olmustur. Ozellikle de 25 ve
50 mg/L’lik derisimlerdeki azalmalar olduk¢a belirgin olup 1. gilinde bu
derisimlerdeki klorofil-a miktar1 azalmalar1 kontrol grubuna gore sirasiyla yaklasik
olarak %20 ve %21 iken 9. giindeki azalmalar sirastyla %88 ve %92 olmustur.

Ayni derisimin giinleri arasindaki istatistik degerlendirmede kontrolde giinler
arasinda klorofil-a miktar1 degisimi 6nemli bulunmustur (P<0.05). Giinler arttikca
klorofil-a miktar1 artmustir.

0.1, 5, 10, 25 ve 50 mg/L’lik derisimlerde giinler arasindaki klorofil-a miktar1
degisimi Onemli bulunmustur (P<0.05). Bu derisimlerdeki klorofil-a miktar
etkilesim stiresine bagli olarak azalmistir.

1 mg/L’lik derisimde 3. ve 4., 4. ve 5. giinler arasindaki klorofil-a miktari
azalis1 onemsiz (P>0.05), diger giinler arasindaki klorofil-a miktar1 azalis1 6nemli
bulunmustur (P<0.05).

Yine derisimler arasinda oldugu gibi giinler arasinda da klorofil-a
miktarindaki azalis diislik derisimlere gore (0.1, 1 ve 5 mg/L) yiiksek (10, 25 ve 50
mg/L) derisimlerde daha fazla oldugu gozlenmistir. 1. giine gore 9. giindeki klorofil-
a miktart 10, 25 ve 50 mg/L’lik derisimlerde sirasiyla %70, %79 ve %86 oraninda

azalmustir.
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Cizelge 4.7. Chlorella vulgaris’in krom etkisinde klorofil-a miktarinin (ug/L) giinlere ve derisimlere bagh degisimi

Derisim 1. Giin 2. Glin 3.Glin 4.Glin 5.Giin 6.Giin 7.Gln 8.Giin 9.Giin
(mg/L) | Ort+=S.H. * Ort+S.H. * Ort+S.H. * Ort£S.H. * Ort+S.H. * | Ort+=S.H.* | Ort+S.H. * | Ort+#S.H. * Ort+S.H. *
0.0 281.240.74 | 299.5+2.81 311.7+£0.75 326.7£0.47 | 332.840.33 | 347.2+0.60 | 361.8+0.02 | 382.4+0.11 512.8+0.06
Xa xb Xc xd xe xf Xg xh xk
0.1 270.8+0.33 | 251.3+0.60 231.9+0.9 219.5¢0.70 | 215.2+0.03 | 212.1+0.02 | 209.4+0.63 | 202.3+0.10 189.7+0.72
ya yb ye yd ye yf yg yh yk
1.0 251.9+1.7 222.6+1.25 211.6+0.22 209.4+0.30 | 207.740.32 | 181.2+0.99 | 172.4+0.22 | 152.0+0.68 112.2+0.33
za zb zc zed zd ze zf zg zh
5.0 241.1£0.47 | 216.4+0.58 201.4+062 189.7£0.19 | 179.940.35 | 160.5£0.36 | 131.5£0.90 | 112.6+0.93 89.6+0.38
ta tb tc td te tf tg th tk
10.0 234.240.28 | 211.1+1.06 192.4+1.22 171.8+0.37 165.1£0.47 | 146.1+£0.04 | 111.2+1.05 | 89.6+0.76 68.3+0.22
ua ub uc ud ue uf ug uh uk
25.0 225.440.51 204.4+0.36 171.4+0.59 155.2+0.03 139.1+0.50 | 109.1+0.06 81.4+026 68.0£0.59 47.9+0.03
va vb ve vd ve vf vg vh vk
50.0 220.54+0.33 196.8+0.92 159.7+£0.54 140.9+0.36 | 128.740.30 | 93.1+0.51 72.6£0.21 50.1+0.10 30.5+0.67
wa wb we wd we wf wg wh wk

4. BULGULAR VE TARTISMA

x,y,z,t,u,v ve w harfleri derisimleri belirlemek; a,b,c,d,e,f,g,h ve k harfleri giinler aras1 ayirim1 belirlemek amaciyla

kullanilmistir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayirim vardir (P<0.05).

Varyans Kareler Serbestlik Kareler

kaynagi Toplami Derecesi Ortalamasi F P
Grup arasi 1312613 62 21171.172 13985 P<0.05

Grup i¢i 190.750 126 1.514
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Sekil 4.10. C. vulgaris’in krom etkisinde klorofil-a miktarinin giinlere ve derigimlere
bagl degisimi

4.7.2. Klorofil-b Miktar1

Belirlenen her derisim ve siirede ii¢ tekrarli olarak saptanan klorofil-b
diizeylerinin aritmetik ortalamalar1 ve standart hatalar1 Cizelge 4.8.’de, klorofil-b
miktar1 grafigi Sekil 4.11.”de verilmistir.

Yapilan istatistiksel degerlendirmede belirli bir zaman siireci dikkate
alindiginda, 1. giiniin kontrol grubuna gore tiim derisimlerdeki klorofil-b miktar
degisimi 6nemli bulunmustur (P<0.05). 0.1, 1 ve 5 mg/L; 1, 5 ve 10 mg/L ve 10 ve
25 mg/L’lik derisimler arasindaki klorofil-b miktar1 azalisi 6nemsiz (P>0.05)
bulunmustur. 50 mg/L’lik derisimdeki klorofil-b miktar1 azalis1 diger derisimlere
oranla 6nemli bulunmustur (P<0.05).

Diger giinlerin (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ve 9. giinler) her birinin kontrol grubuna

gore tim derisimlerindeki ve derisimler arasindaki klorofil-b miktar1 azaliglari
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onemli bulunmustur (P<0.05). Ortam derisimine bagli olarak klorofil b miktari
azalmustir.

Klorofil-b miktarindaki azalis kontrol grubuyla karsilastirildiginda diisiik
derigimlere (0.1, 1 ve 5 mg/L) oranla yiiksek derisimlerde (10, 25 ve 50 mg/L) daha
fazla oldugu gozlenmistir. 1. glinde klorofil-b miktarindaki azalma kontrol grubuna
gore 10, 25 ve 50 mg/L’lik derisimlerde sirastyla yaklasik olarak %6, %8 ve 12 iken
9. giinde bu derisimdeki azalmalar sirasiyla %86, %90 ve %93’ii bulmustur.

Ayn1 derisimin giinleri arasindaki istatistiksel degerlendirmede kontrolde
giinler arasindaki klorofil-b miktar1 degisimi énemli bulunmustur (P<0.05). Siireye

bagl olarak klorofil-b miktar1 artmigtir.

0.1, 1 ve 5 mg/L’lik 1. ve 2. giinler arasinda klorofil-b miktar1 degisimi
onemsiz (P>0.05), diger giinler arasinda klorofil-b miktar1 degisimi O6nemli
bulunmustur (P<0.05). Bu giinlerde stireye bagl olarak klorofil-b miktar1 azalmstir.

10, 25 ve 50 mg/L’lik derisimlerin her birinde giinler arasinda klorofil-b
miktarinin azalist énemli bulunmustur (P<0.05). Siireye bagli olarak klorofil- b
miktar1 azalmistir.

Klorofil-b miktarindaki azaliglar, daha yiiksek derisimlerde (10, 25 ve 50
mg/L) 3. giinden, daha diisiik derisimlerde (0.1, 1 ve 5 mg/L) ise 5. giinden sonra
oldukca belirgin olmustur. Bu giinlerdeki klorofil-b miktar1 azalmalar1 yaklagik %50
civarinda olmustur.

Yine derisimler arasinda oldugu gibi giinler arasinda da klorofil-b miktarindaki en
fazla azalislar diistik derisimlere (0.1, 1 ve 5 mg/L) oranla yiiksek derisimlerde (10,
25 ve 50 mg/L) gbzlenmistir. 1. giine gore 9. giindeki klorofil-b miktar1 10, 25 ve 50
mg/L’lik derisimlerde sirasiyla yaklagik olarak %64, %72 ve %80 oraninda

azalmistir.
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Cizelge 4.8. Chlorella vulgaris’in krom etkisinde klorofil-b miktarmin (ug/L) giinlere ve derisimlere bagli degisimi

Derisim 1. Giin 2. Giin 3.Glin 4.Giin 5.Glin 6.Glin 7.Glin 8.Giin 9.Giin

(mg/L) | Ort+=S.H. * | Ort=S.H. * | Ort+4S.H. * | Ort+=S.H. * Ort+S.H. * Ort+S.H. * Ort+S.H. * Ort+S.H. * | Ort+S.H. *

0.0 82.2+0.60 103.9£0.03 | 114.7£0.04 | 125.7+030 138.9+0.20 153.4+0.22 171.5+0.31 189.4+0.20 | 210.7+1.19
Xa xb Xc xd xe xf Xg xh xk

0.1 80.2+0.02 80.0+0.04 77.7+0.29 75.2+0.05 74.1+£0.047 70.5+0.33 65.9+0.66 64.0+0.09 62.8+0.60
ya ya yb ye yd ye yf yg yh

1.0 78.9+0.51 78.2+0.01 76.1+0.03 70.2+0.08 68.5+034 63.1£0.05 52.6+0.38 50.0+0.19 43.4+0.64
yza za zb zc zd ze zf zg zh

5.0 78.3+0.01 77.2+0.04 75.1+£0.06 68.2+0.04 66.9+0.30 58.2+1.12 47.2+0.35 41.1£0.62 32.5+0.87
yzta ta tb te td te tf tg th

10.0 77.5+0.27 75.3+0.08 70.9+0.07 65.8+0.07 62.5+0.37 50.2+0.22 41.3+£0.55 34.6+0.59 28.4+0.32
zta ub uc ud ue uf ug uh uk

25.0 76.6£1.13 72.7+0.63 69.5+0.21 61.3+0.82 57.0+0.25 41.4+0.64 32.140.51 26.1+£0.78 20.9+0.39
ta vb ve vd ve vf vg vh vk

50.0 72.6+0.34 68.8+0.67 65.2+0.02 47.240.16 45.2+0.41 31.540.69 27.540.36 21.14£0.56 14.8+0.14
ua wb we wd we wf wg wh wk

4. BULGULAR VE TARTISMA

:x,y,z,t,u,v ve w harfleri derisimleri belirlemek; a,b,c,d,e,f,g,h ve k harfleri giinler aras1 ayirim1 belirlemek amaciyla
kullanilmistir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayirim vardir (P<0.05).

Varyans Kareler Serbestlik Kareler

kaynagi Toplami Derecesi Ortalamasi F P
Grup arasi 265497 62 4282.22 879.860 P<0.05

Grup i¢i 613.233 136 4.867
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Sekil 4.11. C. vulgaris’in krom etkisinde klorofil-b miktarinin giinlere ve erisimlere
bagli degisimi
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4.8. pH Degerleri

Belirlenen her derisim ve siirede ii¢ tekrarli olarak saptanan pH diizeylerinin
aritmetik ortalamalar1 ve standart hatalar1 Cizelge 4.9.’de, pH degerleri grafigi Sekil
4.12.’de verilmistir.

Yapilan istatistiksel degerlendirmede belirli bir zaman siireci dikkate
alindiginda, 1. giiniin kontrol grubuna gore tiim derisimlerin pH degerindeki azalis
onemli bulunmustur (P<0.05). 0.1, 1 ve 5 mg/L’lik; 1, 5 ve 10 mg/L’lik ve 10, 25 ve
50 mg/L’lik derisimler arasindaki pH degeri azalisi 6nemsiz bulunmustur (P>0.05).

2. giinlin kontrol grubuna gore tiim derisimlerin pH degerindeki azalislar
o6nemli bulunmustur (P<0.05) . 0.1, 1 ve 5 mg/L’lik; 5 ve 10 mg/L’lik ve 25 ve 50
mg/L’lik derisimler arasindaki pH degisimi 6nemsiz bulunmustur (P>0.05).

3. giiniin kontrol grubuna gore tiim derisimlerin pH degerindeki azalis onemli
bulunmustur (P<0.05). 0.1, 1 ve 5 mg/L; 10 ve 25 mg/L ve 25 ve 50 mg/L’lik
derisimler arasindaki pH degeri degisimi 6nemsiz bulunmustur (P>0.05).

4, 5, 6, 7, 8 ve 9. giinlerin her birinin kontrol grubuna gore tiim
derisimlerindeki ve derisimler arasindaki pH degerindeki azaliglar Onemli
bulunmustur (P<0.05) . Derisime bagl olarak pH degeri azalmistir.

Kontrol grubuna gore tiim derisimlerdeki pH degerleri asidik pH’a dogru
azalma egilimi gostermistir. Asidik pH’a dogru olan bu azaliglar 6zellikle de yiiksek
derigimlerde (10, 25 ve 50 mg/L) daha belirgin olmustur. Bu yiiksek derisimlerdeki
pH degerleri zamanla 5’in altina diismiistiir. 9. giinde kontrol grubuna goére bu
derisimlerin pH degerindeki azalis sirasiyla %48, %51 ve %54 diizeyinde olmustur.

Ayni derisimin gilinleri arasindaki istatistiksel degerlendirmede 0 mg/L’lik
derisimde 7. ve 8. giinler hari¢ diger gilinler arasinda pH degerindeki artis dnemli
bulunmustur (P<0.05). 7. ve 8. giinler arasindaki pH degeri degisimi Onemsiz
bulunmustur (P>0.05).

0.1 mg/L’lk derisimde, 3, 4 ve 5. giinler arasindaki pH degisimi 6nemsiz

(P>0.05), diger giinler arasindaki pH azalis1 dnemli bulunmustur (P<0.05) .
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1 mg/L’lik derisimde, 1 ve 2. ve 3, 4 ve 5. giinler arasindaki pH degeri
degisimi Onemsiz (P>0.05), diger giinler arasindaki pH deger azalist Onemli
bulunmustur (P<0.05).

5 mg/L’lik derisimde 1 ve 2. ve 4 ve 5. giinler arasindaki pH degeri degisimi
onemsiz (P>0.05), diger giinler arasindaki pH deger azalisi 6nemli bulunmustur
(P<0.05).

10 mg/L’lik derisimde 1 ve 2. ve 4 ve 5. giinler arasindaki pH degeri degisimi
onemsiz (P>0.05), diger giinler arasindaki pH deger azalist 6nemli bulunmustur
(P<0.05).

25 mg/L’lik derisimde 1. ve 2. giinler arasindaki pH degeri degisimi dnemsiz
(P>0.05), diger giinler arasindaki pH deger azalis1 dnemli bulunmustur (P<0.05).

50 mg/L’lik derisimde 1. ve 2. giinler arasindaki pH degeri degisimi dnemsiz
(P>0.05), diger giinler arasindaki pH deger azalis1 6nemli bulunmustur (P<0.05).

Kontrol grubu hari¢ diger derisimlerde siireye bagli olarak pH degeri
azalmistir. Derigimler arasinda oldugu gibi giinler arasinda da pH degeri siire artikca
asidik pH’a diisme egiliminde olmustur. Asidik pH’a dogru olan bu azalislar, 0.1, 1,
5 ve 10 mg/L’lik derisimlerde 5. glinden, 25 ve 50 mg/L’lik derisimlerde 2. giinden
sonra oldukca belirgin olmustur. 10 mg/’lik derisimde pH degeri 9. gilinde, 25 mg/L
ve 50 g/L’lik derisimde 6. giinde 5.0’1n altina diismiistiir. 10, 25 ve 50 mg/L’lik
derisimlerin pH degerindeki diisiis 1. gline gore 9. giinde sirasiyla %22, %26 ve %30

civarinda olmustur
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Cizelge 4.9. Chlorella vulgaris’in krom etkisinde pH miktarinin giinlere ve derisimlere bagli degisimi

Derisim 1. Giin 2. Giin 3.Giin 4.Giin 5.Giin 6.Glin 7.Giin 8.Giin 9.Gilin
(mg/L) | Ort+=S.H. * | Ort+S.H. * | Ort=S.H. * | Ort+S.H. * Ort+S.H. * Ort+S.H. * Ort+S.H. * Ort+S.H. * Ort+S.H. *
0.0 6.49+0.11 7.01£0.07 | 7.47£0.15 7.90+0.14 8.14+0.16 8.36+0.09 8.70+0.02 8.88+0.03 9.14+0.02
xa xb Xc xd xe xf Xg Xg xh
0.1 6.31+0.05 | 6.25+0.06 | 6.10+0.09 6.07+0.05 6.06+0.02 5.99+0.04 5.92+0.03 5.85+0.02 5.82+0.02
ya yb ye ye ye yd ye yf yg
1.0 6.25+0.02 | 6.23+£0.06 | 6.03V0.08 6.01+0.02 5.96+0.03 5.83+0.02 5.74+0.03 5.63+0.01 5.57+0.01
yza ya yb zb zb zc zd ze zf
5.0 6.18+0.04 | 6.17+0.02 | 5.88+0.04 5.71+0.03 5.67+0.05 5.56+0.05 5.46+0.04 5.39+0.02 5.31+£0.01
yza yza yb tc te td te tf tg
10.0 6.11+£0.04 | 6.10+£0.03 | 5.65+0.04 5.42+0.03 5.40+0.08 5.31+£0.09 5.08+0.02 5.01+0.02 4.79+0.01
zta za zb uc uc ud ue uf ug
25.0 6.01+0.09 | 5.98+0.03 | 5.47+0.07 5.23+0.04 5.11£0.09 4.93+0.08 4.81+0.04 4.65+0.03 4.49+0.02
ta ta ztb ve vd ve vf vg uh
50.0 5.98+0.05 | 5.94+0.04 | 5.30+0.05 5.16+0.04 5.03+0.07 4.79+0.09 4.62+0.03 4.46+0.02 4.21£0.02
ta ta tb wce wd we wif wg wh

X,y,Z,t,u,v ve w harfleri derisimleri belirlemek; a,b,c,d,e,f,g ve h harfleri giinler arast ayirimi belirlemek amacryla kullanilmistir. Farkli harflerle

gosterilen veriler arasinda istatistik ayirim vardir (P<0.05).

Varyans Kareler Serbestlik Kareler

kaynagi Toplami Derecesi Ortalamasi F P
Grup arasi 205.540 62 3.315 1290.6 P<0.05

Grup ig¢i 0.324 126 0.0025
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Sekil 4.12. C. vulgaris’in krom etkisinde pH degerlerinin giinlere ve derisimlere

bagli degisimi
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5. TARTISMA VE SONUC

Sunulan bu ¢alismada Chlorella vulgaris’teki krom birikimi ve bu birikimin
bir fonksiyonu olarak C. vulgaris’in fizyolojik ve biyokimyasal parametreleri iizerine
kromun etkileri hakkinda bilgi elde edilmeye odaklanilmistir.

Tarimsal alanlardaki toprak erozyonuyla, sehir atik sulari, endiistriyel ve
madencilik aktiviteleri sonucu c¢evrenin agir metallerle kontaminasyonu dikkat
edilmesi gereken bir konu haline gelmistir. Diisiik konsantrasyonlarda bile bu
metallerin insanlar1 da igeren organizmalara toksik olduklar1 bilinmektedir.

Agir metaller, su ortaminin 6nemli kirleticileridir. Su ortamlarindaki metal
kirliligi insan aktivitelerinin bir sonucu olup, bu kirlilik biyokimyasal, hiicresel,
populasyon ve kommunite diizeylerinde organizmalarda toksik etkiye neden
olmaktadir. Deniz ve tath su algleri bulunduklari ortamlardaki agir metalleri
biriktirme yeteneklerinden dolay1 antropojenik kokenli kirliligin biyolojik monitorii
olarak 6nemli bir potansiyele sahiptirler (Rai ve ark, 1981). Algler akuatik besin
zincirinin birincil dreticileri olarak ekolojik 6nemlerinden dolay: tatli su ve deniz
ekosistemlerinin 6nemli bir bilesenidirler. Algler aym1 zamanda yiiksek yapili
organizmalarin besin kaynagini olustururlar. Algler bulunduklar ekosistemlerin
karbon dongiisiindeki oksijen iireticileri olarak ¢ok Onemli bir role sahiptirler
(Wasmund, 1986). Algler iizerine herhangi bir olumsuz etki daha yiiksek yapili
organizmalar1 etkileyecek ve sonug olarak tim akuatik ekosistem bundan olumsuz
etkilenebilecektir. Alg tiirlerindeki metal biyobirikimi besin zinciri yoluyla daha
yiiksek diizeydeki canlilara da gececeginden, alg tiirlerinde metal birikiminin
calisilmasi 6nem kazanmaktadir.

Algler, kolay bulunurluklari, yiiksek yilizey alani ve yiiksek metal baglama
affiniteleri (Royd ve Shane, 1993; Bakkaloglu ve ark, 1998), nedeniyle metal alinim
caligmalarinda siklikla tercih edilen organizma grubudur. Sucul ortamlardan agir
metallerin uzaklastirllmasinda bu nedenle Chlorella sp., Ankistrodesmus sp. ve
Eremosphaea sp. gibi (Rai ve ark, 1981; Wilde ve Benemann, 1993) alg tiirleri genis
capta kullanilmaktadir. Chlorella, diinyadaki tiim oksidasyon gélciiklerinde ve atik
sularinda bol miktarda bulunan bir algdir (Mallick, 2004). Laboratuvarlardaki diisiik
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Oliim orani, toksikantlara karsi direngliligi ve hiicre sayiminin kolay olmasi (Lopez-
Suarez ve ark, 2000) nedeniyle Chlorella’nin gesitli tiirleri toksisite deneylerinde
kullanilmaktadir (Shubert, 1984). Chlorella, ¢esitli agir metallerin yiiksek
konsantrasyonlarini biriktirebilme yetenegine de sahiptir (Mallick, 2004). Bu nedenle
bu alg tiirii BM Cevre Orgiitii tarafindan sulardaki kirliligin degerlendirilmesinde
kullanilmaktadir (Borowitzka ve Borowitzka, 1988). Laboratuvar kiiltiirleri kolay ve
metal alma kapasiteleri yiiksek oldugundan sunulan bu ¢aligmada Chlorella vulgaris
kullanilmastir.

Cr (VI) hiicre membranindaki yiiksek diflizyonu ve oksitleyici ajan olmasi
nedeniyle su organizmalar i¢in ¢ok toksiktir (Holdway, 1988). Fitoplankterlerin, Cr
(VD)’y1 alma yetenekleri bilinmektedir (Wang ve ark, 1997). Simkiss ve Taylor
(1995) da Cr (VI)’nin algler tarafindan anyonik kanallarla alindigin1 ve dikarboksilat
ve fosfat tasiyicilariyla bu tasinmanin gerceklestigini belirtmislerdir. Sunulan bu
caligmada da Chlorella vulgaris’in ortamda bulunan kromu aldig1 ve ¢ozeltide
bulunan kromun 6nemli bir kismin1 uzaklastirdigi gozlenmistir

Algler tlizerine olan laboratuvar ¢aligmalarinda alglerdeki metal aliniminin ve
toksisitesinin ortamdaki metal derisimine (Campbell, 1995), organizmanin tolerans
yetenegine ve metal etkilesimine verecegi yanit yetenegine (Soldo ve ark, 2005), alg
tiiriine, metal tiirlerine ve metal ortaminin kimyasal yapisina (Singh ve ark, 1989;
Gupta ve ark, 2001; Aksu, 1998; Crist ve ark, 1981), bagli oldugu belirtilmistir.
Yapilan caligmada da C. vulgaris’teki krom birikiminin derisime ve siireye bagl
olarak arttig1 gdzlenmistir.

C. wvulgaris’teki krom birikimi artisinin  ortamda bulunan diisiik Cr
derigimlerine (0.1, 1 ve 5 mg/L) oranla yiiksek krom derisimlerinde (10, 25 ve 50
mg/L) daha fazla oldugu goézlenmistir. Yine C. vulgaris’teki krom birikimi her
derisim ve siirede bir durgunluk gostermemis siirekli olarak artmistir. Bu sonug,
devamli olarak ortamda bulunan kromun alg tarafindan alindigim1 ve bu kromun
hiicre bilesenlerinde ya da spesifik metal baglayict proteinlerde depo edildigini
diistindiirmektedir. Knauer ve ark. (1997), Scenedesmus subspicatus’ta Cu etkisi
altinda derisime bagl olarak Cu birikiminin arttifin1 rapor etmislerdir. Hall ve ark.

(1989), Cu birikiminin artmasin1 C. vulgaris ve Chlamydomonas geitleri igin
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gozlemlemislerdir. Stichococcus bacillaris yesil alginde arsenik birikiminin ve
toksisitesinin metal derisimine ve ortam pH’sia bagh oldugu gézlenmistir (Pawlik-
Skowronska ve ark, 2004). Fayed ve ark. (1983), Scenedesmus obliguus alginde, Cu,
Zn, Cd ve Pb’nin alg tarafindan ¢abuk bir sekilde akiimiile edildigini ve birikimin
metal- alg etkilesim oranina bagli oldugunu gozlemlemislerdir. Lopez- Suarez ve
ark. (2000), yaptiklar1 bir ¢aligmada C. vulgaris’in Mn, Cr, Ni, Zn ve Cu gibi agir
metalleri gii¢lii bir sekilde bagladigi ve en giiclii baglanmalarin Cr ve Cu ig¢in
gbzlemlendigini rapor etmislerdir. Soldo ve ark, (2005), Oocystis nephrocytroides
yesil algini 0,04 uM ve 2uM Cu konsantrasyonlarina maruz birakmislar ve hiicre igi
Cu konsantrasyonu 0,04 pM Cu i¢in %8, 2uM Cu i¢in %60 arttigin
gozlemlemislerdir. Nelombo nucifera’da 50 uM Cr konsantrasyonunda 168 saatlik
etkilisimden sonra Cr’un %79 unun akiimiile edildigi gézlenmistir (Vajpayee ve ark,
1999).

Agir metaller su organizmalari i¢in toksik olmalarina ragmen, ¢cogu tatli su ve
deniz tiirleri tarafindan 6nemli olacak sekilde akiimiile edilmektedirler. Bentik deniz
alglerinin, deniz suyundaki konsantrasyonundan binlerce kez daha fazla diizeylerde
metal miktarlarini akiimiile ettikleri bilinmektedir (Woolston ve ark, 1982; Bryan ve
Langston, 1992). Alglerin metal akiimiilasyon hizlari, metal baglama bdlgelerinin
seciciligine ve miktarina baghdir (Ramelow ve ark, 1987). Biyokonsantrasyon
faktorleri (BKF) regiilator amaclar i¢in kullanilmaktadir (Moore, 1991). BKF, alg
biyomasindaki metal miktarinin sudaki metal konsantrasyonuna oranidir.
Skowronski ve Przytocka- Jusiak (1986) bu oranin, pH'daki degismelere ve suyla
iligkide algin biyomasindaki degisikliklere duyarli oldugunu ve diger faktorlerinde
bu denge konsantrasyonunu etkileyecegini belirtmistir. Wang ve ark, (1997)
fitoplankterlerdeki Cr (VI)’in biyokonsantrasyonunun 200 ile 500 arasinda
degistigini belirtmislerdir. Diger bir calismada ise yesil alglerdeki Pb, Cd, Zn ve
Cr’un BKF degerleri ¢ok kiiciik bulunmustur (Becker, 1983). Sunulan ¢alismada,
BKF degerleri 0, 10 ve 25 mg/L’lik derigimler hari¢ diger derisimlerde (0.1, 1, 5 ve
50 mg/L) 1’in dstine ¢ikmustir. 0.1 mg/L’lik derisimde 3. giinde, 1 mg/L’lik
derisimde 1. giinde, 5 ve 50 mg/L’lik derisimde 5. giinde BKF degerleri 1’in {istiine
cikmustir.
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BKF degerleri eger 1’in altindaysa organizmanin metal birikiminin zayif ve
metalin yarisindan ¢ogunun soliisyonda oldugunu, 1’e esitse organizmadaki metal
miktariyla soliisyondaki metal miktarinin esit yani bir denge durumunu s6z konusu
oldugunu ve 1’den biiylikse, organizmanin metal birikiminin 6nemli oldugu ve
soliisyondaki degerinden daha fazla metal biriktirdigini sdyleyebiliriz. Bu durumda
C. vulgaris’in 6zellikle 1 mg/L’lik derisimdeki Cr birikimi sollisyona oranla oldukc¢a
fazla olup bunu 0.1, 5 ve 50 mg/L’lik derisimler izlemistir.

Alg hiicreleri yasadiklar1 ortamlardaki agir metalleri almalar1 ve
biriktirmeleri bakimindan oldukg¢a biiyiik bir yetenege sahiptirler (De Fillips ve
Pallaghy, 1994). Bununla birlikte alg biiylimesi ve metabolizmasi i¢in gerekli olanlar
da dahil tiim metallerin yiiksek konsantrasyonlari, algin metabolik prosesleri iizerine
toksik etki yapmaktadir. Agir metallerin bu toksisite mekanizmalari, enzimler ve
poliniikleotidler gibi 6nemli molekiillerin fonksiyonel gruplarini bloklayarak,
hiicresel bolgelerdeki gerekli iyonlar1 ¢ikartarak ya da yer degistirerek, enzimleri
denatiire ya da inaktive ederek ve hiicre ve organellerinin membran biitiinliiglinii
bozarak gergeklestirmektedirler. Ayrica, metaller serbest radikal olusumuna neden
olacak toksik etkileri gostermektedirler. Olusan radikaller (O, OH gibi)
aminoasitler, proteinler, karbonhidratlar, niikleik asitler ve lipidlere saldirarak bu
biyomolekiillere zarar vermektedirler (Mallick, 2004). Sunulan ¢alismada da krom
etkisinde C. vulgaris’in hiicre sayisi, biiyiime hizi, protein, seker ve klorofil a ve b
gibi fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerinin olumsuz etkilendigi gézlenmistir.

Alg hiicreleri iizerine agir metallerin fizyolojik etkileri, biiyiime hizini,
gelismeyi ve alg populasyonunun bollugunu etkileme seklinde olmaktadir
(Stevenson ve ark, 1996). Biiyiime ve gelisme tiirlerin yagamasi ve iiremesi i¢in
gerekli proseslerdir. Biiyiime esas olarak genotip ve ¢evrenin bir fonksiyonu olarak
gerceklesen bir proses olup dis ve i¢ faktorler biiylimeyi etkilemektedirler.
Toksikantlarin siklikla biliylime hizin1 diisiirdiigli ve biiylimenin lag fazinin
bozulmasina neden oldugu belirtilmektedir (Stevenson ve ark, 1996). Biiyiime
hizindaki degisiklikler standart toksisite testleri i¢in kullanilmaktadir. Ciinkl alg
bliylime hizinin diismesi daha yiliksek diizeydeki tiiketicileri de etkilemektedir

(Nyholm ve Kallqvist, 1989). Agir metaller bliylime hizim diisiirdiigii gibi tiirlerin
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yogunlugunda da yani hiicre sayisinda da diismelere (Rai ve ark, 1981) neden
olmaktadirlar. Sunulan ¢aligmada kromun C. vulgaris’in populasyon yogunlugunun
ve hiicre biiyiime hizinin lizerine olumsuz etki yaptig1 gézlenmistir. Krom etkisi
altinda C. vulgaris’in hiicre sayis1 derisime ve siireye bagli olarak azalmistir. Hem
derisime hem de siireye bagli olarak C. vulgaris’te gozlenen hiicre sayisi azaligi
diisiik derisimlere (0.1, 1 ve 5 mg/L) oranla yiiksek derisimlerde (10, 25 ve 50 mg/L)
daha fazla olmustur. Krom etkisi altinda kontrol grubuyla karsilastirildiginda C.
vulgaris’teki biiyiime hiz1 belirgin bir sekilde azalmistir. Ozellikle de 25 ve 50
mg/L’lik derisimlerdeki biliyiime hizindaki azalis 6nemli olmustur. Gerek C.
vulgaris’in hiicre sayisindaki gerekse de biiylime hizindaki diislisiin derisime ve
zamana bagli olarak artan Cr birikimiyle yakindan iligkili oldugu bulunmustur.

Su ortamindaki metal kirliliginin konsantrasyonundaki siirekli artiglarin azot
ve diger gerekli elementlerin kullanilmasini igeren metabolik islevleri degistirerek
alg biliylimesini inhibe ettigi belirtilmektedir (De Filippis ve Pallaghy, 1994: Genter,
1996). Bu nedenle C. vulgaris’teki biiyiime hizindaki distislerin gerekli
besleyicilerin krom etkisi altinda alinmasinin engellenerek gerceklestigini
belirtebiliriz. Yine sunulan ¢alismada gozlendigi gibi protein ve klorofil a ve b
miktarindaki azaliglar biiyime hizindaki diisiislerin nedeni olabilir. Sela ve ark.
(1989), Cr (VD) etkisinde gerekli besinlerin, kalsiyum, magnezyum ve potasyum
miktarinin azalisinin 6nemli oldugunu belirtmislerdir. Rachlin ve Grosso (1993), Cd,
Cu ve Co etkisi altinda Chlorella’da biiyiimenin inhibe edildigi ve biiyiime iizerine
metallerin etki durumlarinin Cd> Cu>Co seklinde oldugunu rapor etmislerdir. Saint-
Louis ve ark. (1994), Paulova lutheri populasyonunda hiicre sayisindaki azalmalarin
klorofil miktarmin diismesiyle paralellik gosterdigini belirtmiglerdir. Laboratuvar
calismasinda 2 mg/L krom derisiminin Chlorella pyrenoidosa biiylimesini inhibe
ettigi rapor edilmistir (Meisch ve Schmitt-Beckmann, 1979). Cr(VI)’nin bitkilerde,
fotosentetik pigmentlere etki ettigi, bliylimeyi inhibe ettigi ve sonug¢ olarak bitkinin
Olimiine neden oldugu belirtilmektedir (Gaur ve ark, 1994; Sharma ve ark, 1995).
Kromun Euglena gracilis’te biliylime hizin1 disiirdiigii ve biiyiimede gozlenen bu
inhibisyonun hiicre dongiisiiniin G- 2 fazinda hiicrelerin durdurulmasiyla, solunum

ve fotosentezin inhibisyonuyla gerceklestigi rapor edilmistir (Fasulo ve ark, 1983).
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Bakirin da alg biliyiimesini inhibe ettigi (Kessler, 1986) ve hiicre bdliinmesini
engelledigi (Guanzon ve ark, 1994) gézlenmistir. Corradi ve Gorbi (1993), 1, 5 ve 10
mg/L Cr (VI) (K,Cr,07) etkisi altinda Scenedesmus acutus’ta hiicre ¢ogalmasinin
inhibe edildigini gbzlemlemislerdir. Dorgelo ve ark. (1995), diisiik Cu derisimine (10
mg/L) oranla yiiksek Cu derisiminin (30 mg/L) Potamopyrgus jenkinsi’de biiylime
hiz1 inhibisyonunun daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. Franklin ve ark. (2002),
hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 bakir derisimiyle iliskide Chlorella sp’de biiyiime
hizinin azaldigini gézlemlemislerdir.

C. vulgaris’te Cr etkisi altinda biiyiime hizinin ve hiicre sayisinin azalmasi
metalin hiicre i¢inde detoksifiye edilmemesinin bir nedeni olabilir. Ayrica biiylime
hizinin genellikle enerji iiretimiyle yakindan iligkili oldugu da belirtilmektedir (Yang
ve ark, 2002). Sunulan c¢alismada gerek seker miktarinin ve gerekse klorofil
miktarinin azalmasi hiicre i¢i ATP iiretimini diisiirmiis ve bu da C. vulgaris’teki
biiylimeyi engellemis olabilir. Jounay ve ark. (1982), Chlorella vulgaris’te krom
etkisi altinda hiicredeki krom birikimi artarken ATP sentezinin inhibe edildigini ve
boylelikle alg biiyiimesinin engellendigini rapor etmislerdir.

Kontrol grubunda alg biiylimesi ve hiicre sayisi artis1 giinler arasinda 6nemli
olacak sekilde devam ederken krom etkisi altinda hiicre sayis1 ve biiylime hizinin
azalmasi C. vulgaris’in kroma hassas oldugunu gostermektedir. Hiicre sayisi 0.1, 1
ve 5 mg/L’lik derisimlerde 3. giinden, 10, 25 ve 50 mg/L’lik derisimlerde ise 1.
giinden sonra azalmaya baglamistir. Bu sonug, tam olarak biiylimeyi engelleyecek
yeterli yiiksek miktara kadar her bir metalin derisimdeki artigla biliylimenin pozitif
iligki icinde oldugu, bu nedenle de biiylimenin minimum ve maksimum metal
konsantrasyonlar1 arasinda normal olarak devam ederken daha yiiksek metal
konsantrasyonlarinda inhibe edildigini sOyleyebiliriz.

Agir metaller hiicrelerdeki  biyolojik  makromolekiillerin  goreceli
miktarlarinda degisiklige neden olabilmektedirler (Stevenson ve ark, 1996). Yiiksek
metal konsantrasyonlari, fotosentez, solunum ve biyolojik molekiillerin sentezi gibi
biyokimyasal ve fizyolojik prosesleri kontrol eden enzim sistemleri {izerine 6nemli
toksik etkilere neden olmaktadirlar (Rai ve ark, 1981). Sunulan c¢alismada C.

vulgaris’teki protein ve seker miktarlarinin krom etkisi altinda azaldigi
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belirlenmistir. C. vulgaris’te krom etkisi altinda protein ve seker miktarindaki
azalislarin kontrol grubuyla karsilastirildiginda denenen tiim derisim ve siirelerde
onemli oldugu ve bu biyolojik molekiillerdeki azalislarin diisiik derisimlere (0.1, 1 ve
5 mg/L ) oranla yiiksek derisimlerde (10, 25 ve 50 mg/L) daha fazla oldugu
gozlenmistir. Bu, kromun yiiksek miktarlarinin protein ve seker biyosentezinden
sorumlu prosesleri lizerine olan daha yiiksek toksisitesinden kaynaklanabilir. 9.
giinde 50 mg/L’lik derisimdeki protein ve seker miktarindaki azalislarin kontrol
grubuyla karsilastirildiginda sirastyla %66 ve %75 civarinda oldugu bulunmustur. Bu
da C. vulgaris’te yiiksek derisimlerde sekerin proteine oranla krom toksisitesinden
daha fazla etkilendigini gostermektedir. Corradi ve ark. (1998), kroma duyarh
tirlerde protein ve seker miktarinin azaldigini fakat seker miktarindaki diisiislin
proteindekine oranla daha fazla oldugunu belirtmislerdir. Xylander ve Braune
(1994), Haematococcus’da yiiksek nikel derisimlerinin protein ve karbonhidrat
icerigini diistirdiiginii gozlemlemislerdir. Selenastrum capricornutum’da disiik Cd
diizeyleri sekerle karsilastirildiginda daha diisiik lipid ve protein sentezine neden
oldugu rapor edilmistir (Thompson ve Couture, 1993). 1 mg/LL krom derigimi
Glaucocystis nostochinearum’da protein miktarin1 distirmiistiir (Rai ve ark, 1992).
Salvinia’da 2 mg/L Cr(VI) derisimi etkisinde karbonhidrat miktarinin azaldig
gbzlenmistir (Nichols ve ark, 2000).

Algler, metallerin toksik etkilerinden korunmak i¢in, metal alinimini kontrol
altina almakta, igeriye aliman metalleri geri dis ortama vermekte ya da alinan
metalleri hareketsiz bir formda hiicre i¢inde tutmaktadirlar. Bu mekanizmalarin asil
amac1 reaktif metallerin DNA ve protein gibi hassas hedeflere yapacagi olas1 toksik
etkileri 6nlemektir (Soldo ve ark, 2005). Yapilan ¢alismada, C. vulgaris’teki krom
birikiminin siirekli arttig1 ve bu birikimin bir sonucu olarak C. vulgaris’teki protein
ve seker miktarinin azaldigi diistiniilmektedir. Krom etkisinde bitkilerde protein
icerigindeki ve nitrat rediiktaz aktivitesindeki bir diisme in vitro olarak gozlenmistir
(Vajpayee ve ark, 1999). Cr etkisinde bitkilerdeki protein azalmasi, diisiik nitrat
rediiktaz aktivitesine baglanmaktadir; c¢linkii; bu enzim aktivitesindeki azalma
bitkilerdeki protein biyosentezini inhibe etmektedir (Solomanson ve Barber, 1990).

C. vulgaris’teki protein igeriginin krom etkisinde azalmasi gen diizeyinde
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transkripsiyon ya da translokasyon asamasindaki hasarlardan da ileri gelebilir. Hiicre
icinde kromun DNA’nin fosfat gruplarina baglandig: ve bdylece de replikasyonun ve
transkripsiyonun etkilendigi rapor edilmistir (Nishio ve Uyeki, 1985; Bridgewater ve
ark, 1994). DNA polimeraz modifikasyonu ve diger enzimlerin aktivitesi kromun
magnezyum iyonuyla yer degistirmesi sonucu inhibe edilmistir (Snow, 1994).

Agir metallerin bitkilerdeki bir¢ok prosesi etkiledigi, bununla birlikte
fotosentez iizerine olan etkilerinin daha siddetli oldugu belirtilmektedir (Foy ve ark,
1978; Kastori ve ark, 1992; Kastori ve ark, 1997). Yiiksek yapili bitkilerde (Clijsters
ve Van Assche, 1985), siyanobakterlerde (Singh ve ark, 1989) ve yesil alglerde
(Shioi ve ark, 1978; Samson ve ark, 1988), fotosentezin diger metabolik proseslere
oranla agir metal toksisitesine daha duyarli oldugu belirtilmektedir (Lu ve ark, 2000).
Metaller tarafindan fotosentezin etkilenmesi ya metalin dogrudan fotosentez yoluna
zarar vermesi, iyon dagilimin1 bozmasi ve fotosentezde goOrev alan enzim
aktivitelerini engellemesi ya da non-fotosistem membran permabilitesi iizerine
metalin yarattifi dolaylt etkinin yanit1 olarak olusmaktadir (Heath, 1994).
Bitkilerdeki metal etkisinde fotosentezin inhibe edilmesi, tilakoid membranin yapisal
bitlinliiglinlin  bozulmasi, elektron transportunun degismesi ve klorofil
pigmentlerinin bozulmas1 sonucunda gergeklestigi  belirtilmektedir. Sunulan
caligmada krom etkisinde C. vulgaris’teki klorofil pigmentlerinin miktariin azaldigi
gozlenmistir.

C. vulgaris’te krom etkisi altinda klorofil-a ve b miktarlarinin derisime ve
siireye bagl olarak 6nemli Olgiilerde azaldig1 ve bu azaliglarin her iki pigmentte de
diisiik krom derigsimlerine (0.1, 1 ve 5 mg/L) oranla yiiksek Cr derisimlerinde (10, 25
ve 50 mg/L) daha fazla oldugu gozlenmistir. Bu da kromun yiiksek derisimlerinin
klorofil pigmentleri {izerine daha toksik oldugunu gostermektedir. Nelumbo
nucifera’da krom etkisi altinda klorofil igeriginde Onemli distislerin oldugu ve
klorofil miktarlarindaki bu diisiislerin krom derisimine bagli oldugu ve 200 uM Cr’a
168 saatlik etkilesimini toplam klorofil igeriginin %66 oraninda inhibe edildigi
gozlenmistir (Vajpayee ve ark, 1999). Cr (VI) varhiginda Salvinia’daki fotosentetik

pigment konsantrasyonlar1 belirgin bir sekilde azalmis ve klorofil a, b ve karoten
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konsantrasyonlarindaki diisiisiin krom derisiminin artmasiyla artti§i gozlenmistir
(Nichols ve ark, 2000).

Fotosentetik pigment konsantrasyonlar1 kolayca olgiilebilir ve siklikla da
regiilator amaglar i¢in metal stresinin Ol¢lilmesinde kullanilir (Stevenson ve ark,
1996). Sunulan ¢alismada C. vulgaris’teki fotosentetik pigment konsantrasyonlari
krom etkisi altinda azaldigr gézlenmistir. C. vulgaris’te Cr etkisinde klorofil
miktarlarindaki azaliglar klorofil biyosentez prosesinin bozulmasinin, klorofil
biyosentezinde gorevli enzimlerin inhibe edilmesinin yada klorofil pargalanmasinin
sonucu olabilir. Agir metallerin klorofil pigment biyosentezini ve bu proseste gérev
yapan enzimleri inhibe etti§i rapor edilmistir (De Fillippis ve Pallaghy, 1994).
Woolhouse (1983), Zn’nin klorofil biyosentezinin Fe’ye ihtiya¢ duyan prosesinde Fe
ile yer degistirerek pigment azalmasina neden oldugunu belirtmistir. H. ovalis’te Cu
derisimine bagh olarak, klorofil icerigi diismiistiir, Cu etkisinde klorofil miktarindaki
bu azalmalar klorofil parcalanmasina ya da klorofil biyosentezinin azalmasina
baglanmaktadir (Lu ve ark, 2000).

Kontrol grubunda C. vulgaris’teki klorofil a ve b miktarlar1 giinler arasinda
onemli olacak bir sekilde artarken krom etkisinde bu miktarlarin azalmasi, C.
vulgaris’teki krom birikiminin bir sonucudur. Alglerde klorofil igerigindeki bir
diisiisiin  populasyon yogunlugundaki bir degisiklige de bagli olabilecegi
belirtilmektedir (Stevenson ve ark, 1996). Yaptigimiz calismada da Cr etkisinde C.
vulgaris’in hiicre sayisinin azaldigi gozlenmistir. Hiicre sayisindaki bu azalma, C.
vulgaris’teki klorofil igerigindeki diismenin nedenlerinden biri olabilir.

Isik, sicaklik ve pH gibi cesitli cevresel faktorler alglerdeki agir metal
almmmini etkilemektedir (Depledge ve ark, 1995; Phillips, 1995). Suyun pH’,
alglerdeki metal toksisitesini dogrudan etkileyen Onemli bir faktordiir (Bajguz,
2000). Diisiik pH’lar metal iyonlarinin biyolojik bulunurlugunu arttirir ve bu da artan
toksisiteye neden olur (Franklin ve ark, 2000). Soliisyonun pH’1 hem sudaki metalin
kimyasin1 hem de hiicre ylizeyindeki metal baglama bdlgelerini etkiler. Sunulan
calismada deney soliisyonlarindaki pH  degerlerinin  kontrol  grubuyla
karsilastirildiginda tiim derisimlerde krom etkisinde asidik pH’a dogru azalma

egilimi gosterdigi belirlenmistir. Bu azaliglar 6zellikle yiiksek derisimlerde (10, 25
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ve 50 mg/) daha belirgin olmustur. Bu yliksek derisimlerdeki pH degerleri zamanla
5’in altina diismiistiir. Kontrol grubu hari¢ diger derisimlerde siireye baglh olarak pH
degeri azalmistir. pH degerleri, 10 mg/L’lik derisimde 9.; 25 ve 50 mg/L’lik
derigimlerde ise 6. giinden sonra 5’in altina diismiistiir. Sunulan ¢alismada pH’daki
diismelere baglh olarak C. vulgaris’teki krom birikiminin 6nemli oldugu
gozlenmistir. Solusyon pH’daki diigmelere bagl olarak C. vulgaris’teki Cr birikimi
artmistir. Bajguz (2000), C. vulgaris’te ¢ok diisiikk pH’da Cu, Pb, Cd ve Zn gibi agir
metallerin birikiminin arttiin1 rapor etmistir.

Yaptigimiz ¢alismada ortam pH’indaki diisiisler alg hiicre yiizeyinin
elektriksel yiikiinii degistirerek Cr aliniminin artmasina neden olmus olabilir. Crist ve
ark (1981), ortamdaki pH’in artmasina bagl olarak alg hiicre ylizeyindeki negatif
yiikiin artacagimi ve bunun da katyonik metallerin baglanmasini arttiracagini
belirtmislerdir. Bunun tam tersi de gegerlidir, ortamdaki pH miktar1 diiserse hiicrenin
net yiikii pozitif olacagindan anyonik metallerin baglanmasi daha yiiksek olacaktir,
bu da metal alimim ve toksisitesini arttiracaktir. Cr da anyonik bir 06zellik
gosterdiginden ortam pH’indaki azalmalar krom birikiminin artmasina neden
olacaktir.

Calismada kontrol grubunun pH’1 artarken Cr etkisindeki soliisyonlarda
pH’1n diismesi, kromun soliisyon ortaminin kimyasini degistirerek ortam pH’sinin
diismesine neden oldugunu gostermektedir.

Alglerdeki ¢ogu fizyolojik ve biyokimyasal proseslerin krom toksisitesinden
siddetli bir sekilde etkilendigi bir ¢ok g¢alismada (Baker ve ark. 1983; Wong ve
Chang, 1991; Corradi ve Gorbi, 1993) rapor edilmistir. Sunulan calismada elde
edilen bulgular da bu calismalarla uygunluk iginde olup C. vulgaris’te krom etkisi
altinda hiicre sayisi, biiyiime hizi, protein, seker, klorofil a ve b miktarlarinin azaldig
gozlenmistir. Arastirmamizda kromun alg {izerine olan toksik etkisinin oldukca
siddetli oldugu ve C. vulgaris’in yukarida sayilan fizyolojik ve biyokimyasal
parametrelerinin tizerine kromun toksik etkisinin diisiik derigimlere oranla yiiksek
derigsimlerde daha fazla oldugu bulunmustur. Kennish’in (1992) deniz florasi ve
faunasi lizerine agir metallerin goreceli toksisiteleriyle iligkili listesinde kromun da

organizmalar iizerine etkili bir toksikant oldugu belirtilmistir.
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Arastirmamizda C. vulgaris’in fizyolojik ve biyokimyasal prosesleri iizerine
kromun etkisinin algdeki krom birikimiyle yakindan iliskili oldugu bulunmustur. C.
vulgaris’teki krom birikimi arttikga bu proseslerdeki inhibisyon siddetli olmustur.
Krom birikimine bagli olarak C. vulgaris’in hiicre sayisi ve biiyiime hizi diismiis ve
bu azalmalarin da krom etkisinde C. vulgaris’teki azalan protein, seker ve klorofil a
ve b miktarlartyla dogrudan iliskili oldugu gézlenmistir. Yine arastirmamizda ortam
pH’indaki diistislerde kromun C. vulgaris’e olan toksik etkisinin arttigi gézlenmistir.
Bu da kromun diisiik pH’larda alg iizerine daha toksik oldugunu gdsteren literatiir
bulgulariyla (Lopez- Suarez ve ark, 2000) uyum halindedir.

Alglerdeki metal birikimini incelemek sucul ekosistemlerdeki metallerin
biyolojik yollarinin belirlenmesinde olduk¢ca onemlidir. Son yillarda su
ekosistemlerinin antropojenik kaynakli kirleticilerle oldukg¢a fazla kirlenmesi canlilar
tizerine bu kirleticilerin olas1 toksik etkilerinin belirlenmesini kaginilmaz bir hale
getirmistir. Algler su besin zincirinin 6nemli organizmalar1 oldugundan son yillarda
metallerin algler {izerine olan toksik etkilerini arastirmaya daha fazla Onem
verilmektedir. Bir ¢cok aragtirma sonuclart (Bajguz, 2000; Lin ve ark, 2005) alglerin
su ortamindaki agir metal kirliliginin degerlendirilmesinde biyoindikator tiirler
olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Arastirmamiz, C. vulgaris’in krom
toksisitesine olduk¢a duyarli oldugunu ve bu nedenle C. vulgaris’in ortamdaki krom
toksisitesinin degerlendirilmesinde biyoindikatdr bir tiir olarak kullanilabilecegini

gostermektedir.
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