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Oz Titanyum dioksit nanopartikiilleri (TiO2 NP) elektronik malzemeler, paketleme, yiyecek
endiistrisi ve kozmetik {iriinler basta olmak iizere yaygin kullanima sahip nanopartikiillerdir. Bu
yaygin kullamim sonucu dogaya daha yiiksek diizeylerde salinmalari, 6zellikle su organizmalari
i¢in tehlike olusturmaktadir. Bu aragtirmada TiO2NP’nin 25 ve 50 mg/L derigimlerinin 24, 48 ve

*: https://orcid.org/0000-0001-7306-0539
: https://orcid.org/0000-0002-1496-1932

*Sorumlu yazarin: 96 saatlik siirelerle etkisinde C. carpio’da serum glikoz, total protein ve kolesterol diizeyleri ile
g&‘;&?ﬁi:gﬁﬂg?ﬁlsi Fen-Edebiyat serum AST, ALT ve ALP enzim aktivitelerinin belirlenmesi amaglanmistir. Belirlenen siire ve
Fakiltesi, Biyoloji Bolimi, derigimlerde TiO2 NP etkisinde baliklarda mortalite gozlenmemistir. TiO2 NP etkisinde serum
(b TS e ) glikoz diizeyi her iki derisimde de 48 ve 96 saatlik etki siiresinde kontrole oranla 6nemli diizeyde
DX: mustafa_tuncsoy@hotmail.com . ; . . . N . o

Cep telefonu : +90 (539) 815 28 28 artig gosterirken, serum total protein ve kolesterol diizeyinde tiim siire ve derisimlerde kontrole
Telefon : +90 (322) 338 60 60 S i 5l lile on ot : el

s . 180 (322) 338 60 70 oranla herhangi bir degisiklik gdzlenmemistir. Serum AST, ALT ve ALP enzim aktivitesi ise her

iki derisimde de 96 saatlik etki siiresinde kontrole oranla 6nemli diizeyde artis gostermistir.

Anahtar kelimeler: C. carpio, nanopartikiil, serum parametreleri, titanyum dioksit.

Acute Toxicity of Titanium Dioxide Nanoparticles on Some Serum Parameters and
Enzyme Activities of Cyprinus carpio

Abstract: Titanium dioxide nanoparticles (TiOz2 NPs) are widely used in industries for
electronics, packaging, food, and cosmetics. Due to their extensive usage of these NPs pose a
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et al.,, 2018; Mutlu et al., 2018; Abdhel-Khalek vd., 2020).

Son yillarda sanayideki hizli gelisim ve niifus Metaller, atmosferik birikim, jeolojik erozyon gibi dogal

artis1 su ortamlarmin agir metaller gibi cesitli kirleticiler yollarla ya da kanalizasyon desarji, endiistriyel ve tarimsal
tarafindan kirletilmesine neden olmaktadir (Wang vd., faaliyetler gibi antropojenik kaynaklar yoluyla su ortamina
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girmekte ve dogal derisimlerinin asilmasiyla fiziksel,
kimyasal ve biyolojik kirlilige neden olarak, ¢evre ve insan
saghigina onemli tehlike olusturmaktadir (Bo vd., 2015;
Palma vd., 2015).

Nanomateryaller yiizey alanlarinin genis olmasi
ve yiiksek reaksiyon aktiviteleri son yillarda oldukc¢a
dikkat ¢ekmektedir. Nanoteknolojinin hizli  gelisim
gostermesi  sonucu ¢esitli boyut ve ¢aplardaki bu
nanomateryaller ticari ve endiistriyel alanlarda siklikla
kullaniimaktadir (Amelia vd., 2012; Tang vd., 2012).
Nanopartikiiller su ortaminda daha dengeli olmalari, daha
kiiciik olan boyutlar1 ve spesifik ylizey alanlarinin daha
biiyiikk olmalar1 nedeniyle biiyiik kiitleli metallere oranla
daha hizli reaksiyona girmektedirler (Al-Baurity vd. 2013).
Bu gibi fiziksel ve kimyasal ozelliklerine bagh olarak
endiistrideki kullanimlart ilk kullanimlart olan 2000
yilindan giinimiize yiiksek bir ivme ile artmaktadir.
Ancak, bu artis dogaya daha yliksek diizeylerde salinmalar
ile sonlandigindan 6zellikle su organizmalari igin tehlike
olusturmaktadir.

Titanyum dioksit nanopartikiilleri elektronik
malzemeler, paketleme, yiyecek endiistrisi ve kozmetik
triinler basta olmak iizere yaygin kullanima sahip
nanopartikiillerdir. Beyaz pigmentler olmalar1 nedeniyle
sekerleme, sakiz, deodorantlar, sampuanlar, dus jelleri, dis
macunlart ve giines koruyucular gibi yiyecek ve kisisel
bakim  driinlerinde  ¢ok  yogun  bir  sekilde
kullanilmaktadirlar (Weir vd., 2012).

Omurgali hayvanlarin kaninda ¢ok sayida enzim,
besin maddesi, metabolitler, hormonlar, iyonlar ve atik
triinler bulunmaktadir. Ayrica metallerin organizmaya
alindiktan sonra depolama, detoksifikasyon ve atilimin
yapilacagr i¢ organlara taginmast da kan yoluyla
olmaktadir. Kan  analizlerinde  hematolojik  ve
biyokimyasal parametreler yaygin olarak uygulanmakla
birlikte, bu parametreler baliklardaki fizyolojik
degisikliklerin izlenmesi i¢in uygun gostergelerdir.

Aragtirmada materyal olarak kullanilan ve protein
kaynagi olarak tiiketilen C. carpio hastaliklara ve sicaklik
degisimlerine karst direngli olmalari, yumurta agilim
stirelerinin kisa ve kiiltiir kosullarinda biiyiimelerinin hizl
olmasit nedeniyle yetistiriciligi yaygin bir sekilde
yapilmaktadir.

Su ekosistemlerine giren agir metallerin akut veya
kronik etkisi baliklarin doku ve organlarinda birikimin yan1
sira, serumdaki biyokimyasal parametreleri de etkileyerek
metabolik ve fizyolojik olaylarda degisime neden
olmaktadir. Bu amagla bu arastirmada titanyum dioksit
nanopartikiillerinin 25 ve 50 mg/L derisimlerinin 24, 48 ve
96 saatlik siireyle etkisinde serum glikoz, total protein ve
kolesterol diizeyleri ile AST, ALT ve ALP enzim
aktivitelerinin belirlenmesi amaglanmustir.
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MATERYAL ve METOT

Arastirmada materyal olarak kullanilan C. carpio
bireyleri Adana DSI iiretim havuzlarindan almarak
deneylerin yiiriitildiigi kontrolli ortam sartlarmdaki
Cukurova Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii  Ekotoksikoloji Laboratuvari’na  getirilmistir.
Baliklar, her biri 40x120x40 cm boyutlarinda, igerisinde
120 L gesme suyu bulunan stok akvaryumlar igerisinde 2
ay siireyle tutularak laboratuvar ortam kosullarina
adaptasyonlar1 saglanmigtir. Bu siire sonunda deneyde
kullanilan baliklar 19,50 + 1,70 cm boy ve 105,0 = 10,90 g
agirliga ulasmiglardir.

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

Deneyde 40x120x40 cm boyutlarinda toplam 3
tane cam akvaryum kullanilmig olup her birine 120 L
dinlendirilmis metal icermeyen ¢esme suyu konulmustur.
Her bir akvaryuma 9 balik konulmus, toplamda 27 balik
kullanilmustir. Tlk 2 akvaryuma son derisimleri sirast ile 25
ve 50 ppm Ti/L olacak sekilde TiO, NP, igiinci
akvaryuma ise metal igermeyen dinlenmis ¢esme suyu
konulup kontrol grubu olarak degerlendirilmistir. Deney
cozeltilerinin ~ hazirlanmasinda  titanyum  dioksit
nanopartikiili (P25 Degussa) kullanilmistir. Deneyler
sliresince ortam suyunun bazi fiziksel ve kimyasal
ozellikleri asagida gosterilmistir.

Sicaklik (Akvaryum): 23 +0,5°C
Coziinmiis oksijen: 7,0 + 0,3 mg/L
pH:8,2+0,3

Toplam alkalinite: 315 + 0,5 mg CaCOs/L

Deneyler ii¢ tekrarli olarak yiiriitiilmiis olup her
tekrarda bir balik olacak sekilde kullanilmistir. Deney
sliresince deney ¢ozeltisi her giin taze olarak hazirlanan
1000 ppm stok c¢ozeltiden uygun seyreltmeler yapilarak
degistirilmistir. Cozeltiler akvaryumlara eklenmeden
hemen once 15 dakika siireyle ultrasonik banyoda
sonikasyona birakilmistir. 24, 48 ve 96 saatlik etki siireleri
sonunda baliklar ¢ikarilmistir.

Titanyum dioksit
karakterizasyonuna ait veriler
goriintiisii Sekil 1°de gosterilmistir.

nanopartikiiliiniin
asagida olup, TEM

Partikiil boyut dagilimi: 28,82 nm + 11,07 nm
Yoguniuk: 4,3384 +0,0057 g/cm?
Spesifik yiizey alani: 46,45 2,32 m?/g
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Sekil 1. TiO2 NP’nin Transmisyon elektron mikroskobu
gorlintiisii.
Figure 1. Transmission electron microscope image of TiO2 NP.

Serum parametrelerin incelenmesinde kullanilan
kan 6rnekleri her bir denegin kaudal pedinkiiliiniin vertikal
dogrultuda kesilmesi yolu ile elde edilmistir. Alinan kan
ornekleri igerisinde herhangi bir antikoagiilant madde
bulunmayan santrifiij tiiplerine aktarilarak 4000
dev/dak.’da 10 dakika siireyle santrifiij edilmis ve serum
ornekleri elde edilmistir. Elde edilen serum Ornekleri
serum tiiplerine aktarilarak analize hazir hale getirilmis ve
serum parametrelerinin analizinde Beckman Coulter DXI
800 ve DXC 800 marka otoanalizator cihazi kullanilmigtir.

Deneylerden elde edilen verilerin istatistik
analizleri SPSS 21 Paket Programi kullanilarak Varyans
Analizi ve Student-Newman Keul’s Test (SNK) testleri
uygulanarak yapilmistir

BULGULAR VE TARTISMA

Glikoz, total protein ve kolesterol gibi serum
parametreleri, hayvanlarin saglik durumlarini belirlemek
icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Metal etkisinde kalma
gibi cevresel stres faktorleri, belirtilen parametrelerin bir
ya da daha fazlasinda degisiklige neden olmaktadir (Yang
& Chen, 2003; McDonald & Grosell, 2006). Glikoz, stres
metabolitlerine karsi dokularin gereksinim duydugu acil
enerjiyi karsilamaktadir. Bir stres hormonu olan kortizoliin
baliklarda  glukoneojenez ve glikojenoliz  yoluyla
glikojenden glikoz iretimini artirdig1 ve bu yolla plazma
glikoz diizeyinde artiglara neden oldugu bilinmektedir
(Javed & Usmani, 2015). Total protein ve kolesterol
organizmadaki beslenme durumunun belirtegleridir (Yang
& Chen, 2003). Serum total proteini karacigerde
sentezlenen temel serum proteinleri olup karaciger
hasarinin bir belirteci olarak ifade edilmektedir. Kolesterol
akut ve kronik stres etkisindeki baliklarda gevresel stres
yapicilarin etkilerini degerlendirmek amaciyla
kullanilmaktadir (Wedemeyer & McLeay, 1981).

Yapilan  birgok  c¢aligmada,  hematolojik
parametrelerin, baliklarin g¢evresel stres faktorlerine ve
kirleticilerin varligina verdikleri fizyolojik tepkiler
hakkinda 6nemli bilgiler saglayabilecegi (Li vd., 2011) ve
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balik kanindaki birgok biyokimyasal parametrenin agir
metal toksisitesinin bir gdstergesi olarak kullanilabilecegi
ileri siiriilmistir (Firat & Kargmn, 2010). Kan glikoz
diizeyindeki artis, stres durumuyla karsilasan hayvanlarda
sik¢a goriilen bir durumdur ve bu gibi durumlarda ortaya
cikan katekolamin ve kortikosteroid gibi hormonlarin
salgilanmasinin ana etkilerinden biridir (Brown, 1993).
Kan glikoz diizeyindeki artis, artan adrenokortikotropik ve
glukagon hormonlar1 ve/veya azalmisg insiilin aktivitesinin
aracilik ettigi, karaciger glikojeninin pargalanmasindaki
artigin yol actigr bozulmus karbonhidrat metabolizmasini
gostermektedir (Raja vd., 1992). Cicik ve Engin, (2005)
tarafindan stres altindaki baliklarda artmis serum glikoz
seviyeleri bildirilmistir. Serum total protein diizeyi suda
yasayan organizmalarda ksenobiyotik kaynakli stresin
onemli bir gostergesidir (Singh & Sharma, 1998). Serum
total proteini yani karacigerde sentezlenen serum proteini,
karaciger  yetmezliginin  bir  goOstergesi  olarak
kullanilmaktadir (Yang & Chen, 2003). Kolesterol, hiicre
membranlarinin yapisinda, safra ve steroid hormonlarmin
sentezinde kullanilan ve baliklarda gelisme, eseysel
olgunluga ulasma ve fiireme icin gerekli bir yapi
elemanidir. Kolesteroliin yaklasik % 80" karaciger
tarafindan  {retilmektedir = (Hasheesh vd., 2011).
Kolesteroliin sentezinde ve salgilanmasinda en onemli
organ karacigerdir, dolayisiyla karacigerde meydana
gelebilecek herhangi bir hasar kolesterol diizeyinde
degisikliklere neden olmaktadir. Kolesterol lipoprotein
metabolizmasin1  ve lipit diizenlemektedir
(Dietschy vd., 1993).

Yapilan bircok c¢alismada stres kosullarinda
serum glikoz diizeyinde artis meydan geldigi belirtilmistir
(lwama vd., 1999; Cicik & Engin, 2005; Ramesh, 2007
Tungsoy, 2019). Serum total protein diizeyinin
belirlenmesi  karaciger hasarinin indikatdrii  olarak
kullanilmakla birlikte baliklarin beslenme durumlariyla
ilgili bir parametredir ve ksenobiyotik kaynakli stresin bir
belirteci olarak kullanilmaktadir (Schaperclaus vd., 1992;
Yang & Chen, 2003). Yapilan ¢alismalarda genellikle uzun
stireli metal etkisinin serum total protein (Singh & Reddy,
1990; Pretto vd., 2014; Zaghloul vd., 2006) ve kolesterol
(Dutta & Haghighi, 1986; Shaheen & Akhtar, 2012;
Heydarnejad vd., 2013) diizeyini diistirdiigii belirtilmistir.
C. carpio ile yiiriitillen bu arastirmada TiO, NP etkisinde
serum glikoz diizeyi her iki derisimde de 48 ve 96 saatlik
etki siliresinde kontrole oranla oOnemli diizeyde artis
gosterirken (Sekil 2; P<0,05), serum total protein ve
kolesterol diizeyinde tiim siire ve derisimlerde kontrole
oranla herhangi bir degisiklik gézlenmemistir (Sekil 2;
P>0,05). Serum glikoz diizeyindeki bu artis metal etkisinin
yarattigi  stres nedeniyle enerji  gereksiniminin
glikojenlizisin artmast sonucunda olusan glikozdan
saglamas1 ile agiklanabilir. Serum total protein ve

tretimini
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kolesterol diizeyinde degisimin olmamasi siirenin kisa ve
derisimin diisiik olmasi ve stres kaynakli gereken enerji
gereksiniminin glikozdan saglanmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir.

140
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Sekil 2. TiO2 NP’nin etkisinde C. carpio’da serum glikoz, total

protein ve kolesterol diizeyleri.

SNK; a ve b ile gosterilen harfler derisimler arasi ayrimi gostermek amaciyla
kullamlmistir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05
diizeyinde istatistik ayrim vardir.

Figure 2. Impacts of TiOz2 NPs on serum glucose, total protein

and cholesterol levels of C. carpio.
*=SNK; Letters a and b show differences between concentrations. Data shown with
different letters are significant at the P<0.05 level.

Alkali fosfataz (ALP), alanin transaminaz (ALT)
ve aspartat transaminaz (AST) gibi serum enzimleri yogun
olarak karacigerde bulunmaktadir ve hayvan tiirlerinin
saglik durumlarinin belirlenmesinde kullanilan 6nemli
serum parametreleri olarak kabul edilmektedir. ALP,
alkalik pH degerinde bir transfosforilaz gorevi yapan ve
suda yasayan hayvanlarin iskelet mineralizasyonunda
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6nemli rol oynayan ¢ok islevli bir enzimdir (Lan vd., 1995;
Zikic vd., 2001). Buna ¢k olarak, iki Onemli
aminotransferaz olan, AST ve ALT, protein ve amino asit
metabolizmasinda yer alan en énemli enzimlerdir (Folmar,
1993). Bu enzimlerin kan serum diizeyleri, karaciger
hiicrelerinin  ugradigi yikim diizeyini gostermektedir.
Normal kosullarda, bu enzimlerinin kan serum diizeyleri
distiktiir, ancak karaciger dokularinda yikim olmussa, kan
dolagimina daha fazla salinmakta ve bdylece kan serum
diizeyleri yiikselmektedir. Dolayisiyla bu enzimlerin
aktivitelerindeki artis veya azalis doku yikiminin, ¢evresel

stresin veya  hastaliklarm gOstergesi olarak
kullanilmaktadir (Kori-Siakpere vd., 2012).
Federici  vd., (2007) titanyum  dioksit

nanopartikiillerinin 0,1, 0,5 ve 1 mg/L’lik derisimlerinin 14
giinliik stireyle etkisinde O. mykiss’in dokularindaki
birikim diizeylerini tespit etmisler ve karaciger dokusunda
tim derisimlerde Ti birikiminde artis gozlenirken,
solungag ve kas dokusunda tiim derisimlerde herhangi bir
degisim olmadigmi belirtmislerdir. Mansouri vd., (2016)
TiO; nanopartikiliinin 10 mg/L derisiminin 4 giinlik
siireyle etkisinde C. carpio’nun solunga¢ ve karaciger
dokusunda histopatolojik anomaliye neden oldugunu
belirtmislerdir. Hao vd., (2009) TiO2, NP’nin 10 mg/L’lik
derigimlerinin 8 giinliik siireyle etkisinde C. carpio’da
solungag, karaciger ve beyin dokusundaki SOD ve CAT
enzim aktivitesini incelemisler ve bu enzimlerin karaciger
dokusundaki aktivitesinin diger dokulara oranla daha
yikksek oldugunu belirtmislerdir. Wu vd., (2003) stres
faktorlerinin etkisinde Epinephelus areolatus ‘da serum
AST ve ALT diizeyinin artis gosterdigini ve bunu da
karaciger hasarindan kaynaklandigmi belirtmislerdir.
Metal etkisinde dokulardaki fizyolojik degisikliklerden
dolay1 serum ALP aktivitesinin artig gosterdigi
belirtilmistir (Jiraungkoorskul vd., 2003). Kaviani vd.,
(2018) Salmo trutta caspius’da TiO, NP’nin akut etkisinde
ALP aktvitesinin artis gosterdigini belirtmislerdir. C.
carpio ile yiriitillen bu aragtirmada TiO, NP etkisinde
serum AST, ALT ve ALP enzim aktivitesi her iki
derisimde de 96 saatlik etki siiresinde kontrole oranla
6nemli diizeyde artig géstermistir (Sekil 3; P<0,05). Serum
enzim aktivitelerindeki bu degisimlerin metal etkisinin
karaciger, bobrek ve solunga¢ gibi dokularda meydana
gelen hasarlardan dolayr serumdaki diizeyinin arttig
distiniilmektedir.

Sonug olarak incelenen metalin etkisinde anilan
incelenen parametrelerin degisikliklere neden
olmasi, baliklarda meydana gelen degisikliklerin hizl1 bir
sekilde tespit edilmesine ve bu parametrelerin kirlilik
belirteci olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

tirde



Tungsoy & Duran, 5(4), 704-710, (2020)

N
w
(=]

200 4]

AST Aktivitesi (U/L)
1]
[
o

190 44

24 48
Siire (Saat)
OKontrol B25mg/LTiNPs EB50mg/LTi NPs

16 A
E 14 4
S 12 -
7 10 4
s
= 34
]
< 61
5 ]
2
0 .
24 418 96
Siire (Saat)
OKontrol @25 mg/L Ti NPs B50mg/LTi NPs
80 1
70 1
= 60
~
2 50 -
‘g 40
,E a d
= 30 4
£ a a
< 20 4 —
g A o
< 10 1
0

a8
Sire (Saat)

OKontrol EB25mg/LTiNPs E50mg/L Ti NPs

Sekil 3. TiOz2 NP’nin etkisinde C. carpio’da serum serum AST,
ALT ve ALP enzim aktiviteleri.

*SNK; a, b ve c ile gosterilen harfler derigsimler aras1 ayrimi gostermek amaciyla
kullanilmustir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistik
ayrim vardir.

Figure 3. Impacts of TiO2 NPs on serum AST, ALT and ALP

enzyme activities of C. carpio.
*=SNK; Letters a, b and ¢ show differences between concentrations. Data shown
with different letters are significant at the P<0.05 level.
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