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POTASYUM SORBATIN ARTHROSPIRA PLATENSIS GOMONT GELISIiMI
VE ANTIiOKSIiDAN PARAMETRELERI UZERINE ETKIiSi

OZET

Artan diinya niifusu ile birlikte besin ihtiyacini karsilamada ¢ikan sorunlar gida katki
maddelerine ilgiyi arttirmigstir. Bir tiir gida katki maddesi olarak gida koruyucularinin
giivenli kullanim1 da giderek daha fazla dikkat ¢ekmektedir. izin verilen bilesen ve
kullanim konsantrasyonlari lilkeden tilkeye farklilik gosterse de potasyum sorbat (PS)
Amerikan Gida ve ilag Dairesi’nin giivenli koruyucular listesinde kabul edilmektedir.
Maya ve kiif engelleme 06zelligi sayesinde neredeyse tiim hazir gida ve unlu
mamullerin igeriginde bulunan potasyum sorbatin insan viicuduna giinliikk alim
miktara dikkat edilse de suda ¢oziinme 6zelligi nedeniyle kontrolsiiz bir sekilde
tiretimden kaynakli olusan atik sularla birlikte sucul ekosistemde yasayan canlilar
tizerinde tehdit olusturmaktadir. Bu durumda sucul ekosistemlerde birincil tiretimde
Oonemli bir yere sahip olan prokaryotik mavi-yesil alglerde strese bagli olaylar
nedeniyle hasarlar olugabilmektedir.

Yapilan bu calismada, potasyum sorbat bilesiginin Arthrospira platensis alginin
klorofil-a, OD 560 ve kiiltiir ortam1 pH degerlerinde olusturdugu degisimler ile birlikte
antioksidan parametrelerinde meydana getirdigi cevaplar incelenmistir. Bu amagla, 4.
platensis algi kiiltiirleri 3 tekrarli olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda (100, 200,
300, 400, 500 ve 600 ppm) potasyum sorbat bilesigine 10 giin boyunca maruz
birakilmis, klorofil-a ve OD 560 degerlerindeki degisim giinliik olarak Sl¢tilmiistiir.
Kiiltiir ortam1 pH degerlerindeki degisim karanlik periyodun son saatinde (saat 08:00)
ve aydinlik periyodun son saatinde (saat 20:00) olmak {izere giinde iki defa 10 giin
boyunca Ol¢lilmiistiir. Antioksidan parametrelerdeki degisimlerin belirlenmesi igin 10.
giiniin sonunda kiiltiirlerden pelletler alinmistir. Bu pelletler iizerinden algin prolin,
hidrojen peroksit (H20O2), malondialdehit (MDA) miktarlarindaki ve glutatyon
rediiktaz (GR), siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APOD) gibi
antioksidan enzimlerinin aktivitelerindeki degisimler incelenmistir.

Caligsmada, potasyum sorbat bilesigine maruz birakilan A. platensis alginin OD 560 ve
klorofil-a degerlerinde konsantrasyon artisina ve zamana bagli olarak kontrole gore 7.
giinden itibaren azalma gozlenmistir. Sadece 100 ppm konsantrasyonda kontrole gore
istatistiksel bir degisim gozlenmemistir. Kiiltiir ortam1 pH degerleri 6. giin aydinlik
periyodun son saatinden (saat 20:00) itibaren 200, 300, 400, 500 ve 600 ppm
konsantrasyonlarda azalmaya baslamis, 9. giinden itibaren tiim konsantrasyonlarda
kontrole gdre azalma goriilmiistiir. SOD aktivitesi kontrole gore 100 ve 500 ppm hari¢
diger tiim konsantrasyonlarda istatistiksel olarak azalma gosterirken, GR aktivitesi 100
ppm harig diger tiim konsantrasyonlarda azalma gdstermistir. Prolin miktarinda sadece
500 ppm konsantrasyonunda azalma goriiliirken, diger tiim konsantrasyonlarda
istatistiksel olarak anlaml1 artma tespit edilmistir. APOD aktivitesinde, H2O2 ve MDA
miktarlarinda kontrole gore bir defisim gdézlenmemistir. Ortaya ¢ikan sonuglarda
potasyum sorbatin A. platensis alginin gelisimi {izerine olumsuz etki ederek metabolik
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dengeyi degistirdigi saptanmis, prokaryotik alglerde toksik etkileriyle ilgili ipuglari
elde edilmistir.
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EFFECT OF POTASSIUM SORBATE ON ARTHROSPIRA PLATENSIS
GOMONT DEVELOPMENT AND ANTIOXIDANT PARAMETERS

SUMMARY

With the increasing world population, the problems in meeting the nutritional needs
have increased the interest in food additives. The safe use of food preservatives as a
type of food additive is also getting increased attention. The food additives in question
are generally defined as "substances used to affect the properties of foods in the desired
way". These properties include storage life, appearance and flavor. Potassium sorbate
is one of the most widely recognised and used food additives.

Potassium sorbate (E-202) is accepted on the US Food and Drug Administration's list
as a safe preservative, although the permitted ingredients and usage concentrations
vary from country to country. It has white colour, soft, odourless and shiny appearance.
It is easy to dissolve in water. Although potassium sorbate is preferred at many points,
it has been developed especially for liquid stock solutions.

Although attention is paid to the daily intake of potassium sorbate to human body,
which is in the content of all ready-made foods and bakery products due to its yeast
and mold inhibition feature, studies have been carried out that it causes toxic effects
both in humans and other living things. Moreover, it poses a threat to organisms in the
aquatic ecosystem with the wastewater resulting from uncontrolled excretion due to
its water-soluble feature. In addition to food additives that are mixed into aquatic
ecosystems due to unconscious waste management during and after the production
phase in the industry, these substances are somehow contaminated to aquatic
ecosystems directly or indirectly as a result of the use of foodstuffs by humans. In this
case, damage may occur due to stress-related events in prokaryotic blue-green algae,
which have a key place in photosynthesis production in the aquatic ecosystem.

Algae, which are very quickly affected by the changes that may occur in the ecosystem,
respond rapidly to favourable and unfavourable conditions in the environment. Since
there are changes in the amount of biomass, photosynthesis and reproductive capacity
of the organism, species distributions in the algal community of the aquatic ecosystem
can be affected. Moreover, highly structured organisms at the top of the food chain are
also affected by these changes. Therefore, algae are an extremely important group of
organisms used to investigate the effects of chemicals that may be harmful to the
environment.

In this study, the changes in the chlorophyll-a and OD 560 values, pH values of the
culture medium and antioxidant parameters of Arthrospira platensis algae were
investigated for the potassium sorbate compound. 4. platensis (M2) algae obtained
from Soley Microalgae Institute was cultured under axenic conditions in the Plant
Physiology and Algal Ecology laboratory of Sakarya University Biology Department.
Potassium sorbate (C¢H7KOz) chemical used in the study was obtained from
commercial suppliers. During the study period, 4. platensis algae cultures were
exposed to potassium sorbate compound at different concentrations (100, 200, 300,
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400, 500 and 600 ppm) for 10 days in 3 repetitions, and the daily changes in
chlorophyll-a and OD 560 values were measured. The change in pH values of the
culture medium was measured twice a day for 10 days, at the last hour of the dark
period (08:00) and at the last hour of the light period (20:00). Pellets were taken from
the cultures at the end of the 10th day to determine the changes in antioxidant
parameters. The changes in the amounts of malondialdehyde (MDA), hydrogen
peroxide (H203), proline, and the activities of antioxidant enzymes such as superoxide
dismutase (SOD), ascorbate peroxidase (APX), glutathione reductase (GR) were
investigated on these pellets. Different modified methods were used to determine
enzyme activities and other antioxidant parameters, and measurements were made
spectrophotometrically. One-way analysis of variance (ANOVA) was performed on
the data and LSD test was applied to determine the difference between the variables
using the SPSS 20.0 program.

In the study, addition of potassium sorbate to the culture medium of A. platensis for 10
days significantly decreased both OD 560 and chlorophyll-a values from the 7th day
compared to the control in a dose dependent manner. No statistical change was
observed at 100 ppm concentration compared to the control. The pH values of the
culture medium started to decrease at 200, 300, 400, 500 and 600 ppm concentrations
from the last hour of the bright period (20:00) on the 6th day, and a decrease was
observed in all concentrations from the 9th day compared to the control. SOD activity
decreased statistically at all concentrations except 100 and 500 ppm, while GR activity
decreased at all concentrations except 100 ppm compared to control. While a decrease
was observed in the amount of proline only at 500 ppm concentration, a statistically
significant increase was found at all other concentrations. No change was observed in
APX activity, H2O2 and MDA amounts compared to control.

It was concluded that potassium sorbate compound negatively affected the OD 560
(indicator of development), and chlorophyll-a and pH values (indicators of
photosynthetic activity) of A. platensis algae. Moreover, the antioxidant responses to
potassium sorbate applied to 4. platensis showed that potassium sorbate had toxic
effects. The changes in enzyme activities and an increase in the amount of proline can
be considered as proof that potassium sorbate affects the metabolic balance in the cell.
Although it was determined that the inhibitory effect appeared much earlier in similar
studies with different chemicals, the negative effect of potassium sorbate on growth
and photosyntetic activity appeared from the 7th day in this study. It was also
considered that the devastating effect of 100 ppm was lower than the other doses used
in the study. Moreover, the doses applied to this prokaryotic blue-green algae were
lower than those applied to other eukaryotic algae in other studies. This finding
indicated that prokaryotic algae may be more sensitive to potassium sorbate
compound.

The necessity of keeping the food additives under control, which is used extensively
in the food and pharmaceutical industry has emerged once again. As shown in our
study, other studies have also shown the toxic effect of these kind of chemicals on
different algae, other living organisms such as zebra fish, invertebrates, and humans.
It is seen that it is extremely necessary to limit the consumption of food additives and
to follow up the resulting wastes. The use of these small organisms in the detection of
environmental pollution caused by food additives and especially potassium sorbate
compound will shed light on future studies as fast and reliable indicators. Increasing
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the number of such studies will also be important in terms of providing scientific data
for future toxicology studies on algae with different chemicals.
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1. GIRIS

Diinya niifusunun hizla artmasi, gida sektoriiniin beslendigi ham madde kaynaklarinin
azalmasi, insanlarin hayat standartlarini arttirma egilimi ve mevsimsel besinlerin yilin
farkli zamanlarinda tiiketilme isteklerinin artmasi gibi etkenler; katki maddelerinin
gida endiistrisindeki kullanimini zaruri hale getirmistir (Saldamli ve Uygun, 2005).
Genel manada gida katki maddeleri; yiyeceklerin hazirlanmasi esnasinda besin
maddelerinin bozulmasinin oniine gegmek, tadini, yapisini ya da sahip oldugu besin
degerini korumak veya artirmak amaciyla besinlere eklenmis maddelerdir (Giirsoy,
2002). Son 30 yilda, basta gelismis olan tilkelerde, yiyeceklere katilan kimyasal madde
sayilar1 hizla artig gostermistir (Arslan, 2004).

Gida katki maddelerinin kullanim amaci her ne kadar mikrobiyolojik bozulmanin
onlenmesi ve dayanikliligin arttirilmasi, besleyici degerin korunmasi, teknolojik
islemlerde kolaylik saglamasi, goriintii, renk, koku ve lezzet gibi duyusal 6zelliklerin
diizeltilmesi gibi hususlar olsa da bunun yaninda pek ¢ok saglik sorununu da
beraberinde getirebilmektedirler. Bu maddeler kontrolsiiz, tiziige uygun olmadan ve
stirekli olarak kullanildiklarinda, tiiketicilerde hem alerjik hem de toksik
reaksiyonlarin goriilmesine sebebiyet vermektedirler (Arslan, 2004). Diinya iizerinde
kullanim1 devam eden pek c¢ok gida katki maddesinin toksik etkisinin olup olmadig1
bilinmemekte ve bu maddelerin kullanim1 kontrolsiiz bir sekilde devam etmektedir
(Abe ve Sasaki, 1977; Meng ve Zhang, 1994; Arslan, 2004; Kaya ve Topaktas, 2007,
Yilmaz, 2008; Mpountoukas ve ark., 2008).

Gida katki maddelerinin insanlar, hayvanlar, bitkiler, mantarlar ve sucul ekosistemde
bulunan canli gruplar iizerine toksik etkisi yapilan bir¢ok calismada gosterilmistir
(Kulacki ve ark., 2012; Husarova ve Ostatnikova, 2013; Kobeti¢ova ve ark., 2016;
Hall ve ark., 2019). Antimikrobiyal gida katki maddesi olarak yaygin olarak kullanilan
kimyasallardan birisi de potasyum sorbattir (E-202). Bu kimyasalin canlilar {izerine
olan toksik etkisi yapilan bazi ¢aligmalarda gdsterilmistir. Yapilan bir ¢alismada,
potasyum sorbatin insan viicudunda DNA hasarina neden olabilecegi bildirilmistir

(Mpountoukas ve ark., 2008; Dolatabadi ve Kashanian, 2010). Bir bagka ¢alismada



ise, potasyum sorbat igeren lriinlerin, insanlarda agiz boslugu ve cilt saglig1 lizerinde

olumsuz etkiye yol a¢tig1 tespit edilmistir (Coz ve Abensour, 2005).

Endiistride liretim agamasinda ve sonrasinda bilingsiz atik yonetimi nedeniyle sucul
ekosistemlere karisan gida katki maddelerinin yani sira, gida maddelerinin insanlar
tarafindan kullanimi1 sonucu bu maddeler direkt ya da dolayli yollarla da sucul
ekosistemlere bir sekilde kontamine olmaktadir. Sucul bir organizma olan zebra balig1
ile yapilan bir ¢calismada, potasyum sorbata maruz kalma sonucu, bu maddenin baligin
bagisiklik diizenlemesini tetikleyerek, bagirsaktaki ¢esitli biyobelirteglerin igerigini
onemli dlgiide azalttig1 ortaya ¢ikartilmistir (Peng ve ark., 2019).

Ekosistemde olusabilen degisikliklerden ¢ok ¢abuk etkilenen algler, ortamdaki olumlu
ve olumsuz sartlara karsi hizlica cevap olusturmaktadirlar. Bahse konu canlinin
biyokiitle miktarinda, fotosentez ve lireme kapasitesinde degisimler oldugundan sucul
ekosistemdeki alg komunitesindeki tiir dagilimlart etkilenebilmektedir. Besin
zincirinin st basamaginda goriilen yiliksek yapili organizmalar da bu degisimden
etkilenmektedirler (Pierzynski ve Schwab, 1992). Bundan otiirii algler, cevre igin
zararli olabilecek kimyasallarin etkilerinin arastirilmast hususunda kullanilan son
derece dnemli bir canli grubudur. Bu ¢alismanin amaci, gidalarda antimikrobiyal katki
maddesi olarak siklikla kullanilan ve ticari kullanimi1 giderek artmakta olan potasyum
sorbatin (E-202) olas1 toksik etkilerini; sucul ekosistemin birincil iireticileri olan algler
tizerinde belirlemektir. Calismada potasyum sorbatin cevresel etkilerini
degerlendirmek iizere model organizma olarak Arthrospira platensis Gomont algi
secilerek, bu maddenin algin gelisimi ve antioksidan parametreleri [siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon rediiktaz (GR), malondialdehit (MDA), askorbat
peroksidaz (APOD), prolin ve hidrojen peroksit (H20.)] iizerindeki etkisi

incelenmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Gida Katki Maddeleri

Katki maddelerinin gidalarda kullanimi neredeyse insanlik tarihi kadar eskidir.
Toplumlarin bilingsiz ve teknolojiden uzak oldugu zamanlarda dahi gida katki
maddeleri her zaman tiiketilmislerdir (Saldamli, 1985). Bahse konu gida katki
maddeleri genel manada “gidalarin 6zelliklerini istenilen bigimde etkilemek amaciyla
kullanilan maddeler” olarak tanimlanmaktadir. Bu 6zellikler arasinda depolama 6mrii,

goriinlim ve lezzet sayilabilmektedir (Altug ve ark., 2000).

Gidalarda kullanilan katki maddeleri, Tiirk Gida Kodeksi yonetmeliginde “Tek basina
gida olarak tiikketilmeyen veya gida ham ya da yardimeci1 maddesi olarak kullanilmayan,
tek bagina besleyici degeri olan veya olmayan; se¢ilen teknoloji geregi kullanilan islem
veya imalat sirasinda kalintt veya tiirevleri mamul maddede bulunabilen, gidanin
iretilmesi, tasnifi, islenmesi, hazirlanmasi, ambalajlanmasi sirasinda gida maddesinin
tat, koku, goriiniis, yap1 ve diger niteliklerini korumak, diizeltmek veya istenmeyen
degisikliklere engel olmak amaciyla kullanilmasina izin verilen maddelerdir” seklinde

tanimlanmaktadir (Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi, 1977).

2.1.1. Gida katki maddelerinin simiflandirilmasi
Gida katki maddeleri incelendiginde; kullanim amaclarina, bulunduklart madde

grubuna ve ya iiretimine katildig1 gidaya gore gruplandirilabilmektedir.

Tiirk Gida Kodeksi tarafindan, bu maddelerin kullanim amaglarina goére yapilmis

siniflandirmasi asagida gosterilmistir (Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi, 1977).



2.1.1.1. Uriiniin Kkalitesini muhafaza ederek raf 6mrii uzatanlar
a) Antimikrobiyaller: Besinlerin kiif, maya ve bakteri bozulmalarina kars1 korunmasi,
dogal renk ve aromanin muhafazasi ve raf dmiirlerinin uzatilmasi amaciyla kullanilan

maddelerdir.

b) Antioksidanlar: Istenmeyen her tiirlii kokunun, aroma ve tat degisikliklerininin,
enzimatik kararmanin veya oksidasyona bagli renk kaybinin geciktirilmesi ve

Onlenmesi gibi amagclarla gidalarda ek olarak kullanilan maddelerdir.

2.1.1.2. Yapiy1 hazirlama, pisirme 6zelligini gelistirenler
a) pH ayarlayicilar: Besinlerin pH’sinin (asitlik/bazlik) kontrol edilmesi, degistirilmesi

ve istenilen diizeyin saglanmasi amaciyla kullanilan maddelerdir.

b) Topaklanmay1 6nleyenler: Gidalarda bulunan partikiillerin bir araya toplanmasinin

oniine gegmek amaciyla kullanilan maddelerdir.

¢) Emiilsifiyerler: Bir stvinin farkli bir s1v1 icinde muntazam ufak partikiiller seklinde
dagilmasimin saglanmasi, sivinin yilizey geriliminin azaltilmasi ve emiilsiyon

saglanmasi i¢in eklenen maddelerdir.

¢) Stabilizorler: Gidalarda birbirleriyle karismayan, iki veya daha fazla fazin tek diize

dagiliminin saglanmasi adina kullanimda olan maddelerdir.

d) Kivam artiricilar: Modifiye nisastalar gibi kivam artiricilar gidalarda kivamin

yogunlastirilmasi1 amaciyla kullanilirlar.

e) Tatlandiricilar: Aromanin ve tadin daha cazip hale getirilmesi, tath tadin verilmesi

amaciyla kullanilan maddelerdir.

f) Mayalanma saglayan ajanlar: Startirlar olarak da bilinen laktobasiller mayalanmanin
hizlandirilmasi, pismenin ve {iriin kalitesinin gelistirilmesi gibi amaclarla eklenen

maddelerdir.

g) Nem ayarlayicilar: Son derece diisiik nemlilikte bir 1slatma ajan1 gibi davranarak,

gidalarin kurumasinin 6nlenmesi amactyla kullanilmakta olan maddelerdir.

g) Agarticilar: Unun islenmesinden sorumlu molekiilii olup, unun pisme kalitesinin

veya renginin diizenlenmesi amaciyla kullanimda olan maddelerdir.

h) Dolgu maddeleri: Dolgu maddesi olarak islev goren jellestiriciler, gidaya doku

kazandirilmast adina kullanimda olan maddelerdir.



1) Kopiik ayarlayicilar: Gidalarda kopiiklenmeyi Onleyen veya azaltan katki

maddeleridir.

1) Parlaticilar: Gidalarda dis yiizeye parlaklik kazandirilmasi veya koruyucu nitelikte

tabaka olusturulmasi amaciyla gidalara eklenen maddelerdir.

2.1.1.3. Aromay1 ve rengi gelistiriciler
a) Cesniyi arttiranlar: Aromanin daha cazip hale getirilmesi, dogal aromanin

diizeltilmesi veya korunmasi amaciyla gidalara eklenen maddelerdir.

b) Cesni verenler: Tat ve kokunun daha cazip duruma getirilmesi, dogal lezzetin
gelistirilmesi ve islenme esnasinda azalan tat ve kokunun kazandirilmasi amaciyla

kullanilan maddelerdir.

c¢) Renklendiriciler:  Tiiketici  begenisinin  kazanilmasi, dogal rengin
kuvvetlendirilmesi, islem sirasinda kaybolan rengin kazandirilmasi veya renksiz olan

bir lirliniin renklendirilmesi amaciyla kullanimda olan maddelerdir.

2.1.1.4. Besin degerini gelistiriciler veya koruyanlar

a) Isleme esnasinda azalan ve ya kaybolan besin 6gelerinin yerine koyulmasi (B1, B2,
niasin)

b) Diyette noksan olabilecek besin 6gelerinin eklenmesi (A, D vitaminleri)

FDA tarafindan giiniimiize dek kullanimi1 uygun goriilen gida katki maddesi sayis1
2800’e yakindir. Bununla birlikte; onay alan gida katki maddelerinin 6nemli bir
boliimii i¢cin daha uygun alternatifler s6z konusu oldugundan kullanilmamaktadirlar.
Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’ne gore 300°e yakin gida katki maddesi, cesitli
gidalarda ve degisen miktarlarda kullanilabilmektedir. Avrupa Birligi tarafindan ise

kullanim1 uygun bulunan 297 adet gida katki maddesi bulunmaktadir (Sarikaya, 2005).

2.1.2. Antimikrobiyal katki maddeleri

Cok eski yillardan beri gida muhafazasi i¢in mikroorganizmalara kars1 ¢esitli asitler,
tuzlar, seker ve onun isleri (tiitsli) kullanilmaktaydi. Giiniimiizde ise antimikrobiyal
katki maddeleri kullanilmaktadir. Antimikrobiyal nitelikli katki maddeleri, gidalarda
bulunmasi istenmeyecek farkli tiirde bakteriler, kiifler ve mayalari, patojen nitelikte ve
ya patojen olmayan her tiir mikroorganizmanin ortamdan uzaklastiriimasi,
mikroorganizmalarin ¢ogalmalarinin ve faaliyetlerinin 6nlenmesi amaciyla gidalara

eklenen maddelerdir. Ayrica besin degeri olmayan, miktarlart olduk¢a smirli ve
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gidalara ait raf Omiirlerinin uzatilmasinmi saglayan kimyasal bilesenlerdir (Saldamli,
1985; Yentiir ve Bayhan, 1990). Bununla birlikte antimikrobiyal maddeler tat ve koku

korumakla birlikte, yag tiirevi maddelerin acimasini da onlerler (Saldamli, 1985).

Antimikrobiyal nitelikli maddeler; meyvelerde ve sebzelerde, her tiirlii et liriiniinde, su
ve siit Uriinlerinde, margarin yaglarinda, hububatlarda ve alkol ihtiva eden icecekler

gibi ornekleri artirilabilecek alanlarda kullanilmaktadirlar (Parlak, 2007).

Koruyuculara ait antimikrobiyal 0Ozellikler; etki sekli, maddenin antimikrobiyal
spektrumu, gidanin bilesimi, kimyasal ve fiziksel 6zellikler, pH’s1, sorbat derisimi ve
depolama sicakligi gibi faktorlerle baglantilidir. Bu faktorler sorbatlarin aktivitesine
antagonistik veya sinerjistik etki gosterebilmektedir (Davidson ve ark., 1993). Bir
koruyucu katki maddesinin antimikrobiyal etkinligi mikroorganizmaya gore
degiskenlik gostermektedir. Bazi tiplere kars: etkisi digerlerinden daha fazladir. Buna
antimikrobiyal maddenin “spesifikligi” denilmektedir (Eksi, 1988; Eker, 1995).

Antimikrobiyal maddeler, sayilabilecek pek ¢ok olumlu etkilerin yani sira; kanserojen
etkiler de gosterebilirler. Bu ylizden izin verilen maddelerin ve kullanim dozlarmin
tizerinde kullanilmamalilardir (Ogan, 1996). Bugiin pek c¢ok gidada ve siklikla
kullanimda olan antimikrobiyal nitelikli maddeler; kiikiirt dioksit ve bazi siilfitler,
sorbik asit ve tuzlar1 (potasyum sorbat), propiyonik asit, nitrit ve nitrat bilesikleri,

asetik asit, benzoik asit ve tuzlaridir (Saldamli ve Uygun, 2005).

2.1.3. Potasyum sorbat (E-202)

CsH7KO: seklinde formiilize edilebilen sorbik asidin potasyum tuzu; iyi ¢6ziinebilen,
stabilitesi yiiksek ve islem basitligi sunan, bu nedenlerle gidalarda yaygin kullanilan
antimikrobiyal gida katki maddesidir (Saldamli, 1985). Beyaz renkli, yumusak,
kokusuz ve parlak goriiniime sahiptir. Su i¢inde ¢6ziiniimii kolaydir. Potasyum sorbat
pek cok nokta da tercih edilse de 6zellikle siv1 stok soliisyonlar adina gelistirilmistir
(Chichester ve Tanner, 1972). Onerilen giinliik kullanim miktar1 (ADI degeri) 0-25 mg
kg! (viicut agirligr/giin) seklinde saptanmistir. Ayrica Giivenilir Katki Maddeleri
(GRAS) listesinde gidalara eklenmesinde sakinca goriilmeyen bir madde olarak da yer
almistir (Saldamli, 1985). Ozellikle Penicillium roquforti ve Penicillium patulin isimli
mikroorganizmalar {izerinde, bu mikroorganizmalarin tiremelerinin engellenmesinde

etkili oldugu tespit edilmistir (Bullerman, 1984). Ayrica gida takviyesi olarak



nitelendirilen {riinler genelde potasyum sorbat icerir, bu da kiif ve mikroplarin

biiylimesini engeller ve raf dmriinii uzatir.

2.2. Potasyum Sorbatin Canlilar Uzerine Etkileri

Potasyum sorbatin insanlar iizerine toksik etkileriyle ilgili gegmis yillarda ¢aligmalar
yapilmistir. Bu caligmalara baktigimizda, potasyum sorbat gida endiistrisinde yasal
olarak kullanilmasina ragmen, alim1 izin verilen limitlerin {izerinde oldugunda insanlar
tizerinde alerji, tirtiker ve astim gibi zararli yan etkilere neden olabildigi gosterilmistir
(Taghavi ve ark., 2013; Zamani Mazdeh ve ark., 2014). Benzer bir ¢alismada, dis
macunu ve siit lirlinleri gibi potasyum sorbat igeren lriinlerin, tiikketici tarafindan
kullanildiktan sonra ag1z boslugu ve cilt iizerinde tahrise ve uzun siireli hassasiyete yol
act181 tespit edilmistir (Le Coz ve Abensour, 2005). Yine bir bagka calismada, yiiksek
dozda potasyum sorbat tliketiminin, insan kan lenfositlerinde kromozomal
anormalliklere ve goz tahrisine neden oldugu belirtilmistir (Furia, 1972; Fisher, 1980).
Ayrica potasyum sorbatin insan periferik kan lenfositlerinde in vitro olarak genotoksik
veya mutajenik etkilere neden oldugu gosterilmistir. Potasyum sorbatin, lipid
peroksidasyonunu (LP) etkiledigi ve sican hepatosit hiicresine ve zarina zarar verdigi
belirlenmigstir (Mamur ve ark., 2010). Baska bir ¢alismada, potasyum sorbatin insan
lenfositleri lizerindeki sitotoksik, mutajenik ve klastojenik etkileri in vitro olarak
arastirilmis ve kansere neden olabilecegi sonucuna varilmistir (Tiirkoglu, 2007; Soares
ve ark., 2015). Potasyum sorbatin insan viicudundaki metabolizmasi sonucu DNA ile
reaksiyona giren ve DNA hasarina neden olan aktif bilesiklere ayrisabilecegi
bildirilmistir (Dolatabadi ve Kashanian, 2010; Mpountoukas ve ark., 2008). Cesitli
arastirma sonuglari, artan potasyum sorbat aliminin (> 25 mg/kg), mutajenik bilesikler
iireterek ve kromozom aberasyonlarini, kardes kromatid degisimini, DNA kirilmasini
indiikleyerek sitotoksik ve genotoksik etkilere yol agabilecegini gostermistir. Yukarida
bahsedilen faktorlerin, diyabet, kanser vb. birgok kronik hastalig1 gelistirebilecegi
diisiiniilmiis, bu nedenle potasyum sorbatin halk sagligi iizerindeki etkilerinin
arastirilmasi ve gesitli organ ve hiicreler tizerindeki etki mekanizmasinin belirlenmesi
onerilmistir (Dehghan ve ark., 2018).

Arslan ve ark. (2009), amonyum bikarbonat ve potasyum sorbat'in birka¢ istisna
disinda diger gida katki maddelerine kiyasla toprak kaynakli patojenler i¢in daha
toksik oldugunu gostermislerdir. Potasyum sorbatin Fusarium oxysporum f. sp.

melonis adli patojenik fungiyi tamamen inhibe ettigi, toprak testlerinde amonyum
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bikarbonata kiyasla tiim ¢alisilan diger fungi tiirlerine (Macrophomina phaseolina,
Rhizoctonia solani ve Sclerotinia sclerotiorum) kars1 daha yliksek toksisite gosterdigi
ortaya konmustur.

Farkli canlilar {iizerinde ECso degerinin belirlenmesine yonelik c¢alismalara
baktigimizda, potasyum sorbatin 48 saat boyunca uygulandig1 Daphnia magna adli su
piresinde ECso degeri 750 mg L' olarak hesaplanirken (OECD 1992), bakterilerdeki
(Pseudomonas putida) ECso degeri 1000 mg L' olarak belirlenmistir (Merck 2010).
Potasyum sorbat kullanilarak 96 saatlik yapilan bir diger ¢calismada, sucul ortamlarda
baliklar (Danio rerio) i¢in ECso degeri 1250 mg L' olarak tanimlanmistir (OECD
1992).

Zebra baligt (Danio rerio), potasyum sorbatin bagirsak mikrobiyotasinin
mikroekolojik dengesi ve bagisiklik sistemi iizerindeki etkisini arastirmak icin 2 hafta
boyunca 0.1 g L' ve 1 g L! sulu potasyum sorbat ¢ozeltilerine maruz birakilmustir.
Potasyum sorbata maruz kalmanin, zebra baliginin bagisiklik diizenlemesini
tetikleyerek, immunoglobulin G (IgG), interlokin-1f (IL-1p) ve tiimdr nekroz faktorii
(TNF-a)’da dahil; bagirsaktaki ¢esitli biyobelirteglerin icerigini dnemli Olgiide
azalttig1 ortaya ¢ikartilmistir (Peng ve ark., 2019).

Denizlerdeki biyolojik kirlilik kaynaklarindan biri olan zehirli boya pigmentleri yerine
uygun farkl iiriinler aranmaya baslanmistir. Bu nedenle potasyum sorbatin Balanus
amphitrite larvalar lizerindeki potansiyel etkinligi laboratuvar ve saha deneylerinde
test edilmistir. Gemiler iizerine uygulanan bir vernik igerisine potasyum sorbat
katilarak ¢alisma gerceklestirilmistir. Buna gore ECso ve LCso i¢in elde edilen degerler
sirastyla 9.91 mM ve 36.73 mM'dir. Terap6tik oran 3.71 olup, potasyum sorbatin
toksik olmayan bir mekanizma yoluyla etki ettigini gostermistir. Potasyum sorbat
iceren bir vernik kaplamanin, mikro ve makro kirlilik yogunlugu ve g¢esitliliginde
onemli bir azalmaya sebep oldugu, potasyum sorbatin geleneksel toksik bilesiklerin
yerini almak i¢in umut verici bir koruyucu ajan oldugu gosterilmistir (Blustein ve ark.,
2009).

Chen ve ark. (2017), tek hiicreli Dunaliella tertiolecta algi lizerinde yaptiklari
calismada, biitil paraben (BP), sodyum diasetat (SDA) ve potasyum sorbatin (PS) olas1
toksisitelerini test etmislerdir. Sonuglara gore lic gida koruyucu maddesi de algin
klorofil ve karotenoid igeriginde, siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (KAT)
aktivitelerinde 6nemli bir azalmaya sebebiyet vermistir. Ayrica calismada BP, SDA ve

PS'min hafif alkali kosullar altinda D. fertiolecta'ya kars1 diisiik toksisiteye sahip
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oldugu, asidik kosullar altinda ise SDA'nin orta diizeyde toksisiteye sahip oldugu ve
PS'nin yiiksek toksisiteye sahip oldugu gosterilmistir.

Potasyum sorbatin FEuglena gracilis'in hareketi ve fotosentetik parametreleri
tizerindeki kisa siireli etkileri incelenmistir. Potasyum sorbat, E. gracilis alginin
hareketliligi, yer¢ekimi oryantasyonunun kesinligi (r-degeri), yukar1 dogru hareket
sekli ve hizalama kabiliyeti gibi farkli fizyolojik parametrelerini etkilemistir. Bu alg
icin ECso degeri 2867.2 mg L' olarak bildirilmistir. 625 mg L' potasyum sorbat
tizerindeki konsantrasyonlar, fotosentetik verimliligi ve elektron tasima hizinin
inhibisyonunu indiiklemistir. 2500 mg L' {izerindeki konsantrasyonlarda ise, E.
gracilis alginin diisiik 151k varliginda bile tam bir fotosentez inhibisyonuna ugradigi

tespit edilmistir (Engel ve ark. 2014).

2.3. Serbest Radikaller

Serbest radikal tiirleri, molekiiler oksijenin indirgenmesinde art arda tek elektronlu
adimlardan kaynaklanan toksik ara maddelerdir. Stres sonucunda bitkilerde saptanan
baskin formlar, siliperoksit anyonu (O27), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil
radikalidir (OH") (Mehdy, 1994).

Stiperoksit radikali (O>™): Bu molekiil, oksijenin bir elektron almasi sonucu
rediiklenmesi ile olusmaktadir (Denklem 2.1). Oksijenli solunum yapan tiim

hiicrelerde goriilmektedir. Bu radikal orta derecede reaktif bir molekiildiir.

O2te—02" (2.1)

Hidrojen peroksit (H202): Siiperoksidin bir elektron alimi ya da oksijenin diger
molekiillerden iki elektron alimi sonrasinda peroksit molekiilii meydana gelmektedir.
Iki hidrojen atomu ile olusan peroksit molekiilii bir araya gelerek ise hidrojen peroksidi
olusturmaktadir (Denklem 2.2). Siiperoksit radikali gibi orta derecede reaktiflik

gostermektedir.
202 +2H*—H20,+0; (2.2)

Hidroksil radikali (OH"): Bu molekiil baz1 gecis metallerinin (fenton reaksiyonlari)
(Denklem 2.3.) ya da siiperoksitin (haber-weiss reaksiyonlar1) (Denklem 2.4)

varhiginda hidrojen peroksidin rediiklenmesi sonucunda olusmaktadir. Reaktiflik



seviyesi ¢ok yiiksek olup, olustugu bolgede hiicresel hasarlarla birlikte asir1 birikim

sonucu hiicreyi 6liime gotiirebilmektedir.

Fe*2+ Hy0,—Fe*3+0OH+OH- (Fenton Reaksiyonu) (2.3)

O2+ H202— O2+ OH-"+OH" (Haber-Weiss Reaksiyonu) (2.4)

2.4. Antioksidan Sistem

Genellikle dengede giden serbest radikal iiretimi olusumu ile ROS temizleme
kapasitesi arasinda meydana gelen dengesizlik sebebiyle oksidatif stres
goriilebilmektedir (Pisoschi ve Pop, 2015). Serbest radikal iiretiminin artis
durumunda, savunma mekanizmalar1 serbest radikalleri nétralize etmek icin yeterli
degilse hiicre yaralanmasina ve geri doniisii olmayan hasara sebebiyet veren ¢ok cesitli
biyomolekiillerde ciddi hasara neden olabilmektedir (Cerqueira ve ark., 2007; Wang
ve ark., 2011; Gupta, ve ark., 2015).

Bahse konu hususlarda, biyolojik sistemler serbest radikalleri reaktif olmayan
tiirevlere doniistiirmek icin savunma mekanizmalar1 gelistirmistir (Tablo 2.1.). Bahse

konu mekanizmalar eksojen ve endojen olarak iki grupta incelenir (Tablo 2.2.).

Tablo 2.1. Baz1 antioksidan molekiil ve enzimlerin temel gorevleri.

Bilesik Isimleri Gorevleri
Askorbat Peroksidaz (APOD) H>0>’yi H,O’ya gevirir.
Siiperoksit dismutaz (SOD) 0,°’1 H207’ye doniistiiriir.
Guaiakol peroksidaz (GPOD) H20>’yi ve lipit peroksitlerini etkisizlestirir.
Glutatyon rediiktaz (GR) H20>’yi ve lipit peroksitlerini etkisizlestirir.
Askorbik asit Direk olarak O2*", OH* ve H;0’yi temizler.
Karotenoidler Peroksi radikalleri ile O2*" ve OH*’1 temizler.
Tokoferoller Lipit peroksitlerini, O.*" ve OH*’1 temizler.
Fenolik bilesikler 10,’yi temizler.
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Tablo 2.2. Antioksidanlarin smiflandirilmasi.

Antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD)
o o Askorbat peroksidaz (APOD)
Enzimatik Antioksidanlar

. L Glutatyon rediiktaz (GR)
Endojen Antioksidanlar

Guaiakol peroksidaz (GPOD)

o o Glutatyon
Nonenzimatik Antioksidanlar

Prolin

o-Tokoferol (Vitamin E)

Vitamin Eksojen Antioksidanlar p-karoten (Vitamin A)

Eksojen Antiggianlar Askorbik asit (Vitamin C)

Ilag Olarak Kullanilan Eksojen

Antioksidanlar

2.4.1. Endojen antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi, siiperoksit radikallerinden H>O» ve reaktif oksijen
olusturan reaksiyonlar1 katalizleyerek (Valentine ve ark., 1998), hiicre
detoksifikasyonunu saglar (Asada, 1999). Glutatyon rediiktaz (GR) ise; hidrojen
peroksidin glutatyon peroksidaz araciligiyla indirgenmesi sonucunda ortaya cikan
okside glutatyonu (GSSG), NADPH harcayarak tekrar rediikte glutatyona (GSH)
dontistiirmektedir (Urso ve Clarkson, 2003). Askorbat peroksidaz (APOD) hiicreden

H>0>’yi siipiiren ana enzim olarak gorev yapmaktadir (Asada, 2006).

Reaktif oksijen tiirleri, hiicredeki birikimleri arttik¢a hiicre zarinda oksidatif hasara
neden olmaktadir. Hiicre zarindaki gerceklesen bu hasar lipitleri etkileyerek lipit
peroksidasyonu baglatmaktadir. Lipit peroksidasyonu isleminin sonunda ortaya ¢ikan
malondialdehit (MDA) oksidatif hasarin diizeyini gdstermek ig¢in referans kabul
edilmektedir (Urso ve Clarkson, 2003; Benzer ve Temizer, 2003).
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Proteinleri olusturan 20 aminoasitten biri olan prolin; reaktif oksijen tlirevlerinin hiicre
zarmi tahrip etmesi sonucu olusan osmotik dengesizligi, birikimi sayesinde
onlemektedir. Hiicredeki prolin artis1 ve birikimi, hasarin gostergesi seklinde kabul

edilmektedir (Demiral ve Tiirkan, 2005).

2.4.2. Eksojen antioksidanlar

Tokoferoller, tilakoid membranlarda bazi lipit radikalleri ile dogrudan etkilesime
girebilme o6zelligine sahiptir (Munné-Bosch ve Alegre, 2002). Karotenoidler,
fotosentetik (siyanobakteriler, algler ve bitkiler) canlilarin yani1 sira fotosentetik
olmayan (bazi omurgasizlar, mantarlar ve bakteriler) canlilarda ve bitki dokularinin
plastidlerinde de bulunan lipofilik antioksidantlar grubunda yer almaktadir (Nisar ve
ark., 2015). Askorbik asit (C vitamini), bitkilerde bol miktarda bulunan antioksidan
yapida bir bilesiktir. Bununla beraber hem enzimatik hem de enzimatik olmayan
reaksiyonlar1 katalizleyebilmektedir (Barnes ve ark, 2002). Fenolik bilesikler, serbest
radikalleri siiplirme yontemiyle ortadan kaldiran ikincil metabolitlerdir. Bitkisel

dokularda bol miktarda bulunurlar (Agati ve ark., 2012).

2.5. Arthrospira platensis Gomont

Birbirinden farkli kimyasal ve biyolojik bilesikler iiretme niteligi sebebiyle
mikroalgler yiliksek Oneme haiz organizmalardir. Mikroalglerden pigmentler,
proteinler, vitaminler, lipidler, lipidler, polisakkaritler ve mineraller gibi bircok madde
elde edilebilmektedir. Mikroalgler; gelismis {lilkelerde saglik sektoriinde ve gida
endiistiirilerinde, 6zellikle pigmentler gibi yiiksek katma degerli bilesiklerin elde
edilmesinde kullanilirken, gelismekte olan iilkelerde ise proteince zengin gida ve yem
katkis1 iretimini birlestiren hem kii¢iik 6l¢ekli projelerde hem de biiyiik 6lcekli atik su

aritma projelerinde kullanilmaktadirlar (Dalay ve ark., 2001).

Ozellikle hasadinin ve {iretiminin kolay olmasi sebebiyle Cyanobacteria grubunda
yiiksek dneme sahip olan Arthrospira platensis tlirlinlin tiretimi yiiksek popiilariteye
sahip hale gelmistir. A. platensis, insanlar i¢in gida olarak uzun bir kullanim gegmisine
sahiptir. Geleneksel olarak, Meksika'daki Aztek uygarlig1 sirasinda ve daha yakin
zamanda Afrika’daki yerliler tarafindan yemek olarak kullanilmigtir (Belay ve ark.,
1996). A. platensis igeriginde bulunan yiiksek miktarda proteinler, pigmentler ve

gamma linolenik asit (GLA) gibi iirlinler bakimindan biiyiik 6neme haiz olan bir alg
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tiridiir (Cirik, 1989, Chen ve ark., 1996; Glazer, 1999). Arthrospira, %62 aminoasit

icerigine sahip olmakla birlikte diinyanin en zengin dogal B12 vitamini kaynagidir.

A. platensis, 200-300 pm uzunlugunda ve 5-10 um genisliginde sarmal filamentli bir
algdir. Bununla birlikte sarmal olusturmayan diiz suslar1 da bulunmaktadir (Sekil 2.1.).
Yiiksek pH degerlerine iyi tolerans gostermektedir. Sicaklik, Arthrospira tiirlerinin
cogalmasini kontrol eden ana faktorlerden birisidir. Arthrospira biiylimesi igin
optimum sicaklik 30 ile 35°C araligindadir (Oliveria ve ark., 1999). Bu sebeple yiiksek
sicakliklarda ve alkali kosullarda hizlica biiyliyerek kolaylikla yetistirilebilmektedir
(Lupatini ve ark., 2016). A. platensis, yiiksek seviyelerde bikarbonat, karbonat ve
yiiksek pH ile karakterize edilen subtropikal ve tropikal dogal su kiitlelerinde biiyiik

popiilasyonlar olusturabilmektedir.

2
o

Sekil 2.1. Arthrospira platensis alginin mikroskop goriintiisii.

2.6. Calismanin Amaci

Bu calismada besin takviyesi olarak endiistriyel kullanim alanina sahip olan ve sucul
ekosistemlere sanayi atiklarinin girmesi ile kontaminasyon riski tasiyan potasyum
sorbat adl1 kimyasal madde, sucul ekosistemlerdeki toksikoloji ¢calismalarinda yaygin
olarak kullanilan model organizma olan 4. platensis algi ile 7 glin boyunca muamele
edilmistir. Boylece algin klorofil-a, malondialdehit (MDA), hidrojen peroksit (H20>),
biyokiitle, prolin miktarlar ile siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon rediiktaz (GR),

askorbat peroksidaz (APOD) gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerindeki degisim
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incelenmistir. Sonug olarak A. platensis algi ile potasyum sorbatin sucul ekosistem
tizerinde meydana getirebilecegi olas1 etkilerinin belirlenmesi adina yapilan

toksikolojik ¢alismalara katki yapabilecegi diistiniilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Calisma Materyali

Soley Mikroalg Enstitiisiinden temin edilen A. platensis (M2) algi, aksenik kosullar

altinda Sakarya Universitesi Biyoloji Boliimii Bitki Fizyolojisi ve Alg Ekolojisi

laboratuvarinda kiiltiire alinmistir. Calismada kullanilan potasyum sorbat (CsH7KOz)

kimyasali ticari tedarik¢ilerden temin edilmistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Calismalarin tamaminda yer alan cihazlar Tablo 3.1.’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan cihazlar.

ihaz Islevi ihaz Mark
Cihaz Adi Cihaz Islevi Cihaz Markasi
Etliv Sterilizasyon ve kurutma islemleri Niive
Buzdolab1 Cozelti ve numunelerin saklanmasi Beko

Hassas terazi

Isiticilt manyetik karistirict
Sogutuculu mikrosantrifiij
Sogutuculu santrifiij
iklimlendirme kabini
Otoklav

Mikropipet

Mikropipet

Mikropipet

Spektrofotometre

pH metre

Tartma islemleri
Cozeltilerin hazirlanmasi
Stipernatant eldesi

Pelet eldesi

Alg kiltiiri
Sterilizasyon

Enzim analizleri

Enzim analizleri
Soliisyon  hazirlanmast  ve  enzim
analizleri

Absorbans 6l¢limii

pH olgtiimleri

Schimadzu SLB 320
Dragon med M 10068
Centrion scientific K3
Niive

Dev/Pet

Alp

Eppendrof (100- 1000 pL)
Nichipet (10-100 pL)
Eppendorf (1-10 mL)

Shimadzu mini UV 1240
Metler toledo




3.3. Yontem

3.3.1. Hiicre Kkiiltiiriiniin hazirlanmasi

Aksenik kosullarda hazirlanmis Spirulina Medium (Aiba ve Ogawa, 1977) ortaminda
A. platensis M2 susu kiiltlire alinarak yetistirilmistir (Tablo 3.2., Tablo 3.3.). 20 mL
kiltiir, 180 mL besiyerine ekilerek; 250 mL’lik erlenlerde on giin siireyle bekletilmistir.
Kiiltiir yetistirilmesi i¢in hazirlanan ortam kosullari; full spektrum lambalarla 5000 lux

151k siddetinde kabin i¢inin aydinlatilmasi (12 saat gece, 12 saat giindiiz) ve 30 °C

sicaklik uygulanmasi seklinde gerceklestirilmistir.

Tablo 3.2. Spirulina Medium ortaminda kullanilan besin tuzu igerigi.

Soliisyon (SL) Hacim (mL) Bilesik SL Konsantrasyon
NaHCO;3 13.61 g 500 mL"!
NaNO; 2.50 g 500 mL"!
SL-A 500 mL
NaCO; 4.03 g 500 mL"!
K,HPO4 0.50 g 500 mL"!
NaCl 1.00 g 500 mL"!
K>SO, 1.00 g 500 mL"!
Mikrobesin tuzu 5.0 mL 500 mL"!
SL-B 500 mL
MgS0,4.7H,O 0.20 g 500 mL"!
FeSO4.7H,0 0.01 g 500 mL"!
EDTA 0.08 g 500 mL"!

Tablo 3.3. Spirulina Medium ortaminda kullanilan mikrobesin tuzu igerigi.

Soliisyon (SL) Bilesik Miktar
Distile su 881 mL
H3;BO; S mL
CO(NO3)2.6H,0 S mL

SL.1 Na;Mo0042H,0 5SmL
ZnS04.7H,0 ImL
MNSO44H,0 2mL
Cu S04 5H,O I mL
EDTA 04¢g
Distile su 100 mL

SL-2 FE SO,4.7H,0 07¢g
EDTA 04¢g
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3.3.2. Uygulanan potasyum sorbat konsantrasyonlari

Hazirlanan kiiltiir ortamina eklenecek potasyum sorbat bilesigine ayri ayri Stok
soliisyonlar hazirlanmistir. Potasyum sorbat bilesiginin farkli konsantrasyonlar1 ayr
ayr1 erlenlerde bulunan ve klorofil-a degeri 1 pg mL™* olan taze A. platensis M2 susu
kiiltiirlerine eklenmistir. Bu kiiltiirlere eklenen potasyum sorbat konsantrasyonlar
100, 200, 300, 400, 500 ve 600 ppm olarak belirlenmistir.

Yukarida belirtilen bu konsantrasyonlar kullanilan bilesigin en etkili oldugu

konsantrasyonun yarisini ifade eden ECsg degerinin altinda belirlenmistir (Tablo 3.4.).

Tablo 3.4. A. platensis’e uygulanan potasyum sorbat konsantrasyonlari.

Potasyum Sorbat

100 ppm
200 ppm
300 ppm
400 ppm
500 ppm
600 ppm

3.3.3. Deney ortam ve diizenegi

A. platensis kiiltiirii, potasyum sorbat uygulamalarindan 6nce 250 mL seklinde
hazirlanmis ve ortam adaptasyonu icin belirtilen sartlarda 10 giin boyunca
iklimlendirme dolabinda bekletilmistir. 10. giinlin sonunda kiiltiirler, kullanilacak
kiiltir miktar1 50 mL ve icerdikleri klorofil-a miktar1 1 pg mL™ olacak sekilde
yenilenmistir. Belirtilen konsantrasyonlarda potasyum sorbat ¢ozeltileri hazirlanmis
ve aktiflesmis kiiltiirlere uygulanmigtir. Ortam pH’1 9 olarak ayarlanmistir. Deneyler
tic tekrarli olarak yapilmistir. Bu siire zarfinda A. platensis M2’nin fotosentetik
pigment (klorofil-a) miktarlarindaki degisimi ve optik yogunlugu (OD) 24 saatte bir
Olclilerek kayit altima alinmistir. Kiltlirler 10. giiniin sonunda homojenizasyon
islemine tabii tutulduktan sonra bu homojenatlar -20°C’de askorbat peroksidaz
(APOD), siiperoksit dismiitaz (SOD), glutatyon rediiktaz (GR) enzim deneyleri ve

MDA, prolin ve H>O» analizleri i¢in saklanmustir.

17



3.4. Olciim ve Analizler

3.4.1. Optik yogunlugun (OD) ve biiyiime oraninin belirlenmesi

A. platensis alginin biiylime hiz1 ve optik yogunlugu (OD) spektrofotometrede 560
nm’deki absorbans degerleri okunarak saptanmistir. Yapilan dl¢timler besiyerinin 1/10
oraninda seyreltilmesi ile gergeklestirilmistir (900 uL Spirulina Medium besiyeri, 100
uL kiiltiir). Kor ¢ozeltisi olarak da Spirulina Medium besiyeri kullanilmistir. 24 saatlik
dilimlerle gerceklestirilen 6l¢iimlerle 10 giin boyunca OD degerlerindeki degisimler

gozlemlenmistir. Bu sekilde biiylime oranlar1 hesaplanmistir.

3.4.2. Fotosentetik pigment analizi (Klorofil-a)
Klorofil-a 0dlgiimlerinde Mckinney (1941)’nin yonteminden yararlanilmigtir

(Mackinney, 1941). Klorofil-a miktarlar1 ise Denklem 3.1°e gore hesaplanmustir:

orotil-a mL™ = Ases X . X .
Klorofil-a mL™ = Aegs x 13.43 x 10 (3.2)

3.4.3. pH’1n biiyiime orani ve klorofil-a iizerine etkisinin belirlenmesi

Kiiltlir ortam pH’1inin biiylime orani ve klorofil-a lizerine etkisini belirlemek i¢in 10
giin boyunca karanlik ortamin son saatinde (saat 08:00) ve aydinlik ortamin son
saatinde (saat 20:00) ii¢ tekrarli hazirlanan tiim kiiltlirlerdeki pH Ol¢timleri Metler

Toledo marka pH metre kullanilarak yapilmistir.

3.4.4. Toplam c¢éziiniir protein analizi

Toplam protein aktivitesinin belirlenmesi adina Bradford (1976)’a ait yontem
kullanilmistir. 2 ml’lik kiiltiirler alinarak 15000 rpm’de +4°C’de 20 dk.
santrifiijlenmis, daha sonra SOD ve GR analizleri i¢in yaklasik 0,2 g olan pellet elde
edilmistir. Bu pellet homojenizasyon ic¢in kullanilmig, gerekli olan ekstraksiyon
sollisyonu 100 mM potasyum-fosfat (pH=7.0), %2’lik PVP (polivinilpirolidon) ve 1
mM sodyum EDTA (Na,EDTA) ile hazirlanmistir. APOD analizi i¢in ise 50 mM Tris-
HCI (pH=7.2), %2’lik PVP, 1 mM Na;EDTA ve 2 mM askorbat ile hazirlanmigstir. 5.5
mL son hacimli reaksiyon soliisyonu i¢in sirastyla 100 pg protein ihtiva eden enzim
karisimi, 0.031 M sitrat-fosfat tamponu (pH=5.5) ve %0.01°lik coomassie brilliant
blue G-250 kullanilmistir. Ornekler 10-15 sn. siire ile vorteksleme islemine tabii
tutulmus, daha sonra 30 dk. karanlikta bekletilmistir. Spektrofotometrede 595 nm’de
yapilan Ol¢limler sonucu elde edilen veriler ile protein miktarlarindaki degisimler;

onceden hazirlanmis olan standart grafikten yararlanilarak bulunmustur.
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3.4.5. Toplam siiperoksit dismutaz aktivitesi (SOD)

Toplam SOD aktivitesinin belirlenmesi i¢in Beyer ve Fridovich (1987)’in metodu
kullanilmistir. 2 mL hacimde alinan Kkiiltiirler 15000 rpm ve +4°C’de 20 dk.
santrifiijlendikten sonra elde edilen pellet 100 mM potasyum-fosfat (pH=7.0), %2’lik
PVP (polivinilpirolidon) ve 1 mM sodyum EDTA (Na;EDTA) igeren ¢ozelti ile
ekstrakte edilmistir. 14.000 rpm ve +4°C’de 20 dk. santrifiijden sonra, slipernatantlar
almmistir. 100 mM potasyum-fosfat tamponu (pH=7.8), 9.9x10"* M metionin, 5.7x10"
> M NBT, (nitroblue tetrazolyum), %1’lik triton X 100 ile hazirlanan reaksiyon
¢ozeltisine son hacim 1030 pL olacak sekilde eklenmistir. Reaksiyonun baglamasi
adma 0.9 pM riboflavin ilave edilmistir. Tiipler 375 pmol m™s™! siddetinde 15182 15 dk.
boyunca maruz birakilmistir. Bu siirenin sonunda 560 nm’de spektrofotometrede
absorbans degerleri okunmustur. Toplam SOD aktivitesi daha 6nce hazirlanmig olan

standart grafik kullanilarak bulunmustur (U/mg protein).

3.4.6. Toplam askorbat peroksidaz aktivitesi (APOD)

Toplam APOD aktivitesi i¢cin Wang ve ark. (1991)’nin metodundan yararlanilmistir. 2
mL’lik kiilttirler alindiktan sonra 15000 rpm ve +4°C’de 20 dk. santrifiijlenmis, elde
edilen pellet 50 mM tris-HCI (pH=7.2), %2°1lik PVP, 1 mM sodyum EDTA (Na,EDTA)
ve 2 mM askorbat ihtiva eden ¢ozelti ile ekstrakte edilmistir. 14.000 rpm ve +4°C’de
20 dk. santrifiijden sonra siipernatantlar alinmistir. 100 pg protein igeren enzim
karigimi, 50 mM potasyum-fosfat tamponu (pH=6.6), 2.5 mM askorbattan olusan
reaksiyon ¢ozeltisine eklenmistir. Reaksiyon, son hacim 1000 pL olacak sekilde 10
mM hidrojen peroksit (H202) eklenmesiyle baslatilmigtir. Absorbans degerleri
spektrofotmetrede 290 nm’de 1 dk. boyunca alimmistir. Enzim aktivitesi
hesaplanirken, askorbatin ekstinksiyon katsayisi (2.8 mM/cm.290 nm) ile reaksiyonun

baslangi¢ hiz1 esas alinistir (nmol askorbat/dakika/mg protein).

3.4.7. Toplam glutatyon rediiktaz aktivitesi (GR)

Toplam GR aktivitesi, Sgherri ve ark. (1994)’nin yontemine gore belirlenmistir. 2
mLlik kiiltiirler alindiktan sonra 15000 rpm ve +4°C’de 20 dk. santrifiijlendikten sonra
elde edilen pellet, 100 mM potasyum-fosfat (pH=7.0), %2’1lik PVP (polivinilpirolidon)
ve | mM sodyum EDTA (Na;EDTA) ihtiva eden ¢6zelti ile ekstrakte edilmistir. 14.000
rpm ve +4°C’de 20 dk. santrifiij isleminden sonra siipernatantlar alinmistir. Iceriginde
100 pg protein olan siipernatant, 100 mM potasyum-fosfat tamponu (pH=7.8), 2 mM
sodyum EDTA (Na;EDTA), 0.5 mM okside glutatyon (GSSG) igerisine eklenmistir.
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Reaksiyon, son hacim 1000 pL olacak sekilde, 0.2 mM nikotinamid adenin dintikleotit
fosfat (NADPH) eklenmesiyle baslatilmistir. Absorbans degerleri spektrofotmetrede
320 nm’de 1 dk. boyunca alimmustir. Diizeltme, NADPH yoklugunda GSSG
yukseltgenmesi ile yapilmistir. Enzim aktivitesi hesaplanirken, NADPH’nin
ekstinksiyon katsayis1 (6.2 mM/cm. 340 nm) ile reaksiyonun bagslangic hizi esas

alimmistir (nmol NADPH/dakika/mg protein).

3.4.8. Malondialdehit (MDA) miktar:

Malondialdehit miktarinin tespit edilmesi Heath ve Packer (1968)’in yontemine gore
yapilmisgtir. 15 mL kiiltiir ortami 4000 rpm ve +4°C’de 15 dk. santrifiij edildikten sonra
pellet elde edilmistir. Elde edilen bu pellet 5 mL 0.1% trikloroasetik asit (TCA) (4°C)
ile homojenize edilmis, sonra 4100 rpm’de 10 dk. santifiiriijlenmistir. 0.5 mL
stipernatant, 0.5 mL 0.1 M tris—HCI (pH=7.6) ve 1 mL TCA-TBA ¢ozeltisi (15% w/v)
(trikloroasetik asit—0.375% w/v tiyobarbitiirikasit) ile karistirilmig, sonrasinda 30 dk.
sicak su banyosunda (95°C) bekletilmistir. Reaksiyon karisimlarinin absorbanslar1 532
ve 600 nm dalga boyunda Olciilmiis ve MDA miktar1 ekstinksiyon katsayisi ile

hesaplanmastir.

3.4.9. Hidrojen peroksit (H202) miktari

H>0O> miktar1 Heath ve Packer (1968)’1n yontemine gore bulunmustur. 15 mL hacimde
alman kiiltiirlerden; 4000 rpm ve +4°C’de 15 dk. santrifiij edildikten sonra yaklasik
agirhigi 0.2 g olan pellet elde edilmistir. Elde edilen bu pellet 5 mL 0.1% TCA (4°C)
ile homojenize edilmis, daha sonra ise 4100 rpm’de 10 dk. santrifiijjlenmistir. 0.5 mL
stipernatanta, 0.5 mL 0.1 M Tris—HCI (pH=7.6) ve 1 mL 1 M KI (potasyum iyodiir)
ilave edilmis ve 390 nm dalga boyundaki absorbans degerleri Ol¢iilmiistiir. H>O»

miktar1 daha 6nce hazirlanmis olan standart grafikten yararlanilarak hesaplanmaistir.

3.4.10. Prolin miktari

Prolin miktarinin elde edilebilmesi adina Bates ve ark., (1973)’in metodu modifiye
edilmistir. 15 mL hacminde alinan kiiltiirlerden; 4000 rpm ve +4°C’de 15 dk. Santrifijj
islemi uygulandiktan sonra yaklasik agirligi 0.2 g olan pellet elde edilmistir. Elde
edilen bu pellet 10 mL saf su ile homojenize edilmis, daha sonra ise tiipler sicak su
banyosunda (95°C) 30 dk. bekletilmistir. Yapilan bu islemden sonra 6rnek sogutulmus;
ardindan 10 dk. 4100 rpm’de santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatanttan prolin
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miktart (umol/g kuru agirlik) asit-ninhidrin yontemine goére 520 nm dalga boyunda

yapilan okumalarla spektrofotometrik olarak bulunmustur.

3.4.11. Istatistiksel analizler

Istatistikler igin, verilere SPSS 20.0 paket programinda yer alan tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) yapilmis ve degiskenler arasindaki farkliligin belirlenmesi i¢in LSD
testi uygulanmistir. Anlamli Onemli Fark (AOF) olan her bir bagimsiz degisken i¢in

uygulama ve cesitler arasindaki farkin 6nem kontrolii %5 diizeyinde hesaplanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Optik Yogunluk

A. platensis’e uygulanmis gesitli konsantrasyonlardaki potasyum sorbat bilesiginin
OD 560 absorbansi iizerine etkisi Sekil 4.1.’de verilmistir.

Birinci giinden onuncu giine kadar giinler kendi aralarinda kiyaslandiginda, potasyum
sorbat bilesigine maruz birakilan A. platensis kiiltiirlerinde ilk alt1 giin uygulanan
dozlarda kontrole gore bir degisim gozlenmemistir. Yedinci, 8. ve 9. giinlerde
uygulanan farkli dozlarda (200, 300, 400 ve 600 ppm) istatistiksel olarak anlamli
azalmalar goriilmekle beraber, 10. giinde 100 ppm hari¢ diger tiim dozlarda (200, 300,
400, 500 ve 600 ppm) kontrole gére anlamli azalma goriilmiistiir (p < 0.05).
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Sekil 4.1. 4. platensis’in potasyum sorbat konsantrasyonlarma bagli OD 560
absorbansindaki 10 giinliik degisimi.



4.2. Fotosentetik Pigment Analizi (Klorofil-a)

A. platensis’e uygulanmis ¢esitli konsantrasyonlardaki potasyum sorbat bilesiginin
klorofil-a tizerine etkisi Sekil 4.2.’de verilmistir.

Birinci giinden onuncu giine kadar giinler kendi aralarinda kiyaslandiginda, potasyum
sorbat bilesigine maruz birakilan A. platensis kiiltiirlerinde ilk alt1 giin uygulanan
dozlarda kontrole gore bir degisim gézlenmemistir. Yedinci giinde 100 ppm ve 400
ppm hari¢ diger tiim dozlarda kontrole gore klorofil-a miktarinda istatistiksel olarak
azalma goriilmiistir (p < 0.05). Sekizinci giinden 10. giine kadar 100 ppm hari¢
uygulanan diger tiim dozlarda (200, 300, 400, 500 ve 600 ppm) istatistiksel olarak

anlaml1 azalmalar goriilmiistiir (p < 0.05).
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Sekil 4.2. A. platensis’in potasyum sorbat konsantrasyonlarina bagli klorofil-a
miktarindaki 10 giinliik degigimi.

4.3. pH’1n Biiyiime Oram Ve Klorofil-4 Uzerine Etkisi

A. platensis’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki potasyum sorbat bilesiginin
pH’da meydana getirdigi degisimlerin karanligin son saatindeki (saat 08:00) degerleri
Sekil 4.3.”de verilmistir.

Birinci glinden onuncu giine kadar giinler kendi aralarinda kiyaslandiginda, potasyum
sorbat bilesigine maruz birakilan A. platensis kiiltiirlerinde ilk bes giin uygulanan
dozlarda kontrole gore bir degisim gozlenmemistir. Altinct giinde 300, 400, 500 ve
600 ppm konsantrasyonlarda, 7. ve 8. giinlerde 200, 300, 400, 500 ve 600 ppm
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konsantrasyonlarda, 9. ve 10. giinlerde ise tiim konsantrasyonlarda (100, 200, 300,
400, 500 ve 600 ppm) kontrole gore pH degerlerinde istatistiksel olarak azalma
goriilmiistiir (p < 0.05).
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Sekil 4.3. A. platensis 'in potasyum sorbat konsantrasyonlarina bagli karanligin son
saatindeki (saat 08:00) 10 giinliik pH degisimi.

A. platensis’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki potasyum sorbat bilesiginin
pH’da meydana getirdigi degisimlerin aydinligin son saatindeki (saat 20:00) degerleri
Sekil 4.4.”de verilmistir.

Birinci giinden onuncu giine kadar giinler kendi aralarinda kiyaslandiginda, potasyum
sorbat bilesigine maruz birakilan A. platensis kiiltiirlerinde ilk bes giin uygulanan
dozlarda kontrole gore bir degisim gozlenmemistir. Altinct 7.ve 8. giinlerde 200, 300,
400, 500 ve 600 ppm konsantrasyonlarda, 9. ve 10. gilinlerde ise tliim
konsantrasyonlarda (100, 200, 300, 400, 500 ve 600 ppm) kontrole goére pH

degerlerinde istatistiksel olarak azalma goriilmiistiir (p < 0.05).
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Sekil 4.4. A. platensis 'in potasyum sorbat konsantrasyonlarina bagli aydinligin son
saatindeki (saat 20:00) 10 giinliik pH degisimi.

4.4. Toplam Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi

A. platensis’e uygulanmis ¢esitli konsantrasyonlardaki potasyum sorbat bilesiginin

toplam siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi lizerine etkisi Sekil 4.5.”de verilmistir.

100 ve 500 ppm harig¢ diger tiim konsantrasyonlarda potasyum sorbat etkisine maruz
birakilan A. platensis kiiltlirlerinin toplam SOD aktivitesi kontrole gore istatistiksel
olarak azalma gostermistir (p < 0.05). Toplam SOD aktivitesinin en yliksek (5335,29
U mg protein!) ve en diisiik (1545,17 U mg protein') oldugu degerler sirastyla 100

ppm ve 300 ppm potasyum sorbat konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.5. A. platensis’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki potasyum sorbat
bilesigine bagli olarak toplam SOD aktivitesinde goriilen degisim.

4.5. Toplam Askorbat Peroksidaz Aktivitesi

A. platensis’e uygulanmis cesitli konsantrasyonlardaki potasyum sorbat bilesiginin
toplam askorbat peroksidaz (APOD) aktivitesi lizerine etkisi Sekil 4.6.’da verilmistir.
Uygulanan tiim konsantrasyonlarda potasyum sorbat etkisine maruz birakilan A.
platensis kiiltiirlerinin toplam APOD aktivitesi kontrole gore istatistiksel olarak
anlaml bir fark gostermemistir (p > 0.05). Toplam APOD aktivitesinin en yiiksek (9,89
nmol AA™! dak™! pg protein) ve en diisiik (3,55 nmol AA™! dak™! pg protein) oldugu

degerler sirasiyla 100 ppm ve 500 ppm konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.6. A. platensis’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki potasyum sorbat
bilesigine bagli olarak toplam APOD aktivitesinde goriilen degisim.
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4.6. Toplam Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi

A. platensis’e uygulanmis ¢esitli konsantrasyonlardaki potasyum sorbat bilesiginin
toplam glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi tizerine etkisi Sekil 4.7.’de verilmistir.

Potasyum sorbat etkisine maruz birakilan A. platensis kiiltiirlerinin toplam GR
aktivitesi 100 ppm konsantrasyon haricindeki diger tiim konsantrasyonlarda (200, 300,
400, 500 ve 600 ppm) kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma gostermistir
(p < 0.05). Toplam GR aktivitesinin en yiiksek (5,59 nmol NADPH 'dk"'ug protein™)
ve en diisiik (1,51 nmol NADPH 'dk-'ug protein™) oldugu degerler sirasiyla 100 ppm

ve 600 ppm potasyum sorbat konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.7. A. platensis’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki potasyum sorbat
bilesigini bagl olarak toplam GR aktivitesinde goriilen degisim.

4.7. Malondialdehit (MDA) Miktar:

A.platensis’e uygulanmis ¢esitli konsantrasyonlardaki potasyum sorbat bilesiginin
malondialdehit (MDA) miktar tizerine etkisi Sekil 4.8.’de verilmistir.

Tiim konsantrasyonlarda (100, 200, 300, 400, 500 ve 600 ppm) potasyum sorbat
etkisine maruz birakilan A. platensis kiiltiirlerinin MDA miktar1 kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli bir degisim gostermemistir (p > 0.05). MDA miktarinin en
yiiksek (57,33 nmol g TA™!) ve en diisiik (30,58 nmol g TA™") oldugu degerler sirastyla

600 ve 200 ppm potasyum sorbat konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.8. A. platensis’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki potasyum sorbat
bilesigine bagli olarak MDA miktarinda goriilen degisim.

4.8. Hidrojen Peroksit (H202) Miktari

A. platensis’e uygulanmis gesitli konsantrasyonlardaki potasyum sorbat bilesiginin
hidrojen peroksit (H202) miktari iizerine etkisi Sekil 4.9.’da verilmistir.

Tiim konsantrasyonlarda (100, 200, 300, 400, 500 ve 600 ppm) potasyum sorbat
etkisine maruz birakilan 4. platensis kiiltiirlerinin H2O> miktar1 kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli bir degisim gostermemistir (p > 0.05). H2O2 miktarinin en
yiiksek (11,49 umol g TA™!) ve en diisiik (6,43 pmol g TA™!) oldugu degerler sirastyla

100 ve 200 ppm potasyum sorbat konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.9. A. platensis’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki potasyum sorbat
bilesigine bagl olarak H>O» miktarinda goriilen degisim.

29



4.9. Serbest Prolin Miktari

A. platensis’e uygulanmis gesitli konsantrasyonlardaki potasyum sorbat bilesiginin
serbest prolin miktari iizerine etkisi Sekil 4.10.’da verilmistir.

Potasyum sorbat etkisine maruz birakilan A. platensis kiiltiirlerinin serbest prolin
miktar1 500 ppm konsantrasyonunda kontrole gore istatistiksel olarak azalma
gosterirken; diger tiim konsantrasyonlarda (100, 200, 300, 400 ve 600 ppm) kontrole
gore istatistiksel olarak artma gostermistir (p < 0.05). Serbest prolin miktarinin en
yiiksek (0.044 umol g TA™!) ve en diisiik (0.024 pmol g TA™") oldugu degerler sirastyla
300 ve 500 ppm konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.10. A. platensis’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki potasyum sorbat
bilesigine bagli olarak serbest prolin miktarinda goriilen degisim.
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan bu c¢alismada Arthrospira platensis algine uygulanan potasyum sorbat
bilesiginin ¢esitli konsantrasyonlarinin OD 560, klorofil-a miktari, pH degerleri, bazi
antioksidan enzimlerin aktiviteleri [sliperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz
(APOD) ve glutatyon rediiktaz (GR)] ile hidrojen peroksit (H202), malondialdehit

(MDA) ve prolin miktarinda neden oldugu degisimler arastirilmastir.

Alglerde biiylime ve gelismeyi yorumlamak i¢in klorofil-a ve OD 560 degerleri nemli
birer parametredirler. Calisma siiresinin ilk 6 giiniinde 4. platensis’de klorofil-a ve OD
560 degerlerinde kontrole gore degisim gozlenmemistir. Yedinci, 8. ve 9. glinlerde 100
ve 500 ppm hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda (200, 300, 400 ve 600 ppm) kontrole
gbre azalma goriilmiis olup; 10. giin ise 100 ppm hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda
(200, 300, 400, 500 ve 600 ppm) azalma goriilmiistiir. Potasyum sorbat, sorbik asidin
potasyum tuzudur. Bitkilerde bir¢ok islevi olan yaygin ve etkili bir antioksidandir.
Bununla birlikte, si¢an, balik, bakteri ve insan saglig1 dahil olmak {izere cesitli tiirler
icin orta derecede toksisiteye sahiptir. Yapilan bir ¢alismada, potasyum sorbatin
Euglena gracilis'in hareketi ve fotosentetik parametreleri tizerindeki etkileri kisa siireli
maruz kalma sirasinda incelenmistir. Calismaya gore, kamgili bir alg olan E. gracilis
i¢in potasyum sorbat bilesiginin hareketlilik, yer¢ekimi oryantasyonunun kesinligi (r-
degeri), yukar1 dogru hareket ve hizalama gibi farkli fizyolojik parametreleri etkiledigi
ve 2867.2 mg L olan ECso degeriyle akut toksisiteye neden oldugu bildirilmistir.
Calismamizda uygulanan potasyum sorbat i¢in belirlenen konsantrasyonlar E. gracilis
alginin ECso degerinden daha diisiiktiir. Bu durum prokaryotik 4. platensis alginin
potasyum sorbat toksisitesine daha hassas oldugunu gostermektedir. Yapilan
caligmalarda, ayni kimyasala maruz birakilan prokaryot alglerin 6karyotik alglere gore

daha hassas oldugu tespit edilmistir (Tekbaba ve ark., 2021).

Calismamizda klorofil-a degerlerinde goriilen degisimler biiyiime oraninda goriilen
degisimlerle paralel sekilde seyretmistir. Calisma siiresinin ilk 6 giinlinde A.
platensis’de klorofil-a degerlerinde kontrole gore degisim gézlenmemistir. Yedinci, 8.,

9. ve 10. giinlerde 100 ppm hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda (200, 300, 400, 500 ve



600 ppm) kontrole gore azalma goriilmistiir. Yine E. gracilis lizerinde yapilan ayni
calismada, 625 mg L' potasyum sorbat iizerindeki konsantrasyonlarda, fotosentetik
verimliligin ve elektron tasima hizinin inhibisyonunun indiiklendigi ve 2500.0 mg L!
tizerindeki konsantrasyonlarda, EFuglena hiicrelerinin diisiik 151k varliginda bile tam bir
fotosentez inhibisyonuna ugradigi belirtilmistir (Engel ve ark., 2015). Bir karbon
kaynaginin yiiksek konsantrasyonlarinda gelisen hiicrelerin klorofil pigmenti
olusturamamasinin, bazi esansiyel azotlu metabolit ya da rezerv materyal
eksikliginden kaynaklanabilecegi ya da kimyasal bir maddenin fazla miktarda
varligindan dolay1 bu kimyasal maddenin temel genleri bastirmasi ve biyosentetik
enzimleri inhibe etmesinden kaynaklanabilecegi varsayilmaktadir. Kimyasal bir
madde varliginda klorofil sentezinde gorevli genlerin baskilanmasi en yaygin kabul
goren hipotezdir. Yiiksek konsantrasyonlarda potasyum sorbat varliginda klorofil
olusumundaki azalma ve bu azalmaya bagli olarak ger¢eklesen fotosentez inhibisyonu

olay1 bu hipotezle desteklenebilir (Harris ve Kirk, 1969).

Calismamizda ilk 5 giin boyunca pH degerlerinde kontrole gore bir degisim
gbézlenmemistir. Altinci gilinlin karanligin son saatinde (saat 08:00) yapilan pH
6liimiinde 100 ve 200 ppm hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda, ayni giiniin aydinligin
son saati (saat 20:00) yapilan pH o6lclimlerinde 100 ppm hari¢ diger tim
konsantrasyonlarda kontrole gore istatistiki azalma goriilmiistiir. Yedinci ve 8.
giinlerde giin i¢inde yapilan iki pH oOlglimiinde de sadece 100 ppm’de degisim
goriilmezken, 9. ve 10. giinlerde artik tiim konsantrasyonlarda azalma gozlenmistir.
pH’in 6. giinlin karanlik saatine denk gelen Gl¢limiiniin yiiksek konsantrasyonlarda
azalma gostermesi durumu, canlimin artan konsantrasyonlarla birlikte biiyiime ve
klorofil-a miktarlarinda 7. giinden itibaren goriilmeye baslanan azalmanin
habercisidir. pH degerlerinde de 7. ve 8. giinlerde 100 ppm de degisim goriillmemesi
ayni gilinler i¢in biiylime ve klorofil-a miktarlari i¢in de benzerlik arz etmistir. Bununla
birlikte pH degerleri 9. ve 10 giin kontrole gore azalma gdstermistir fakat bu degisim
biiyiime ve klorofil-a verilerinde de azalma olarak goriilse de istatistiksel olarak fark
olusturmamistir. Onuncu giinden sonra dl¢iimlere devam edilmesi durumunda biiyiime
ve klorofil-a miktarlarinda azalmaya neden olmasi muhtemeldir. CO2 suda ¢dziinerek
geri doniisiimlii olacak sekilde HoCO3, HCO3 ve COs bilesiklerini olusturmaktadir. Bu
bilesikler ortamin pH degerlerini dengede tutan tampon sistemini olusturur. Eger

fotosentez artig gosterirse CO; asir tliketildiginden dolay1r H2COs tersinir reaksiyonla
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COy’ye doniistlirtiliir ve ortamin asitligi azaldigindan pH artar. Tersi olarak
fotosentezin azalmasi sonucu ortamda kullanilmayan CO;’in H>CO; bilesigine
doniisiimii artig gosterir ve ortam asitlesir. Bunun sonucu olarak da pH diiser (Wetzel,
2001). Calismamizda 7. ginden itibaren klorofil-a miktarinda  artan
konsantrasyonlarla birlikte azalmanin goriilmesi fotosentetik aktivitenin azaldigini
gostermektedir. pH degerlerinde de klorofil-a miktarinda goriilen azalma ile paralellik

gozlenmesi fotosentetik aktivitede goriilen azalmay1 desteklemektedir.

Calismamizda, potasyum sorbat bilesigi uygulanan A4. platensis kiiltiirtinde 100 ppm
hari¢ tiim konsantrasyonlarda (200, 300, 400, 500 ve 600 ppm) SOD aktivitesinde
azalma goriilse de 500 ppm konsantrasyondaki azalma istatistiki olarak kontrole gore
farkli degildir. Scandalios (1993), fotosentetik hiicrelerde, siiper oksitin (O?) esas
olarak solunum sirasinda ve fotosentez sirasinda iiretildigini bildirmistir. Stiper oksit
radikalini hidrojen peroksite (H202) pargalayan reaksiyonu SOD enzimi
katalizlemektedir (Abouzari ve Fakheri, 2015). Fujita ve ark. (2009), Euglena iizerinde
yapmis olduklart bir caligmada antioksidan biyosentezinin, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) olusumuna neden olan ytiksek 151k yogunlugu ve tuz gibi bir¢ok cevresel stres
tarafindan desteklendigini bildirmistir. Klorofil tarafindan absorbe edilen 151k esas
olarak hiicre biiyiimesi i¢in (fotosentez yoluyla) kullanilmasina ragmen, ayni zamanda
fotoinhibisyona yol agan ROS olugmasina neden olmaktadir. Bu nedenledir ki SOD
aktivitesinin stres kosullarinda genellikle artan bir grafik olusturdugu bilinmektedir
(Allen, 1995). Okaryotik tek hiicreli bir alg olan Chlorella vulgaris iizerinde bakir (Cu)
ile yapilan stres ¢alismasinda, Piotrowska-Niczyporuk ve ark. (2012), SOD enzim
aktivitesinin arttigin1 bildirmislerdir. Yapilan baska bir Cu stres calismasinda da
Scenedesmus bijugatus alginde, Nagalakshmi ve Prasad (2001), SOD aktivitesinde
artis gozlendigini bildirmislerdir. Tetraselmis gracilis alginde kadmiyum (Cd) agir
metalinin antioksidan enzim sistemi tizerine etkilerini arastiran Okamoto ve ark.
(1996), SOD enzim aktivitesinin artan Cd konsantrasyonlarina bagli olarak arttigini
bildirmislerdir. Fakat literatirde yukaridaki stres cevaplarinin tersinin gorildiigi
calismalarda mevcuttur. Buradaki farkliliklar, ¢alisilan maddelerin hiicredeki farkli
yap1 ve molekiillere kars1 afinitesinden kaynaklanmaktadir. Chen ve ark. (2017), tek
hiicreli Dunaliella tertiolecta algi iizerinde yaptiklar1 ¢aligmada, biitil paraben (BP),
sodyum diasetat (SDA) ve potasyum sorbatin (PS) olas1 toksisitelerini test etmislerdir.

Sonuglara gore ii¢ gida koruyucu maddesi de algin klorofil ve karotenoid igeriginde,
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stiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (KAT) aktivitelerinde 6nemli bir azalmaya
sebebiyet vermistir. Ayrica ¢alismada BP, SDA ve PS'nin hafif alkali kosullar altinda
D. tertiolecta'ya kars1 diisiik toksisiteye sahip oldugu, asidik kosullar altinda ise
SDA'nin orta diizeyde toksisiteye sahip oldugu ve PS'min yiiksek toksisiteye sahip
oldugu gosterilmistir. Bu duruma paralel olarak bizim c¢alismamizda 100 ppm
konsantrasyondaki pH degerinin (pH = 10.62) kontrol grubuna (pH = 11.03) en yakin
pH degeri oldugundan istatistiki olmasa da bir artisin oldugunu belirtebiliriz.
Calismamizda uyguladigimiz yiliksek konsantrasyonlardaki oOlgiilen diisiik pH
degerleri ortamin asiditesinin arttigina ve yukaridaki agiklanan ¢aligmadaki gibi
potasyum sorbatin toksisitesinin artmasina igaret edebilir. Bu sebeple azalan pH
degerleri SOD aktivitesindeki azalmalara neden olmus olabilir. Yiiksek potasyum
sorbat konsantrasyonlarinin muamelesi sonucunda SOD aktivitesindeki azalmanin
nedenlerine ek olarak literatiirdeki ¢alismalarda, insan kan lenfositlerinde kromozomal
anormalliklere, insan periferik kan lenfositlerinde in vitro olarak genotoksik veya
mutajenik etkilere neden oldugu ve si¢an hepatosit hiicresine ve zarina zarar verdigi
bildirilmistir (Furia, 1972; Fisher, 1980; Mamur ve ark., 2010). Ayrica potasyum
sorbatin insan lenfositleri tizerindeki sitotoksik, mutajenik ve klastojenik etkileri in
vitro olarak ¢alisilmis ve kansere neden olabilecegi sonucuna varilmistir (Tiirkoglu,
2007; Soares ve ark., 2015). Bagka yapilan ¢aligmalarda, potasyum sorbatin insan
viicudundaki metabolizmasi sonucu DNA ile reaksiyona giren ve DNA hasarina neden
olan aktif bilesiklere ayrisabilecegi bildirilmistir (Dolatabadi ve Kashanian, 2010;
Mpountoukas ve ark., 2008). Cesitli arastirma sonugclari, insanlarda artan potasyum
sorbat aliminin (> 25 mg/kg), mutajenik bilesikler {ireterek ve kromozom
aberasyonlarini, kardes kromatid degisimini, DNA kirilmasini indiikleyerek sitotoksik
ve genotoksik etkilere yol acgabilecegini gostermistir (Dehghan ve ark., 2018).
Yukaridaki deginilen literatiir bilgileri 1s18inda, yapmis oldugumuz c¢alismadaki
yuksek konsantrasyonlardaki azalan SOD enzim aktivitesinin nedeninin 4. platensis
alginin genetik materyalinde olusturdugu muhtemel hasardan kaynakladigini

sOyleyebiliriz.

Yapmis oldugumuz c¢alismada APOD aktivitesinde potasyum sorbat bilesiginin
kontrole gore anlamli bir farklilik olusturmadigi goriilmektedir. Bununla birlikte
kontrole gore tiim dozlarda aktivitede bir azalma goriilmiistiir. APOD ve GR enzimleri

hiicrenin redoksunu koruyan antioksidan savunma sisteminde yer alan enzimlerdir. Bu
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durumu Oncelikli olarak hiicrede tiretilen H202'yi temizleyerek gergeklestirirler
(Asada, 1992; Verma ve Dubey, 2003). APOD aktivitesinin aksine, ¢alismamizda GR
enzim aktivitesinin 100 ppm hari¢ diger tim konsantrasyonlarda anlamli azalma
gosterdigi tespit edilmistir. Bir kimyasal bilesigin, yiiksek konsantrasyonlarinda ilk
olarak GSH havuzu etkileneceginden GR enzim aktivitesinde azalma goriilebilir. Bu
durumun rediikte glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG) doniisiimiiniin
baskilanmasiyla gergeklestigi diistiniilmektedir (Galhano ve ark., 2010). Ulva fasciata
alginde Cd agir metalinin antioksidan savunma sistemi iizerine etkilerini aragtiran Wu
ve Lee (2008), artan Cd konsantrasyonuyla paralel olarak GSH ile GSSG miktarlarinin
azalma gosterdigini bildirmislerdir. Bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) agir metallerinin
Scenedesmus sp. alginin antioksidan savunma sistemi lizerindeki etkilerini arastiran
Tripathi ve ark. (2006), GR enzim aktivitesinde, iki metalinde artan konsantrasyonlara
bagli olarak azalma oldugunu belirtmislerdir. Suda yiiksek oranda ¢ozlinme
ozelliginden dolay1 sucul alanlarda yagayan organizmalar i¢in toksik etkiye neden olan
kadmiyum kloriir tuzu (CdCl,) ile yapilan bir stres ¢alismasinda, Liu ve Pang (2010),
Grateloupia turuturu ve Palmaria palmata alglerinde GR enzim aktivitesinde azalma
gozlemlediklerini belirtmislerdir. Bu ¢alismalara benzer sekilde bizim ¢alismamizda
da GR aktivitesinin tiim yiiksek konsantrasyonlarda azalma gostermesi GSH

havuzunun etkilendigine isaret etmektedir.

Bu calismada potasyum sorbat uygulanan tiim konsantrasyonlarda A. platensis
kiiltiirlerinin MDA miktarlarinda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir degisim
goriilmemistir. Oryza sativa bitkisi tlizerinde tuz stresi ¢alismasi yapan Lin ve Kao
(2000), MDA miktarinda degisim olmadigin1 belirterek bu durumu antioksidan
savunma sistemi iiyelerinin aktivitelerindeki degisimle aciklamislardir. Yapilan bagka
bir ¢aligmada ise 4. platensis algi lizerinde bentagran herbisitinin antioksidan savunma
sistemi iizerine etkileri arastirilmis olup, bu calismada da MDA miktarinda bir degisim

gbzlenmemistir (Er, 2019).

Calismamizda A. platensis kiiltiirlerinde potasyum sorbat bilesiginin uygulanan tiim
konsantrasyonlarda H>O: miktarinda istatistiki olarak anlamli farkliliga neden
olmadig1 tespit edilmistir. Yapilan bir ¢alismada, Anabaena cylindrica algine bentazon
uygulanmis ve GR, KAT ve APOD enzimlerinin H>O> miktarmi azalttigi rapor
edilmistir (Galhano ve ark., 2010). Aslinda APOD enziminin hiicrelerde H>O»

birikimini engelleyen en 6nemli enzim oldugu bilinmektedir (Asada, 1992). Bizim
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calismamizda APOD enziminde ve H»O; miktarinda istatistiksel bir farkliligin

gozlenmemesi KAT enzim aktivitesinin 6ne ¢iktigini gosterebilir.

Yapmis oldugumuz ¢alisma sonuglarina goére 100, 200, 300, 400 ve 600 ppm
konsantrasyonlarinda potasyum sorbatin etkisine maruz birakilan A. platensis
kiiltiirlerinin serbest prolin miktar1 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir artma
gosterirken; 500 ppm konsantrasyonlarinda potasyum sorbat bilesigi etkisine maruz
birakilan A. platensis kiiltlirlerinin serbest prolin miktar1 kontrole gore istatistiksel

olarak anlamli bir azalma gostermistir.

Literatiirde genellikle, stres kosullarinda serbest prolin miktarinin arttigindan
bahsedilmektedir. Bunun nedenleri, hiicrede stres kosullarinda reaktif oksijen
tirlerinin olusumunun engellenmesi, osmotik diizenleme, enzimleri korunmasi,
organellerin stabilizasyonunun saglamasi ve sitozolik pH’imn diizenlenmesi gibi
olaylarda gorev almasindan kaynaklanmaktadir (Venekamp, 1989; Nikolopoulos ve
Manetas, 1991; AliaSaradhi, 1993; Delauney ve Verma, 1993). C. vulgaris algi
tizerinde yapilan bir ¢alismada yiiksek Cu konsantrasyonlarinda hiicre i¢i metal
birikimden kaynakli serbest prolin miktarinda da artma goézlendigi bildirilmistir
(Mehta ve Gaur, 1999). Fakat bizim g¢alismamizda 500 ppm konsantrasyonunda
oldugu gibi literatiirde serbest prolin miktarinin azaldigini bildirilen c¢alismalar
mevcuttur. Yapilan bir ¢alismada, sodyum siilfit (Na2SO3) uygulanan Trebouxia sp.
alginde serbest prolin miktarinin azaldigi belirtilmistir. Ewald ve Schlee (1983),
yaptiklar1 ¢alismada prolin miktarinin azalmasi sonuglarini stres kosullar1 nedeniyle
prolin sentezinin herhangi bir agamasinda inhibe edilmis olabilecegi durumu ile
aciklamiglardir. Bagka bir neden ise, serbest prolin miktarindaki azaligin, bir amino asit
olan bu molekiiliin serbest radikaller tarafindan kullanilmis olacagi olasilig ile

agiklanabilir.

Calismamizda A. platensis’e uygulanan potasyum sorbat maddesine verilen
antioksidan cevaplar incelenmistir. Ortaya ¢ikan sonuglarda potasyum sorbatin A.
platensis alginin gelisimi lizerine olumsuz etki ettigi saptanmis, toksik etkileriyle ilgili
ipuclar elde edilmistir. Ortaya ¢ikan reaktif oksijen tiirleri ve hiicrelerde goriilen diger
cevaplar potasyum sorbatin hiicre icerisindeki metabolik dengeyi etkilediginin bir
kanit1 olarak degerlendirilebilir. Gida ve ilag sektoriinde fazlaca kullanilan ve kullanim
miktarlart giinden giine artan gida katki maddelerinin kontrol altinda tutulmasinin

gerekliligi bir kez daha ortaya ¢ikmistir. Giin gectikge azalan gida kaynaklariin raf
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stirelerinin uzatilmasi, tat ve koku kalitesinin artirilmasi, sivi formdaki ilaglarin
kontaminasyona karst korunmasi gibi insanlik adina bir¢ok kritik noktada kullanimi
gergeklestirilen bu maddelerin tiiketiminin ve sonunda olusan atik takibinin

yapilmasinin son derece gerekli oldugu bir kez daha ortaya ¢ikmustir.

Gida katki maddeleri ve Ozellikle de potasyum sorbat bilesiginin neden oldugu
cevresel kirlenmelerin tespitinde ¢esitli yliksek yapiya sahip organizmalara kiyasla bu
kii¢iik organizmalarin kullaniminin hizli ve glivenilir gostergeler olarak daha sonraki

caligmalara da 151k tutabilecegi diisiiniilmektedir.
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