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ONSOZ VE TESEKKUR

Bu ¢alismada kafein molekiiliiniin bilesimindeki metabolitlerden olan teofilin ve
teobromin’in, deniz ekosistemlerinde bulunan deniz firtinleri yetistiriciliginde de
kullanilan, Isochrysis galbana ve Thalassiosira pseudonana tiirlerinin ¢ogalmasi
tizerine etkileri arastirilmistir.

Calisma konusunun belirlenmesinde ve c¢alismanin hazirlanma siirecinin  her
asamasinda bilgilerini, tecriibelerini esirgemeyerek her firsatta yardimci olan
degerli danisman hocam Halim Aytekin Ergiil’e tesekkiirii bor¢ bilirim.
Calismalarim boyunca desteklerini esirgemeyen degerli arkadasim Elif Ulker’e
Tesekkiirii bir borg bilirim.

Calismalarim boyunca maddi manevi destekleriyle beni hicbir zaman yalniz

birakmayan bugiinlere gelmemde biiyiik pay sahibi olan aileme sonsuz tesekkiirler
ederim.
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TEOBROMIN VE TEOFILININ BAZI FITOPLANKTON KULTURLERI
UZERINDEKI ETKILERI

OZET

Kafein, toplumsal olarak giiniimiizde en ¢ok tiiketilen cay, kahve, cikolata, kola
temelli i¢egeklerin karigimini olusturan bir maddedir (Loyacano ve ark. 1999).
Yerlesim yerlerindeki kanalizasyon, atik su, gol, akarsu, yer alti suyu ve deniz
suyuna bir sekilde ulasan kafein antropojenik indikatdr olarak kullanilir. Bu
calismada kafein molekiiliiniin bilesimindeki metabolitlerden olan teofillin ve
teobromin konsantrasyonlarinin fitoplankton c¢ogalmasi tizerine etkileri ile ilgili
verilerin elde edilmesi ve degerlendirilmesi amac¢lanmistir.

Calismada bu metabolitlerin Isochrysis galbana ve Thalassiosira pseudonana
tiirlerinde gozlendi. Deney gruplarindan 24 saat ara ile 6rnek alindi ve hiicre sayisi
belirlendi. Cikan sonuglar 96. Saat sonunda kontrol gruplariyla karsilastirildi. I.
galbana tiriiniin  tremesi 150mg/L  teobromin ve 500mg/L teofilin
konsantrasyonlarinda en diisiik diizeyde oldu. T. Pseudonana tiiriinde ise 150 mg/L
teobromin ve 500 mg/L teofilin konsantrasyonlarinda en diisiik diizeyde oldu.

Bu c¢alisma antropojenik indikatér olarak kullanilan kafein metabolitlerinin |.
galbana ve T. pseudonana tiirlerinin gogalmasi tizerindeki etkilerinin arastirildigi ilk
calisma niteligindedir. Sonuclarin kentsel desarjlarin canli sistemleri lizerindeki
etkilerinin anlagilmasi agisindan katki saglayacagi ve bu tiirler agisindan faydali
olacag diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Isochrysis galbana, Teobromin, Teofilin, Thalassiosira
pseudonana, Ureme Engellenmesi.

vii



THEOBROMINE AND THEOPHYLINNE EFFECTS ON THE SOME
PHYTOPLANKTON CULTURE

ABSTRACT

Caffeine is a mixture of tea, coffee, chocolate and cola based beverages. It is used as
antropojenic indicator in city centers, densely populated areas, sewage, wastewater,
lakes, rivers, groundwater and seawater. The aim of this work is obtain and evaluate
caffeine and caffeine’s most effective metabolite theophylline and theobromine
concentration on phytoplankton growth.

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

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

Antropogenic indicator caffeine and the most effective metobolit theophylline and
theobromine effects on the growth of 1. galbana and T. pseudonana was first studied
subject of its field. The result of this work will contribute to both phytoplankton
species used in this work and municipal discharge’s effects on live systems.

Keywords: Isochrysis galbana, Theobromine, Theophylline, Thalassiosira
pseudonana, Growth Inhibition.
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GIRIS

Planktonik algler, su ortaminda birincil iireticilerdir. Bu nedenle besin zincirinde
onemli rol tstlenirler. Besin zincirinin birinci basamaginda bulunmalar1 nedeniyle,
sucul ekosistemlerin saglikl isleyisi i¢in 6neme sahiptirler. Ayrica planktonik algler
su ortamina bulagsan kimyasallarin farkli etkilerinin test edilmesinde kullanilan

indikatorlerdir (Burkiewicz ve dig., 2005).

Algler, toksisite testlerinin kullaniminda da 6nemlidirler (Manahan, 2000). Toksisite
testlerinde en sik kullanilan mikrolag tiirleri ise yesil alglerdir (Moreno Garrido ve
dig., 2000).

Su kirliligi, kaynak suyuna ya da herhangi bir dogal suyaorganik ve inorganik
Kirleticilerin bulagsmasiyla olusur. Sucul ekosistemler kirlenmeye yatkindir. Sucul
sistemlerin kirliligi ¢ogunlukla kentlesme, evsel atik, tarim kaynakli ve insan
kaynakli olarak meydana gelmektedir (Ferreira, 2005). Su kirliligi balik¢iligin ve
biyolojik c¢esitliligin azalmasi gibi ¢evre sorunlarina da neden olabilmektedir.
Insanligin en 6nemli Onceliklerinden birisi sucul ekosistemlerin korunmasidir

(Kurissery ve dig., 2012).

Ekosistemlerde yasam, enerji akis1 ve besin dongiisiiyle siirmektedir. Canli gruplari
ekosistemi meydana getirir. Bu canli gruplar1 birbirine besin zinciriyle baglidir.
Madde ve enerji dongiisii veya besin zinciri gibi ekolojik dongii elemanlari,
canlilardan herhangi birinin kirleticilerden zarar gérmesi sonucu etkilenmektedir.
Canlilarin arasindaki karsilikli etkilesim bozulmaktadir. Canlilarin yasamasini
zorlagtiracak, ekosistem dengesini bozacak her sey dogrudan veya dolayli su

kirliligi olarak karsimiza ¢ikar (Tan Aylin, 2004).

Sucul ortamlar kendi kendini temizleyebilme yetenegine sahiptir. Sucul ortamlarda
olusan kirlilik, sucul ekosistemlerin kendi kendini temizleme kapasitelerini bozarak

baz1 yerlerde tehlikeli boyutlara ulagsmaktadir. Sucul ekosistemlerde meydana gelen



tehlikenin belirlenmesi amaciylada sucul organizmalardan yararlanilmaktadir. Sucul
ortamlarin birincil {reticileri ve bir¢ok sucul canlinin besin kaynagi olan
fotosentetik alglerckosistemin 6nemli bilesenidir (Ipsiroglu Merve, 2016). Algler,
sucul ortamlarda her zaman bulunabilen, ekolojik olarak onemli olan canlilardir.
Alg yogunlugu ve bilesiminin degismesi, ortamin kimyasal ve biyolojik 6zelligini

etkiler (Oberholster ve dig., 2005).

Evsel, endiistriyel, tarimsal ve diger kullanimlar sonucu kirlenmis icerisinde zararl
maddeleri igeren sular, atiksu olarak tanimlanmaktadir. Sulardaki Kirlenmenin en
onemli nedenlerinden birini atiksular olusturmaktadir. Organik maddeler, agir metal
bilesikleri, siyaniir, aromatik ve alifatik hidrokarbonlar, deterjanlar, azot, fosfor,
renk ve inorganik maddeler atiksularda kirlenmeyi olusturan genel etmenlerdir
(Dogan ve Saylak, 2000). Bu kirleticilerin giderimi icin fiziksel, biyolojik ve
kimyasal aritma yontemleri kullanilmaktadir (URL-1).

Su igerisine karigan atik maddelerde fiziksel, biyolojik ve kimyasal icerikli
kirlilikler goriilmektedir. Fiziksel kirlilik suyun rengi, bulanikligi, sicakligi gibi
ozelliklere etki eder. Biyolojik kirlilik sularda patojenik bakteri, mantar, alg,
patojenik protozoa vb. bulunmastyla etki eden tiptir. Bu canlilar zamanla ortamdaki
oksijen, karbon, azot gibi maddeleri tiikketmektedir. Kimyasal kirlilik ise endiistrinin
sebep oldugu kirlilik, sularda organik ve anorganik maddelerin bulunmasiyla
meydana gelir (URL-2). Bu kirliligin besin zincirini etkilemesiyle canlilar tizerinde

toksik etkiler meydana gelir, ekosistemde 6nemli sorunlar ortaya ¢ikar.

Miktarlart her yil bir onceki yila nazaran artan sentetik organik maddeler ¢evreyi
bliyiik dlgiide kirletirler. Bu tip kimyasallar ¢evrede kolay parcalanamadiklarindan

sadece sularda degil ¢evrede ciddi bir sorun haline gelmislerdir (Tan aylin, 2004).

Insanlar tarafindan giinliik yiyecek ve igecekler araciliiyla alman ve gesitli ilaglarin
hammaddesi olan kafeine alicit ortamda siklikla bulunmaktadir. Alinan bu kafein
idrarla atilir. Kanalizasyon sistemlerine ve oradan da evsel atiksu aritma
sistemlerine kadar ulasabilmektedir. Ayrica kafeinin tamami, evsel biyolojik aritma
sistemlerinde de  giderilememektedir, atik suyun desarjiyla da alici ortama

iletilmektedir (Metcalfe ve dig., 2003).



Bu bilgiler ¢er¢evesinde Bu tez ¢alismasinin amaci, deniz ekosistemlerinde birincil
tireticiler olan bir diatom tiirii olan T. Pseudonana ve bir Coccolithopore tiirii olan I.
Galbana tiirlerine kafeinin metabolitleri olan teobromin ve teofilin ‘in farkli
konsantrasyonlarinin zamana bagl etkilerinin arastirilmasidir. Kafeinin deniz
canlilar1 {izerindeki etkileri ile ilgili veriler bu arastirmadan elde edilecek sonuglar

ile saglanacag diisiiniilmektedir.



1.GENEL BILGILER
1.1. Ekotoksikoloji

Ekotoksikoloji  ¢evre toksikolojisinin bir alt dali olarak degerlendirilir.
Ekotoksikoloji kirleticilerin canlilar ve ekosistem iizerindeki zararli etkileri ile bu
zararl etkilerin onlenmesi konusunda calismalar yapar. Karasal ve sucul ortamlarda
yasayan organizmalar (balik, kus, bitki vb.) {izerindeki zararl etkileri ve bu etkilerin
gevre ile etkilesimini arastirir (Rand ve dig., 1995). Ekotoksikoloji, kimyasal
maddelerin ekosistemler {izerine zararli etkilerini belirleyen ¢evre, kimya,
biyokimya, fizyoloji, toksikoloji, popiilasyon ekolojisi ve popiilasyon genetigi
disiplinlerinin bir sentezini olusturan disiplinlerarasi bir konudur (Walker ve dig.,

2012).
1.1.1. Toksisite testleri

Toksisite testleri canlilar tizerindeki zararli etki yapan ve zararsiz konsantrasyonlari
saptamak amaciyla yapilmaktadir. Ayrica yiizey sularinin kalitesini ve desarjlarin
toksisitesini tayin etmek i¢in de toksisite testleri yapilmaktadir (Parlak ve dig.,

2011).

Toksisite testleriyle dogal ortama verilen kirletici maddenin etkileri ve o ortamda
yasayan canlilar lizerindeki etkileri belirlenir. Bu testler ile akut ve kronik (uzun

stireli) etkiler ortaya cikarilir (Ipsiroglu Merve, 2016).

Akut etkiler, ani olarak yliksek konsantrasyonlarda bir kimyasala maruz kalma
sonucu ortaya c¢ikan ve genellikle diger etkilere gore daha siddetli ve biiyiik olan
etkilerdir. Sucul organizmalarda bu etkileri saptamak icin Olglimler birkag¢ saat,

giinde, haftada olmak iizere 6liim oranlar1 belirlenir (Rand ve Petrocelli, 1985).

Genellikle, uzun zaman diliminde diisiik konsantrasyonlarda kimyasala maruz

kalma sonucunda olusan toksik etkiler, kronik etkilerdir. Bu etkiler 6liimciil veya



subletal olabilir. Kronik etkiye maruz kalmis organizma yasayan yeni organizma

iiretmede basarisizsa bu 6liimciil etkiye 6rnektir (Rand ve Petrocelli, 1985).

Ekotoksikolojide en 6nemli konu organizmanin maruz kaldig1 kimyasalin miktar ile
ortaya koydugu toksik etkinin derecesi ve c¢evresi arasindaki iligkidir. Cevresel
kimyasallarin sebep oldugu risk degerlendirilmesinde doz-cevap iliskisi temeli

olusturur ¢linkii kirletici miktarina bagli olarak doz degismektedir (Parlak ve dig.,
2011).

Hedef dokuya ulasan madde miktariyla ¢evresel konsantrasyon arasindaki farki ayirt
etmek i¢in doz-tepki arasindaki iligkiyi bilmek gereklidir. Cevresel konsantrasyon,
cevresel toksikolojide bir organizmaya giren kimyasalin bilinen miktarinin temsili
olarak kullanilan terimdir. Belirli bir dozla ortaya cikan reaksiyon veya tepki,
tepkinin biiyiikligli veya gozlemlenebilen 6zel bir tepki seklinde kantitatif olarak
tanimlanir (Yu, 2005).

1.1.2. Toksisite testlerinde alglerin kullanimi ve 6nemi

Algler, fotosentez ile karbondioksitten organik madde iireten ve inorganik
maddeleri kullanan tek hiicreli mikroskobik organizmalardir. Tek tek, ipliksi,
tabaka veya koloni halinde olabilirler. Deniz algleri biiyiik ve olduk¢a karmagsik
yapili ¢ok hiicreli organizmalardir. Mikrofit olarak isimlendirilen mikroalgler
tatlisu ve deniz sistemlerinde bulunurlar ve birka¢ pm’den birka¢ um ye kadar farklh

boyutlarda olabilirler (URL-2).

Sucul ortamin birincil treticileri olan ve bir¢cok sucul canlinin besin kaynagi olan
fotosentetik algler ekosistemin dnemli bilesenleridir. Algler, ekosistem igerisinde
oldukca degisik yerlerde yasamlarini siirdiirebilen, ekololojik olarak onemli ve
stresorlere kars1 ¢ok hassas olan canlilardir. Habitatin kimyasal ve biyolojik

ozelligini alglerin yogunlugu ve bilesimi etkiler (Oberholster ve dig., 2005).

Algler, zooplankton besin kaynagi olmalari, toksik maddelerin besin zincirinde
cevriminde araci olmalari, mikrobiyal besin zinciri i¢in baslica karbon kaynagi
olmalar1 ve ¢ift kabuklu hayvanlarin biiylimesi i¢in ihtiya¢ olan vitaminleri ve

doymamis yag asitlerini karsilamalartyla 6nemli role sahiptirler. Yasami sona eren



alglerin dis iskeletleri, dibe c¢okerek denizel sedimentin yapisina katilmaktadir

(Burton ve dig., 1991).

Besin zincirinin bir pargasi olmalart ve organik maddenin birincil treticileri
olmalar1 nedeniyle algler toksisite testlerinde 6nemli role sahiptirler. Algler kirlilige
kars1 asir1 duyarli veya orta seviyede toleransli olabilir. Algler; agir metaller,
endiistriyel atiklar, pestisitler, katyonik yiizey aktif maddeler, toprak eliitrasyonlar1
ve tehlikeli atik maddelerine karsi makro canlilardan daha duyarlidirlar (Manahan,
2000).

Chlorophyta (yesil algler), Chrysophyta (altin rengi algler), Rhodopyhta (kirmizi
algler) toksisite testlerinde en sik kullanilan alg tiirleridir. Cesitli toksisite testlerinde
ise en sik kullanilan alg tiirleri; Selenastrum capricornutum, Isochrysis galbana,
Phaeodactylum tricornutum, Nitzschia closterium, Champia parvula ve makroalg
Hormosira banksii (Atay, 2009).

1.2. Fitoplankton Kiiltiirii

Besin degeri oldukg¢a yliksek olan algler su ortaminda yasayan diger canlilar i¢in
onemli besin kaynaklaridir ayrica algler balikk ve omurgasiz canlilarin
renklenmelerinde 6nemli rol oynar. Son derece zengin, karbonhidrat ve yag asidi
iceren fitoplanktonik canlilar tiim bu 6zellikleri nedeniyle 100 yillardan bu yana
fitoplankton tretilmesi ve su canlilar yetistiriciliginde kullanilmasi i¢in yogun

olarak galismalarda kullanilmaktadir (URL-3).
1.2.1. Fitoplankton Kkiiltiir ortam
Fitoplankton kiiltiirlerinde 151k siddeti, 151k kalitesi ve siiresi onemli etkenlerdir.

Fitoplankton tiirleri ¢esitli pigmentler icermektedirler, icerdigi bu pigmentler
sayesinde 1518in farkli 1sinlarini absorbe ederler. Kiiltiir sistemlerinde bulunan
floresan lambalar da alglerin bu ihtiyaglarmi karsilayacak isinlart igermektedir.
Kiltiirlerde siirekli aydinlatma yapilir bunun nedeni kiiltiirlerde hizli biiylimeyi
saglamaktir. Siirekli aydinlatma tiim tiirler i¢in uygun olmayabilir bu nedenle
fotoperiod sistemi uygulanmaktadir. Bu sistemlerde kiiltiir kaplarinin maksimum

aydinlatilmasini saglayacak sekilde igerideki floresan lambalar diizenlenir.



Fitoplankton gelisiminde pH degerinin ¢ok yiiksek ya da c¢ok diisiik olmasi gelisimi
yavaslatmaktadir ve hiicresel bozulmaya neden olmaktadir. kiiltiirii yapilan alg
tiirleri i¢in 7 ile 9 pH aralig1 kullanilmaktadir, tiirler i¢in optimum aralik ise 8,2-8,7
dir ve bu pH araligi kullanilmadig: taktirde kiiltiiriin ¢okmesine neden olur (Lavens

ve Sorgeloos, 1996).

Kiiltiir kaplarinda fitoplankton hiicrelerinin dibe ¢oktiigli gozlenir. Buna karsin
kiltliriin karistirilmasi gerekir. Kiiciik hacimlerdeki kiiltiirlerin el ile ¢alkalanarak

karistirilmasi karisim igin yeterlidir.

Kiiltiirlerin igerdikleri nutrient icerigine bagli olarak kiiltiirii yapilan tiirlerin sicaklik
toleranslar1 degisebilmektedir. Her tiirtin gelisebilmesi i¢in minumum, maksimum
ve uygun deger sicaklik araliklari vardir. Kiiltiir ortaminin bilesimine bagli olarak
tirlerin kiltiirlerinin uygun deger sicakliklari genellikle 20-24 C arasindadir.
Kiiltiirti yapilan tiirlerin uygun sicakliga getirilmesi alg tiirlerinin kullanilmasinda

onemlidir (Lavens ve Sorgeloos, 1996).

Fitoplankton tiirleri besleyici maddeleri dogrudan hiicre yiizeyinden aldiklar1 i¢in
azot, fosfor, vitaminler ve oligoelementler kiiltiir ortamlarinda yeterince bulunmasi

gerekir.

Fitoplankton kiiltiir kaplarinin daima 151k gecirmesi gereklidir ve mutlaka cam
malzeme tercih edilmelidir. Fitoplankton kiiltiir kaplar1 piramidik, silindirik,
kiiresel, prizmatik sekillerde olabilir bu kaplarin se¢imi kiiltliriin hangi amagla

kullanilacagina baglhidir (Koray, 2011).

Fitoplanktonun karakteristlik gelisme sathalar1 bes ayr1 asamada gerceklesir. Bu
asamalar; uyum ve adaptasyon safhasi, hizli gelisme sathasi, gelismenin yavaslama

safhasi, duraklama safhasi ve ¢okme safhasi olarak belirtilebilir.

Uyum sathasi: gelismenin nispeten yavas oldugu asamadir bu kisimda fitoplankton

hiicreleri ortama uyum asamasindadir.

Hizli gelisme safhasi: hiicreler diizenli ve siirekli olarak sabit bir oranda bdliinmeye

baslamaktadir. Gelisme oraninin maksimum oldugu sathadir.



Yavas gelisme sathasi: Bu asama hizli ¢ogalma ve duraklama sathalari arasindaki
gelismenin yavasladigl sathadir. Bu safha diger Kkiiltiir tankina ekim yapilma

yapilma zamani olarak tavsiye edilmektedir.

Duraklama sathasi: Hiicrelerin ¢ogalma ve yok olma oranlarinin esit oldugu bu
evrede, hiicre sayilarinda herhangi bir degisme olmamaktadir. Cokme safthasi: Bu

sathada hiicre sayis1 ani olarak azalmaya baslar (URL-1).

Yavaglama Durgunhuk

Hizh Biyime 4o (Cokme

Hicre Yogunlugu

>

Zaman

Sekil 0.1. Fitoplankton kiiltiiriiniin biiyiime evreleri (URL-1)

1.3. Kafein

Hafif ac1 ve kokusuz bir madde olan kafein beyaz kristalize toz seklinde bulunur.
Kahve (Coffea arabica) bitkisinin tohumlarinda, ¢ay (Tea sinensis) yapraklarinda ve
kakao (Thebroma cacao) agacimin tohumlarinda bulunan kafein dort tane azot
atomu igeren iki halkali piirin alkaloit yapisinda bir bilesiktir. Ikincil bitki
metabolitleri sinifinda bulunan alkaloitler bitki metabolizmasinda aminoasitlerden
tireyen bazik organik iriinler olarak bilinmektedir (Duman, 2006). Kafeinin
molekiiler yapisi Sekil 1.2 de goriilmektedir (URL-2).



|
n o
(1T T
N
N CH;
CHY 5

Sekil 1.2. Kafeinin molekiiler yapisi
Kafeinin fiziksel ve kimyasal ozellikleri
Kafeinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Tablo 1.1” de verilmistir.

Kafeinin suda c¢oziniirliigliniin yiiksek oldugu tabloda goriilmektedir (Duman,
2006).

Tablo 1.1. Kafeinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Diger ad1 1,3,7--trimetil--1H--piirin--2,6
Molekiiler formiilii C8H10N402
Molekiiler agirlig 194,19 g/mol
Yogunluk 1,23 g/cm3
Kaynama noktasi 178 °C
Coziintirliik 2,17 g/100 mL (25°C)

1.3.1. Kafein tiiketimi

Kafein eski zamanlardan beri ¢ay ve kahve gibi igegeklerle alinan bitkisel bir
alkaloiddir. 60’tan fazla bitki tiiriinde bulunan alkoid olan Kkafeinin kahve, gay,
kakao ve kolada porsiyon basia miktarlar1 sirasiyla 100 mg, 50 mg, 10 mg ve 40
mg’dir. Evrensel (genel) olarak kisi basina ortalama tiiketim miktari glinde 70
mg’dir. Fakat bu miktar Ingiltere’de 440 mg (cogunlukla ¢ay), Amerika Birlesik
Devletleri'nde 210 mg, Isvigre’de 300mg’dir (Buerge ve dig., 2003; Siegener ve
Chen, 2002).

Kafein, viicuda hemen her giin tiiketilen kahve, cay, kola, enerji igecekleri, ¢ikolata
gibi yiyeceklerle ve igeceklerle, regetesiz satilan agr1 kesiciler, diyet haplar ve

antihistaminik ilaglarla alinmaktadir. Insanlarin kafeini giinde ortalama 300



miligramdan fazla tiikettikleri yapilan arastirmalar sonucunda belirtilmistir (Barone

ve Roberts, 1996).

Hatta giin icerisinde farkinda olmadan 1 gramdan fazla kafein tiiketildigi ve bu
miktarin kisiden kisiye gore degistigi goriilmektedir. Oysaki yetiskinlerin giivenli
olarak tiiketecegi kafein miktar1 300 mg (3-4 fincan kahve ya da 5-6 biiyiik ¢ay)
olarak yapilan c¢aligmalarla belirlenmistir. Cocuklarin ise gilinde tiiketecegi kafein
miktar1 35-40 miligram1 ge¢cmemesi gerekmektedir. Asir1 miktarda kafein alimi
cocuklarda ya da yetiskinlerde ciddi derecede zarar ve Oliimlere neden
olabilmektedir. Bu miktar 57 fincan hazir kahve, 86 fincan kahve ya da 161 bardak
caya karsiliktir. Cocuklarin ise giinliik alabilegi kafeinin asir1 dozu, 1 gramdan daha

az olarak belirlenmistir. Bu miktar ise 22 tane kutu kolaya karsilik gelmektedir

(Ofluoglu, 2007).

Hatta giin igerisinde, kisiden kisiye degismekle birlikte alinan kafein miktar
hesaplanirsa, hi¢ farkinda olmadan giinde 1 gramdan fazla kafein tiiketildigi
goriilmektedir. Oysaki pek cok calismada, yetiskinlerin giivenli olarak tiiketecekleri
kafein miktar1 300 mg (3-4 fincan kahve ya da 5-6 biiyiik bardak cay) olarak
belirlenmistir. Cocuklarin tiiketecegi kafein miktarinin ise, giinde 35--40 miligram
gecmemesi gerekmektedir. Yetiskin ya da c¢ocuklarda asiri miktarda kafein alima,
ciddi zarar ve 6liimlere neden olabilmektedir. Yetiskin bir kisinin giinde alacag: asir
doz 5- 10 gram olarak belirlenmistir. Bu miktar 57 fincan hazir kahve, 86 kahve
fincan1 kahve ya da 161 cay bardagi caya karsilik gelmektedir. Cocuklarin giinde
alacagi asir1 doz ise, 1 gramdan daha az olarak belirlenmistir. Bu da 22 tane kutu

kolaya karsilik gelmektedir (Ofluoglu, 2007).
1.3.2. Kafein metabolizmasi

Kafein alindiktan sonra, kafeinin neredeyse tamami hizli bir sekilde mide bagirsak
kanalindan emilir ve kan plazmasinda en yiiksek seviyeye 30-120 dakika sonra
ulagir. Biitiin biyolojik zarlardan hidrofobik 6zelligi sayesinde gecer ve hiicrelere
ulagir. Kafeinin %5’ inden daha azi iirine ¢evrilmeden kalir. Yapilan calismalar
insan viicudunda kafeinin degismeden veya metabolitleri seklinde kaldigini ve

sonucunda lire olarak disar1 atildigin1 gostermistir (Boyd ve dig., 2003).
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1.4. Theobromine

Theobromine, daha 6nce xantheose olarak bilinen, C7HgN4O2 kimyasal formiiliine
sahip olan kakao bitkisinin bir alkaloididir. Cikolatanin yani sira cay bitkisinin
yapraklarinda ve kola da dahil olmak tizere bir¢ok gida da bulunur. Theophylline ile
birlikte bir ksantin alkaloid olarak siniflandirilir. Adi theobromine olmasina ragmen
bilesik brom icermez. Theobromin, Theobroma’dan tiliretilmistir. Yunanca god tanr1
ve broma yiyecek anlamina gelen tanrilarin yiyecegi anlamina gelen Theobromin

kakao agacinin bir alkaloididir.

Theobromin suda ¢oziiniir (330 mg\L), kristalli toz bir yapiya sahiptir. Theobromin
beyaz veya renksizdir, ancak ticari numuneler sarimsi olabilir. Teobromin, teofilin
ve paraksantin izomeridir. Theobromine bir dimetil Ksantin olarak siniflandirilir.
Teobromin kakao ¢ekirdeklerinden ilk olarak 1841 yilinda Rus kimyager Alexander

Voskresensky tarafindan kesfedilmistir.
1.5.  Theophylline

Teofilin kokusuz, ac1 beyaz toz seklinde olan bir maddedir ve ilk olarak 1888
yilinda Alman biyolog Albrecht Kossel tarafindan c¢ay yapraklarindan ekstrakte
edilmistir (Baumann, 2006). Teofilin bir metilksantin tiirevidir, etkili ve ucuz
olmasinin yaninda diger bronkodilatorlere gore uzun siire kullanildiginda tolerans
gelismemesi nedeniyle astim ve KOAH tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir

ilagtir (Barnes, 2011).

Yapisal olarak teobromin ve kafeine benzer ve dogada kolayca bulunur. Cay

(Camellia sinensis) ve kakaoda (Theobroma kakao) da bulunur.

Teofilin, ilk olarak ¢ay yapraklarindan ekstrakte edilmis ve Alman biyolog Albrecht
Kossel tarafindan 1888 civarinda kimyasal olarak tanimlanmistir (Baumann, 2006).
Teofilin dogal olarak cay cekirdeklerinde bulunur. Criolla kakao ¢ekirdeklerinde 3,7
mg/g kadar yliksek miktarlar rapor edilmistir. Demlenmis caylarda da teofilin
bulunur, ancak demlenmis cay sadece 1 mg/L bulundurur buda terapdtik dozdan

Oonemli Olciide daha azdir.
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Teofilin’ in ilk klinik kullanimi1 1902 yilinda ditiretik olarak olmustur. Teofilin
kalpte pozitif inotrop ve pozitif kronotrop etkilidir, zayif diiiretik etkisi
bulunmaktadir. Kafein kadar olmasa da mide asit salgisimi artirdigi bilinmektedir.
Kronik astim ve akut astim hastaliginda kullanilan bir ilactir ve terapdtiik araliginin
dar olmasi nedeniyle toksisite gelismesine zemin hazirlamaktadir. En ¢ok rastlanan
yan etkisi bulanti ve kusmadir. Toksisite durumunda ise Oliim ile sonlanabilir

(Barnes, 2005).

Teofilin hiicre i¢inde olan fosfodiesteraz(FDE) enzimini hedef alarak bu enzimi
inhibe eder. Bu sekilde brons diiz kaslarinda gevseme olur ve inflamatuar hiicre

konsantrasyonunda azalma olur (Barnes, 2011).
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Sekil 1.3. Kafeinin bilesenleri
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal

2.1.1. Isochrysis galbana

Isochrysis galbana tiirii iki adet diiz flagellaya ve bir korelmis haptonemaya sahip
bir kokolitofordur. iki flagellada hiicrenin u¢ kisminda bulunur. Yuvarlak hiicreler
4-8 um capindadir ve suda hizli hareket ederken rotasyon hareketiyle yiizerler.
Kloroplast hiicrenin 1/3’{inii kapsar sekli ise fincana benzer (Giiner ve Aysel, 1997;
Koray, 2011). Bivalve larvalarmin beslenmesinde Isochrysis galbana c¢ok yaygin
olarak kullanilir. Besin degeri oldukca yiiksektir (Okauchi, 1991). Tiriin
mikroskobik goriintiisii  Sekil 2.1’de gosterildi. Asagida sistematikteki yeri

verilmistir.

Kingdom: Chromista
Phylum:  Haptophyta
Class: Coccolithophyceae

Subclass:  Prymnesiophycidaea

Ordo: Isochrysidales
Family: Isochrysidaceae
Genus: Isochrysis

Species:  Isochrysis galbana Parke 1949 (URL-5)
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Sekil 2.1. Isochrysis galbana

2.1.2. Thalassiosira pseudonana

Denizel bir diatom tiiri olan Thalassiosira pseudonana tiirii 2,5-15 um araliginda
capa sahip olup tek ya da zincirli hiicrelerden olusabilmektedir. T.pseudonana
yiiksek yagli asit kompozisyona sahip oldugu i¢in akuakiiltiirde yararli olan bir
organizma oldugu bulunmustur (Volkman ve dig., 1989). T.pseudonana tiirii genom
dizilemede ilk Okaryotik denizel fitoplankton olarak seg¢ilmistir (Armbrust, 2004).
Tiirlin mikroskobik goriintiisii Sekil 2.2de gosterildi. Asagida sistematikteki yeri

verilmistir.

Kingdom: Chromista

Phylum:  Bacillariophyta

Class: Mediophyceae

Subclass: Thalassiosiraphycidae

Ordo: Thalassiosirales

Family:  Thalassiosiraceae

Genus:  Thalassiosira

Species:  Thalassiosira pseudonana Hasle & Heimdal 1970 (URL-6)
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Sekil 2.2. Thalassiosira pseudonana
2.2.  Metot
2.2.1. Materyallerin toplanmasi ve muhafaza kosullar
2.2.2. Fitoplankton Kiiltiirlerinin ortam kosullari

I. galbana ve T. Pseudonana fitoplankton tiirleri National Center for Marine Algae
and Microbioata (NCMA) Bigelow Laboratuarlarindan saf kiiltiir olarak 15 mL’lik

tiiplerde satin alindi. Tiirlerin CCAP kiiltiir numaralarina Tablo 2.1°de yer verildi.

Tablo 2.1. Calismada kullanilan ve ticari olarak satin alinan fitoplankto tiirii ve
CCAP kiiltiir numaralar1 (URL-7; URL-8)

Tiirler CCAP Kiiltiir Numaralari
Isochrysis galbana CCAP 1323
Thalassiosira pseudonana CCAP 1335

Saf kiiltiirler halinde satin alman fitoplankton tiirleri Kocaeli Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bolimii Hidrobiyoloji Arastirma laboratuarinda
bulunan iklimlendirme kabininde muhafaza edildi. Kiiltiirlerin ¢ogaltilmas1 ve
deneyler steril kabinde yapildi. Calisilan fitoplankton kiiltlirinlin sicaklig1 yaklasik
15 °C’ta, {2 besin ortaminda, 32,5 deniz suyu tuzlulugunda, pH 7,8-8,5 Araliginda,
14/10 giindiiz gece 151k periyodunda tutuldu.
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2.2.3. Calismada kullanilan malzemelerin hazirlanmasi

Calismada kullanilan cam malzemeler, deniz suyu, seliiloz tipa, tiipler ve pipet
uclar otoklavda 121°C’ta 20 dk steril edildi. Deniz suyu hazirlanirken 500 mL
distile suya 18,4 g deniz tuzu eklendi. Karigtiricida manyetik balik yardimiyla
yaklasik 30 dakika karigtirildi. Vakum pompasi ile 47 mm, 0,22 pm agikliga sahip
membran filtre kagidindan siiziildii. 500 mLbalon jojeye siiziilen deniz suyu
aktarildi. Balon jojenin agzi aliiminyum folyo kapatilarak 121°C’ta 20 dk siireyle

otoklavda steril edildi.

2.2.4. Calismada kullanilan kimyasallarin hazirlanmasi

Fitoplankton kiiltiirii icin SIGMA-GUILLARD’S f/2 besin ortam1 kullanildi. Steril
kabinde 50 mL’lik santrifiij tliplerine alinan f/2 ¢ozeltileri buzdolabinda muhafaza
edildi. Fitoplankton kiiltiirlerine aktarilmadan 6nce toz halindeki teobromin ve
teofilin oda sicakliginda muhafaza edildi. Uygulanmas1 gereken teobromin ve
teofilin miktarlar1 hassas terazide Olgilildii. Oda sicakligina ulagsmasi beklenildi.
Teobromini¢gin 100 mg/L’lik 500 mL stok ¢ozeltisi hazirlandi. 100 mg teobromin
500 mL distile su ile temiz 500 mL’lik HDPE siseye koyuldu. Daha sonra bu stok
¢Ozelti buzdolabinda muhafaza edildi. Buzdolabinda muhafaza edilen stok
¢oOzeltisinin fitoplankton kiiltiirline aktarilmadan O6nce buzunun erimesi ve oda

sicakligina ulagmasi i¢in beklendi.

Tablo 2.2. F/2 besin ortaminin igerigi

Icindekiler Mg/L
Biyotin 0,005
Kobalt kloriir 6H20 0,01
Kiiprik siilfat SH20 0,01
EDTA disodyum 2H20 4,36
Ferrik kloriir 6H20 3,15
Manganaz kloriir 4H>O 0,18
Sodyum molibdat 2H.O 0,006
Sodyum nitrat 75,0
Sodyum fosfat monobazik 4,411
Tiamin HCI 0,1
Vitamin B12 0,005
Cinko siilfat 0,022
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2.2.5. Calismada kullanilan cihaz, malzeme ve kimyasal maddeler
Calismada kullanilan cihaz, malzeme ve kimyasal maddeler Tablo 2,3.’de verildi.

Tablo 2.3. Calismada kullanilan cihaz, malzeme ve kimyasal maddeler

Cihaz, malzeme ve kimyasal adi  Ozellikleri
Etil alkol Merck
Bulasik makinesi Arcelik, 6230
Buzdolabi Arcelik

Cam meziir 100 mL-- 500 mL Isolab

Cam pipet 5 mL, 10 mL Isolab

Deniz tuzu Red Sea
Ependorf tiipii 1,5 mL Isolab
Ependorf tiipii stant1 Isolab
Erlenmayer 250 mL Isolab

F/2 ¢ozeltisi SIGMA GUILLARD’S (f/2)
Filtre kagidi 0,22 pm Whatman

Formaldehit Merck

Hassas terazi AND GR--200
Theophylline Sigma--Aldrich

Karistirict Heidolph MR--Hei Standart

Kiiltiir ortami iklimlendirme kabin

SANYO, MIR--153

Nitrit asit Merck

Otoklav HICLAVE HG--20
Otomatik mikropipet 10--1000 uL.  Nichipet EX
Otomatik pipet ucu (1 mL) AXYGEN
Theobromine Sigma-- Aldrich
pH metre WTW Ph 315i/SET
Pipet pompast Isolab

Seliiloz tipa Isolab

Steril kabil ESCO, PCR Cabinet
Thoma lam1 ISOLAB

Tuzluluk dlcer Multi 3410 SET 7
Uzun boyunlu balon joje 500 mL  Isolab

Vakumlu filtre sistemi Sartorius
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Sekil 2.3. Theophylline ve Theobromine
2.2.6. Teobromin ve teofilin fitoplankton Kkiiltiirlerine aktarilmasi

Teobromin ve Teofilininfitoplankton kiiltiirlerine aktarilmasi, kiiltiirlerin ekim
islemleri steril kabinde yapildi. |. galbana ve T. pseudonana kiiltiirleri i¢in 250
mLerlenmayer i¢ine 100 mL deniz suyu, 2 mL /2 ¢6zeltisi ve 10 mL bir 6nceki
kiiltiirden Ornek alinarak ekim islemi yapildi, seliiloz tipa ile erlenmayerin agzi
kapatilarak inkiibasyona birakildi (Sekil 2.3)
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Sekil 2.4. inkiibasyona birakilan tiirler
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Calismada 0. saat, 12. saat, 24. saat, 48. saat, 72. saat ve 96. saat olmak lizere farkl
Teobromin ve Teofilinkonsantrasyonun fitoplankter tiirlerine uygulanmasi OECD
201standart1 temel alinarak tamamlandi (OECD, 2011).

Teofilinkonsantrasyonu igin gerekli olan miktarlar aliminyum folyo iizerinde hassas

terazide tartildi. Iki giin 6ncesinde kiiltiirlerin ekimi yapildi ve etiketlendi.

T. pseudonana ve I. galbana kiiltiiriine 1 mg/L, 100 mg/L, 250 mg/L, 500mg/L
konsantrasyona sahip olacak sekilde oOlgiilen Teofilin toz halinde Kkiiltiirlerin
icerisine dokiildl, hafifce calkalayarak ¢oziinmesi saglandi. Kontrol kiiltiirlerine

Teofilin uygulanmadi.

Teobromin i¢in stok ¢ozeltisi hazirlandi ve stok ¢ozeltide 1. Galbana ve T.
pseudonana tiiriine Uygulandi. 1 mg/L, 10 mg/L, 100 ve 150 mg/L
teobrominkonsantrasyonlarinin her biri i¢in birer kontrol grubuhazirlandi. Kiiltiir
kaplarinin her birine 100 mL deniz suyu, 2 mL {/2 ve 10 mL bir onceki kiiltiirden

astlandi. iki giin sonra teobromin uygulanmasi i¢in inkiibasyona birakildi.

Kiiltiir kaplarn etiketlendikten sonra 10 mg/L, 100 mg/L, 150 mg/L etiketli
kiiltiirlerden sirastyla 5,7 mL, 57 mL, 85,5 mL 6rnek alindi. Alinan 6rnekler yerine
hazirlanan teobromin stok ¢ozeltisinden 5,6 mL, 56 mL, 84 mL, f2 ¢6zeltisinden ise
1,5 mL eklendi. Her bir konsantrasyon ig¢in hazirlanan kontrol gruplarina stok
¢ozelti yerine ayn1 oranda deniz suyu ve {/2 ¢ozeltisi eklendi. Teobromin ve Teofilin
uygulanan kiiltiirler 96 saat inkiibasyona birakildi. Her 24 saatte bir 1 mL 6rnek
ependorf tiiptine alindi ve alinan 6rneklere 100 pL %37’lik formaldehit ile fikse
edildi.

2.2.7. Hiicrelerin sayim

Kiiltiirlerden 0. 24. 48. 72. ve 96. saatlerde alinanfikse edilmis orneklerThoma
laminda inverted mikroskop kullanilarak hiicre sayimlari yapildi. Her bir 6rnekten
100 pL almarak sayim kamarasina yerlestirildi, ornekler licer defa sayild1 ve

aritmetik ortalamalar1 alindi.

Fitoplankton hiicre sayiminda kullanilan Thoma tipi sayim kamarasinda en biiyiik

karenin ebatlar1 1 mm x 1mm’dir. Sayim kamarasinda biiyiik, orta ve kiiciik kareler
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bulunur. Biiyiik bir karede genellikle 16 adet kare bulunur. Bu kareler 25 adet orta
bliyiikliikte kareye, orta biiyiikliikte bir karede 25 adet kiigiik kareye sahiptir.
Rastgele 5 tane orta biyiikliikte kare segilerek, bu karelerde kalin c¢izgilerle
cevrelenmis olan alan igerisinde kalan tiim hiicreler mikroskop altinda sayilir.
Sayimi yapilan kareyi ¢evreleyen iist ve sol kenar c¢izgisine dokunan hiicreler

sayilirken, alt ve sag kenar ¢izgisine dokunanlar sayilmaz (URL-9).

Sekil 2.5. Thoma lam1 (URL-9)

Fitoplankton birey (hiicre) sayist (adet/mL) asagidaki Denklem 2.1.°e gore

hesaplanabilir;

(N1+...+N5)/5 x 16 x (1000/0,1)= (N1+....+N5)/5 x 16 x 10000 2.1)

2.3.  Verilerin istatiksel Analizi

Sayimlar en az 3 tekrar olacak sekilde yapildi. 3 tekrarin aritmetik ortalamasi alind1

ve standart sapmalar1 hesaplandi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1.  Isochrysis galbana Tiiriine Teofilin’in EtKisi

Caligmada 96 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda uygulanan Teofilin’in |I.

galbana tiiriiniin birey sayisinda neden oldugu degisiklikleri Sekil 3.1’ de gosterildi.
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Sekil 3.1. Farkli Teofilin konsantrasyonlarinin l.galbana birey sayisina etkisi

I. galbana tiirliniin baslangi¢ (0. saat) birey sayis1 204.800 adet/mL iken 96. saatin
sonunda birey sayilar1 165.200 adet/mL ulasti.

Yirmi dort saat sonunda kontrol grubunun birey sayisi 224.000 adet/mL iken,
teofilin uygulanan gruplardan 1 mg/L, 100 mg/L, 250 mg/L, 500 mg/L
konsantrasyonlarindaki birey sayilarinin daha diisik oldugu gorildi. Teofilin
konsantrasyonlart1 uygulanan gruplardaki birey sayisi, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda en yiiksek birey sayisindan en diisiik birey sayisina sahip olan
kiltirlerin  sirasiyla, 1 mg/L, 100 mg/L, 250 mg/L en disik 500 mg/L

konsantrasyonlarinda oldugu goriildii.
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Kirk sekiz saat sonunda kontrol grubunun birey sayis1 256.000 adet/mL iken, teofilin
uygulanan gruplardan 1 mg/L, 100 mg/L, 250 mg/L, 500 mg/L
konsantrasyonlarindaki birey sayilarnin daha diisiik oldugu goriildii. Teofilin
konsantrasyonlar1 uygulanan gruplardaki birey sayisi, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda en yiiksek birey sayisindan en diislik birey sayisina sahip olan
kiltlirlerin sirastyla 1 mg/L, 100 mg/L - 250 mg/L esit ve en disik 500 mg/L

konsantrasyonlarinda oldugu goriildii.

Yetmis iki saat sonunda kontrol grubunun birey sayisi 928.000 adet/mL iken,
teofilin uygulanan gruplardan 1 mg/L, 100 mg/L, 250 mg/L, 500 mg/L
konsantrasyonlarindaki birey sayilarinin daha diisiik oldugu goriildii. Teofilin
konsantrasyonlar1 uygulanan gruplardaki birey sayisi, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda en yiiksek birey sayisindan en diisiik birey sayisina sahip olan
kiiltiirlerin sirastyla 1 mg/L, 100 mg/L, 250 mg/L ve en disik 500 mg/L
konsantrasyonlarinda oldugu gorildii.

Doksan alt1 saat sonunda kontrol grubu 384.000adet/mL birey sayisina ulasti.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 96 saat sonunda en yiiksek birey sayisi
128.000 adet/mL ile 100 mg/L ve 250 mg/L Teofilin uygulanan grupta, en diisiik
birey sayist 500 mg/L konsantrasyon uygulanan grubun birey sayisini etkiledigi

goriildi.
3.2.  Thalassiosira pseudonana Tiiriine Teofilin EtKkisi

Calismada 96 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda uygulanan teofili in
T.pseudonana tiiriiniin birey sayisinda neden oldugu degisiklikler Sekil 1.3° de
gosterildi.
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Sekil 3.2. Farkli Teofilin konsantrasyonlarinin T. pseudonana birey
sayisina etkisi

T. pseudonana tiiriiniin baslangi¢ (0. saat) birey sayisi 153.600 adet/mL iken 96.
saatin sonunda birey sayilar1 555.600 adet/mL ulasti.

Yirmi dort saat sonunda kontrol grubunun birey sayisi 192.000 adet/mL iken,
teofilin uygulanan gruplardan 1 mg/L, 100 mg/L, 250 mg/L, 500 mg/L
konsantrasyonlarindaki birey sayilarimin daha yiiksek oldugu goriildii. Teofilin
konsantrasyonlart1 uygulanan gruplardaki birey sayist kontrol grubu ile
karsilastirildiginda en yiiksek birey sayisina sahip olan kiiltiirler100 mg/L ve 250
mg/L daha sonra 1 mg/L en diisiik birey konsantrasyonlarina sahip olan kiiltiir 500

mg/Loldugu goriildii.

Kirk sekiz saat sonunda kontrol grubunun birey sayis1 512.000 adet/mL iken, teofilin
uygulanan gruplardan 1 mg/L, 100 mg/L, 250 mg/L, 500 mg/L
konsantrasyonlarindaki birey sayilarmin daha yiiksek oldugu goriildii. Teofilin
konsantrasyonlart uygulanan gruplardaki birey sayisi, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda en yiiksek birey sayisindan en diisiik birey sayisina sahip olan
kilttirlerin sirasiyla 100 mg/L, 1 mg/L, 500 mg/L ve en disik 250 mg/L

konsantrasyonlarinda oldugu gorildii.
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Yetmis iki saat sonunda kontrol grubunun birey sayist 1.056.000 adet/mL iken,
teofilin uygulanan gruplardan 1 mg/L, 100 mg/L, 250 mg/L, 500 mg/L
konsantrasyonlarindaki birey sayilarinin daha yiiksek oldugu goriildii. Teofilin
konsantrasyonlari uygulanan gruplardaki birey sayisi, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda en yiiksek birey sayisindan en diislik birey sayisina sahip olan
kilttirlerin sirasiyla 100 mg/L, 1 mg/L, 250 mg/L ve en disik 500 mg/L

konsantrasyonlarinda oldugu goriildii.

Doksan alt1 saat sonunda kontrol grubu 1.144.000adet/mL birey sayisina ulagti.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 96 saat sonunda en yliksek birey sayisi
604.000 adet/mL ile 100 mg/L teofilin uygulanan grupta, en diisiik birey sayis1 500

mg/L konsantrasyon uygulanan grubun birey sayisini etkiledigi goriildii.
3.3.  Isochrysis galbana tiiriine teobromin’ in etkisi

Caligmada 96 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda uygulanan Teobrominin |I.

galbana tiiriiniin birey sayisindaki degisiklikleri Sekil 1.4” de gésterildi.
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Sekil 3.3. Farkli Teobromin konsantrasyonlarinin I.galbana birey sayisina etkisi

I.galbana tiiriiniin baslangi¢ (0. saat) birey sayis1 392.000 adet/mL iken 96. saatin
sonunda birey sayilar1 649.333 adet/mL ulasti.

Yirmi dort saat sonunda 10 mg/L kontrol grubunun birey sayis1 1.568.000 adet/mL

iken, 10 mg/L teobromin konsantrasyonu uygulanan grubun birey sayisinin 968.000
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adet/mL oldugu goriildi. 100 mg/L kontrol grubunun birey sayis1 544.000adet/mL
iken, 100 mg/L teobromin konsantrasyonu uygulanan grubun bireysayisinin 352.000
adet/ml oldugu goriildii. 150 mg/L kontrol grubunun birey sayis1 448.000 adet/mL
iken, 150 mg/L teobrominkonsantrasyonu uygulanan grubun birey sayisinin 356.000
adet/mL  oldugu goriildi. Kontrol gruplariyla karsilastirildiginda,  farkl
teobrominkonsantrasyonu uygulanan gruplarin birey sayilarinin daha diisiik oldugu

goriildil.

Kirk sekiz saat sonunda 10 mg/L kontrol grubunun birey sayist 1.408.000 adet/mL
iken, 10 mg/L teobromin konsantrasyonu uygulanan grubun birey
say1sininl.184.000 adet/mL oldugu goriildii. 100 mg/L kontrol grubunun birey sayist
608.000adet/mL iken, 100 mg/L teobromin konsantrasyonu uygulanan grubun birey
sayisinin  544.000 adet/ml oldugu goriildi. 150 mg/L kontrol grubunun birey
say1s1352.000 adet/mL iken, 150 mg/L teobromin konsantrasyonu uygulanan
grubunbirey sayisinin 288.000 adet/mL oldugu goriildi. Kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda, farkli teobrominkonsantrasyonu uygulanan gruplarin birey

sayilarinin daha diisiik oldugu goriildii.

Yetmis iki saat sonunda 10 mg/L kontrol grubunun birey sayist 1.056.000 adet/mL
iken, 10 mg/L teobromin konsantrasyonu uygulanan grubun birey sayisinin 800.000
adet/mL oldugu goriildii. 100 mg/L kontrol grubunun birey sayist 1.120.000adet/mL
iken, 100 mg/L teobromin konsantrasyonu uygulanan grubun bireysayisinin 832.000
adet/ml oldugu goriildi. 150 mg/L kontrol grubunun birey sayis1 524.000 adet/mL
iken, 150 mg/L teobromin konsantrasyonu uygulanan grubunbirey sayisinin 480.000
adet/mL  oldugu gorildi. Kontrol gruplarniyla karsilastirildiginda, farkl
teobrominkonsantrasyonu uygulanan gruplarin birey sayilarinin daha diisiik oldugu

goriildil.

Doksan alt1 saat sonunda 10 mg/L kontrol grubunun birey sayisi 864.000 adet/mL
iken, 10 mg/L teobromin konsantrasyonu uygulanan grubun birey sayisinin 520.000
adet/mL oldugu goriildii. 100 mg/L kontrol grubunun birey sayist 928.000adet/mL
iken, 100 mg/L teobromin konsantrasyonu uygulanan grubun birey sayisinin
624.000 adet/ml oldugu goriildii. 150 mg/L kontrol grubunun birey sayist 500.000

adet/mL iken, 150 mg/L teobrominkonsantrasyonu uygulanan grubun birey sayisinin
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460.000 adet/mL oldugu goriildii. Kontrol gruplartyla karsilastirildiginda, farkli
teobrominkonsantrasyonu uygulanan gruplarin birey sayilarmin daha diisiik oldugu

goriildii.
3.4.  Thalassiosirapseudonana tiiriine teobromin’in etkisi
Calismada 96 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda uygulanan Teobromin in

T.pseudonana tiiriiniin birey sayisindaki degisiklikleri Sekil 3.4° de gosterildi.
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Sekil 3.4. Farkli Teobromin konsantrasyonlarmin T.pseudonana birey sayisina etkisi

T.pseudonanatiiriiniin baglangig (0. saat) birey sayist 544.000 adet/mL iken 96.
saatin sonunda birey sayilart 860.000 adet/mL ulasti.

Yirmi dort saat sonunda 10 mg/L kontrol grubunun birey sayisi 392.000 adet/mL
iken, 10 mg/L teobromin konsantrasyonu uygulanan grubun birey sayisinin 392.000
adet/mL oldugu goriildi. 100 mg/L kontrol grubunun birey sayist 696.000adet/mL
iken, 100 mg/L teobromin konsantrasyonu uygulanan grubun bireysayisinin 606.000
adet/ml oldugu goriildi. 150 mg/L kontrol grubunun birey sayist 480.000 adet/mL
iken, 150 mg/L teobrominkonsantrasyonu uygulanan grubun birey sayisinin 412.000
adet/mL oldugu goriildii. Kontrol gruplariyla karsilastirildiginda, farkli teobromin
konsantrasyonu uygulanan gruplarindan 100 mg/L ve 150 mg/L i¢in birey
sayilarinin daha diisiik oldugu goriildii.
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Kirk sekiz saat sonunda 10 mg/L kontrol grubunun birey sayisi 984.000
adet/mLiken, 10 mg/L teobromin konsantrasyonu uygulanan grubun birey sayisinin
984.000 adet/mL oldugu goriildii. 100 mg/L kontrol grubunun birey sayist 760.000
adet/mL iken, 100 mg/L teobromin konsantrasyonu uygulanan grubun birey
sayisinin 608.000 adet/ml oldugu goriildii. 150 mg/L kontrol grubunun birey sayisi
496.000 adet/mL iken, 150 mg/L teobromin konsantrasyonu uygulanan grubun birey
sayisinin 412.000 adet/mL oldugu goriildii. Kontrol gruplariyla karsilagtirildiginda,
farkli teobrominkonsantrasyonu uygulanan gruplardan yalnizca 150 mg/L i¢in birey

sayilarinin daha diisiik oldugu goriildii.

Yetmis iki saat sonunda 10 mg/L kontrol grubunun birey sayisi 1.104.000
adet/mLiken, 10 mg/L teobromin konsantrasyonu uygulanan grubun birey sayisinin
1.104.000 adet/mL oldugu gorildi. 100 mg/L kontrol grubunun birey sayisi
1.280.000adet/mL iken, 100 mg/L teobromin konsantrasyonu uygulanan grubun
bireysayisinin 940.000 adet/ml oldugu goriildii. 150 mg/L kontrol grubunun birey
sayist 672.000 adet/mL iken, 150 mg/L teobromin konsantrasyonu uygulanan
grubun birey sayisinin 616.000 adet/mL oldugu goriildii. Kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda, farkli teobrominkonsantrasyonu uygulanan gruplardan yalnizca

150 mg/L i¢in birey sayilarinin daha diisiik oldugu gortildii.

Doksan alt1 saat sonunda 10 mg/L kontrol grubunun birey sayist 1.224.000 adet/mL
iken, 10 mg/L teobromin konsantrasyonu uygulanan grubun birey
say1sinin1.036.000 adet/mL oldugu goriildii. 100 mg/L kontrol grubunun birey sayisi
1.016.000adet/mL iken, 100 mg/L teobromin konsantrasyonu uygulanan grubun
birey sayisinin 940.000 adet/ml oldugu goriildi. 150 mg/L kontrol grubunun birey
sayist 484.000 adet/mL iken, 150 mg/L teobromin konsantrasyonu uygulanan
grubun birey sayisinin 460.000 adet/mL oldugu goriildii. Kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda, farkli teobromin konsantrasyonu uygulanan gruplarin birey

sayilarinin daha diistik oldugu goriildii.

Yeung (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada dinoflagellat tiirii olan
Crypthecodinium cohnii tiirtinde kafeinin hiicre dongiisiinii inhibe edici oldugu

saptanmistir.
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Kumar (1964) tarafindan yapilan bir c¢alismada streptomisinin  diisiik
konsantrasyonlarda bile Anacystis nidulans ve Anabaena variabilis biiytimesini
Onlemistir. Streptomisin in bu tiirlerin klorofil, karotenoid ve fikosiyanin

pigmentlerinin {iretimini 6nemli dl¢iide inhibe edildildigi belirlenmistir.

Cleuver (2004) tarafindan yapilan bir calismada Daphnia sp. Ve yesil alg
Scenedesmus subspicatus tiirtinde diklofenak, iboprofen, naproksen ve asetilsalisilik
asitin ekotoksisitesi akut toksisite testi kullanilarak degerlendirilmistir. ECso toksisite
degerleri Daphina sp tiiriinde 68-166 mg/L arasinda ve S. subspicatus tiiriinde 72-

626 mg/L araliginda tespit edilmistir.

Delorenzo (2008) tarafindan cevreye giren ila¢ ve kisisel bakim iirlinlerinin suda
yasayan organizmalar iizerinde zararli etkilere sahip olabilecegi belirtilmistir. Bu
nedenle yaptigi calismalarda ilag ve bakim f{iriinlerinde g¢ogunlukla kullanilan
simvastatin, Klofibrik asit, diklofenak, karbamazepin, triklosan ve fluoksetin su

ortamlarinda varligini tespit etmistir.

Statik akut biyolojik test protokoliinii kullanarak alt1 adet ila¢ ve kisisel bakim
tirtinleri fitoplankton tiirlerinden biri olan Dunaliella tertiolecta tizerine toksisite
analizi uygulanmigtir. Teste tabi tutulan tiim ila¢ ve kisisel bakim {iriinleri D.
tertiolecta popiilasyonun hiicre yogunlugu iizerinde kayda deger bir etkisi
olmamistir.  Ancak test edilen iirlinlerden sadece triklosan g¢evresel

konsantrasyonlarda toksisite gdstermistir.

Martinez ve dig., (2015) yaptiklar1 standart testler ile kafeinin, karbamazepin,
ibuprofen ve novobiosin sucul ortamlarda gevresel konsantrasyonlarinin yan etkileri,
Vibrio  fischeri’'nin  biyoliiminesans  tepkisi,  Isochrysis  galbana  ve
Pseudokirchneriella subcapitata biiyiime inhibisyonu, Paracentrotus lividus’de
dollenme, embriyo ve larva gelismesi iceren dort organizmada yan etkileri
saptanmistir. Calismanin  sonucu kafeinin mg/L  dlizeyinde olan c¢evresel
konsantrasyonlarinin mikroalg biiylime inhibisyonu ve bakteri biyoliiminesans

tepkisinin akut toksisite degerlerinden daha yiiksek oldugunu gostermistir.

Moore ve dig., (2008) tarafindan kafeinin tepkisel cevaplar1 Ceriodaphnia dubia,

Pimephales promelas ve Chironomus dilutes iizerinde ¢alisilmistir. Ug organizmada
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0-200 pg/L araligindaki c¢esitli kafein konsantrasyonlarima 48 saat maruz
birakildiktan sonra, {ireme ve biliylimede olusan zararlar gibi akut tepkiler

gbzlenmistir.

Domozych (1989), Gloeomonas kupfferi tiiriinde yaptigi calismada kafeinin

diktiyozom vezikiil inhibisyonuna neden oldugu belirtilmistir.

Kafeinin metabolitleri olan teobromin ve teofilin daha 6nce deniz canlilari {izerinde
calisimamistir ancak teobromin ve teofilin’in si¢anlar ve insanlar {iizerinde

caligsmalar1 mevcuttur.

Bayar (1996) tarafindan yapilan ¢alismada giinde 600 mg dozda teofilini rutin olarak
kullanan bireyde, ana madde ve metabolitlerinin idrar ile atilimlari arasindaki
iligkiler incelenmistir. Yiiksek performanslt sivi kromotografisi ile yapilan analizler
sonucunda, Teofilin dozunun mol bazinda atilim yiizdesi 14+ 2,7 olarak bulundu.

Toplam giinliik geri kazanirlik ise %76 + 4 olarak bulundu.

Erdogan Y. (1983) tarafindan brong astim1 olan hastalar {izerinde yapilan ¢alismada
hastalara belirli saatlerde serum Teofilin konsantrasyonu uyguland: tedavi oncesi ve
24 saat sonrasinda solunum fonksiyon testleri yapilarak sonuclarlar tartigildi.
Infiizyon tedavisi uygulanan hastalarda 12. ve 24. saatlerdeki Teofilin diizeyi ve
tedaviden sonraki solunum fonksiyonlarindaki diizelme yiiksek bulundu ve bu

tedavinin etkili oldugu izlendi.

Elibol M. (1992), tarafindan yapilan g¢alismada cimetidine ve Teofilin verilmis
siganlarin  karaciger parenkimasinda goriilen morfolojik degisiklikler, 1s1k
mikroskobunda incelenmistir. Bu amagla sicanlara 15 giin siireyle yalniz cimetidine,
yalmz Teofilin ve her ikisi beraber degerlendirildi. Teofilin uygulanan grupta
periportal alanda genislemelerle, bag dokusu artis1 izlenmesine karsin karaciger

hiicre plaklar1 arasindaki siniizoidlerde Onemli genislemeler gozlenmistir.
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4, SONUCLAR VE ONERILER

Diinyada en ¢ok tiiketilen kimyasallar arasinda kafein yer almaktadir. Kafein,
yerlesimin yogun oldugu yerlerde, gol, akarsu, yer alt1 suyu ve deniz suyunda
antropojenik indikator olarak kullanilir. Bu ¢aligmada kafein ve kafein molekiiliiniin
bilesimindeki metabolitlerden olan teobromin ve teofilinin, ¢evremizdeki deniz
ekosistemlerinde de bulunan, deniz iriinleri yetistiriciliginde balik, kabuklu ve
yumusakgalarin beslenmesinde de kullanilan, Isochrysis galbana ve Thalassiosira
pseudonana tiirlerinin ¢ogalmasi tizerine etkileri arastirtlmistir. Kafein molekiiniin
bilesimindeki metabolitlerden olan teobromin ve teofilinin daha Once deniz
ekosistemlerindeki etkilerinin incelenmemis olmasi bizi bu calismayr yapmaya

sevketmistir.

Maglar, atik suyla ya da dogrudan insan ve hayvan atilimi ile ¢evreye salinir. Insanlar
tarafindan kullanilan pek c¢ok ilacin tamamen metabolize edilmedigini bilinmektedir.
Bu ilaglar viicuttan atilir bir kismi ise doniistiiriiliir veya polar molekiile baglanabilir.
Bu molekiiller kolaylikla atiksu aritma islemleri sirasinda ayrilabilir ve ilaglar sucul

ortamda bulunabilirler (Heberer, 2002).

Kafeinin etken maddesi olan teobromin ve teofilin’in atik olarak c¢evreye
gectiklerinde olusabilecek zararli etkilerinin degerlendirilmesi, bunlarin yeriistii ve
yeraltt su kaynaklarma gecen miktarlarinin izlenmesi yakin gelecekte ciddi
problemlerin Onlenmesi ag¢isindan Onem verilmesi gereken bir konudur. Bu
metabolitler idrar yoluyla su ekosistemlerine karisarak bu organizmalar etkilemekte

ve bunun sonucunda da ekosisteme zarar vermektedir.

Gilinlimiizde sucul yasamin dengesinin bozulmasi ile balik ciftlikleri hizla gelisip
cogalmakta ve bunun sonucunda ¢evrenin zarar goérmesi gozardi edilmektedir. Bu
zararin miktarin1 belirlemek ve oOnlemlerin alinmasini saglamak agisindan bu

calismay1 yaptik.
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