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Bu aragtirmada, subletal kursun (Pb) derisiminin Nil tilapyas1 (Oreochromis
niloticus)’nda antioksidan enzim sistemi {izerine etkilerine karsi, yeme katilan humik
maddenin koruyucu etkisi incelenmistir. Bu amagla 1,5 mg/L kursun nitrat Pb(NO3)2
ortam derisimi etkisindeki baliklar, %0,2 oraninda humik madde katkis1 bulunan yem ile
beslenmislerdir. Kontrol grubu, humik madde (HM), Pb, ve Pb+HM grublarini i¢eren bu
calismada 4. ve 10. giinlerde karaciger doku ornekleri alinmigtir. Karaciger dokusu
katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktiviteleri ve lipid peroksidasyon
iirlinii olan malondealdehit (MDA) seviyesi, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, subletal
kursun derisimi uygulanan grupta 4. ve 10. giinlerde dnemli oranda arttig1 belirlenmistir.
Pb grubu ile HM+Pb grubu karsilastirildiginda, CAT ve SOD aktivitesinde 6nemli bir
degisime neden olmadigi, ancak humik madde uygulamasinin karaciger dokusu lipid
peroksidasyonu {izerine Pb toksisitesinin etkisini azalttigi belirlenmigtir. Deneme
sonuglarina gore, yeme ilave edilen %0,2 humik madde, 1,5 mg/L Pb ortam derisiminin,
O. niloticus karaciger dokusu lipid peroksidasyon {izerindeki toksisitesini belirli diizeyde
azalttig1 belirlenmistir.
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In this study, the protective effect of humic substance in the fish feed was investigated
against the effects of subletal lead (Pb) concentration on the antioxidant enzyme system
in Oreochromis niloticus. For this purpose, the fish which were affected by 1.5 mg/L lead
nitrate Pb(NOs)2 medium concentration were fed with feed containing 0.2% of humic
substance. Liver samples were taken at 4th and 10th days in this study, which included
control group, humic substance (HM), Pb, and Pb + HM groups. The enzyme activity of
liver tissue catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) of O. niloticus and the level
of malondialdehyde (MDA), a product of lipid peroxidation, increased significantly at 4th
and 10th days in the group with subletal lead concentration compared with the control
group. Compared with Pb and HM+Pb groups, it was determined that humic substance
application decreased Pb toxicity on lipid peroxidation of liver tissue and did not cause a
significant change in CAT and SOD activity. According to the results of the experiment,
0.2% humic substance added to the feed reduced toxicity of subletal Pb concentration on
liver tissue lipid peroxidation.
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Giris

Kursun (Pb), dogal olarak bulunabilen bir element
olup hava, toprak ve su ortamlarinda ¢ok ¢abuk yayilma
ozelligine sahip olan yaygin bir g¢evresel kirleticidir
(Farmand ve ark., 2005). Sucul ortama; madencilik,
komiir yataklarindan, kaucuk sanayinden, benzin katki
maddesi olarak, pil ve boya sanayinin atiklari ile sisteme
dahil olmaktadir. Yapilan arastirmalar ile kursun
maruziyetinin baliklarda biyokimyasal ve fizyolojik
bozukluklara ve serbest radikaller ile reaktif oksijen
tiirleri (ROT) tarafindan olusturulan oksidatif strese neden
oldugu saptanmustir (Ates ve ark., 2008; Flora ve ark.,
2012).

Hiicrelerdeki ve hiicre dis1 viicut sivilarindaki ROT
seviyeleri, enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlarin
etkisiyle kontrol edilir. Katalaz (CAT), siiperoksit
dismutaz (SOD), serbest radikalleri yok etme yeteneginde
olan enzimatik antioksidan savunma sistemi (ASS)
elemanlarindandir (Van der Oost ve ark., 2003). Diger
omurgalilarda oldugu gibi baliklar da enzimatik ve
enzimatik olmayan ASS’ne sahiptirler (Trenzado ve ark.,
2006). Antioksidan enzimlerin aktiviteleri ve antioksidan
maddelerin seviyeleri, stres de dahil olmak {izere gesitli
fizyolojik veya patolojik kosullarla iligkili bulunmustur.
Stresin bir dizi biyokimyasal, fizyolojik ve davranmigsal
degisiklige yol ac¢tigt ve bodylece normal viicut
homeostazini degistirdigi iyi bilinmektedir (Tsigos ve
ark., 2016). Lipid peroksidasyon (LPO), ¢ok iyi
tanimlanmis bir hiicresel hasar mekanizmasi olup doku ve
hiicrelerde  oksidatif stresin  bir belirteci olarak
kullanilmaktadir.  Lipid  peroksidasyon iiriinlerinin
seviyelerinin artmasi, insan ve diger omurgalilarda cesitli
kronik hastaliklarla iliskilendirilmistir (Ramana ve ark.,
2017).

Su iiriinleri yetistiriciliginde en Onemli sorunlardan
kabul edilen stres ve hastalik unsurlarinin etkisinin
azaltilmast ya da olusumunun engellenmesi ve bunun
yaninda biiylime performansina olumlu tesir gostererek
verimin  artirilmasini  saglamak i¢in yem  katki
maddelerinin  kullanimi giiniimiizde 6nem kazanmistir
(Yilmaz ve Kog, 2016). Alternatif yem katki maddeleri
olarak, hayvansal iiretim uygulamalarinda, biiyiime
hizlarini, yem verimliligini ve bagigikligi arttirarak ve
hastalik riskini azaltarak hayvan {iiretimini iyilestirmek
icin humik maddeler (HM) kullanilmaktadir (Islam ve
ark., 2005; Arafat ve ark., 2015). Humik maddeler,
organik maddelerin toprak igerisindeki parcalanma
iriinleri olan karbonhidrat, amino asit ve fenoller gibi
bazi maddelerin meydana getirdigi humustan kdken alan
humik, fulvik ve wulmik asitten ve bazi mikro
minerallerden meydana gelmektedir (Tun¢ ve Yorik,
2017). Humik maddelerin, sindirim kanalinda optimum
pH olusumunu saglayarak patojen mikroorganizmalarin
¢ogalmalarini  engelledigi, kalsiyum ve ¢esitli iz
minerallerden yararlanmay: artirdigi, agir metallerle selat
olusturmak suretiyle detoksifikasyonlarinda rol oynadigi
(Mager ve ark., 2010), hastaliklara kars1 direng sagladigi
ve bagisiklik sistemini arttirict  etki  gdsterdikleri
(Nakagwa ve ark., 2009), metallerin toksik etkilerini ve
dolayistyla ROT zararlarini azalttigi (Alak ve ark., 2013)
yapilan caligmalarda bildirilmistir. Bununla birlikte, su
iiriinleri yetistiriciliginde humik madde kullanimi yeni bir

alan olup, yaygin olarak aragtirilmamistir (Abdel-Wahap
ve ark., 2012).

Karaciger, ksenobiyotik metabolizmanin birincil
organidir ve oksitlenebilen substratlar bakimindan zengin
olduklart icin peroksidatif hasara karst duyarhdir
(Mudipalli, 2007). Nil tilapyas1 (Oreochromis niloticus)
toksikolojik ¢alismalar icin kolay iireme ve yiiksek
adaptasyona sahip olmasi nedeniyle iyi bir modeldir (Wu
ve ark., 1999). Bu caligmada agir metal olan kursunun
subletal derisiminin O. niloticus’da olusturacagi oksidatif
strese  karst  humik  maddelerin  koruyucu rolii
aragtirtlmigtir.  Bu amagla, 1,5 mg/L kursun ortam
derisimine maruz kalan baliklar, %0,2 oraninda humik
madde ilave edilmis yem ile 10 giin beslenmistir. Deneme
stiresi sonunda, baliklarin karaciger dokusu CAT, SOD
enzim aktiviteleri ile lipid peroksidasyonu 6lgmek
amactyla MDA seviyesi belirlenmistir.

Materyal ve Yontem

Arastirma Mersin Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma merkezinde
yeralan kontrolli ortam kosullarina sahip Temel bilimler
laboratuvarinda yapilmistir. Deneme materyali olarak
35+1,50 g agirlik ve 14+0,28 cm boya sahip O. niloticus
bireyleri kullanilmigtir. Deneme uygulamalar1 40x100x40
cm boyutlarinda cam akvaryumlarda gergeklestirilmistir.
Baliklar 15 giin siireyle ortam kosullarina uyum igin
bekletilmistir. Aklimasyon siiresince baliklar giinde 1 kez,
toplam biyo kiitlesinin %2’si oraninda hazir pelet yem ile
beslenmiglerdir. Laboratuvarda 12/12 saat
aydinlik/karanlik periyodu uygulanmis ve akvaryumlar
merkezi havalandirma sistemi (merkezi olarak c¢aligan
blower ile olusturulan ve tiim tnitelere dagitilan hava
borularindan g¢ekilen hava hortumu ve hava tasi
kullanilarak) havalandirilmigtir. Deneme iki seri halinde
yapilmis ve her seride 4’er adet cam akvaryum
kullanilmistir. Belirlenen siireler dikkate alinarak her seri
icin  akvaryumlarin  herbirine 6’sar adet balik
konulmustur. Denemenin bir serisinde 24 olmak tizere
toplamda 48 adet balik kullanilmistir. Akvaryumlarda
evaporasyon, presibitasyon ve adsorbsiyon gibi nedenlerle
kullanilan ¢dzeltilerin derisiminde degisimler olabilecegi
icin, sular1 glinasiri (2 giin ara ile) dinlendirilmis ve kloru
ucurulmus su ile degistirilmistir. Denemede 23 + 1°C
sicaklik; 7,35 £ 0,76 pH; 6,8 £ 0,55 mg/L ¢oziinmiis
oksijen; 229 + 0,51 mg/L CaCOsz toplam sertlik
degerlerine sahip su kullanilmistir.

Denemede kontrol yemi olarak Camli Yem A.S.
tarafindan {retilen ticari yem (Pelet No:3/ %44 ham
protein, %18 ham yag, %12 nem, %12 kil ve %3 lif)
kullanilmigtir. Pelet yem ogiitlilmiis ve humik madde,
ticari balik yemine kg basma 2 gr (%0,2) ilave edilmistir.
Homojen karigim i¢in bir mutfak robotunda harmanlanmis
ve yumusak bir hamur olusturmak iizere karisima yeterli
su eklenmistir. Elde edilen hamur 3 mm ¢apinda bir
kalipla bir kiyicidan gegirilmistir. Peletler bir firinda
(40°C) kurutulmustur. Kontrol yeme humik madde ilave
edilmeksizin, benzer sekilde islem yapilmistir. Denemede
“Farmavet International” firmasmin iriinlerinden olan
Farmarine® kullanilmistir. Farmarine, humik, fulvik ve
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ulmik asitlerin kombinasyonundan olusan verim arttirict
olarak onerilen bir iirlindiir. Yapilan farkli ¢aligmalarda
balik yemlerine ilave edilen humik madde miktarlari,
%0,1 ile %10 arasinda degigsmektedir (Kodama ve ark.,
2007; Abdel-Wahab ve ark., 2012). Farmavet firmasi bu
iiriiniin balik yemlerine verim arttirict olarak 1 kg/ton
(%0,1) seklinde kullanilmasin1  6nermektedir. Bu
calismada 2 gram/kg (%0,2) orant kullanilmistir. Deneme
stiresince HM ve HM+Pb gruplarinda bulunan baliklar,
%0,2 oraninda humik madde ilave edilen yem ile
beslenmiglerdir.

Onceki yapilan arastirmalarda O. niloticus igin
kursunun 96 saat LCsp degeri 14,93 mg/L; olarak
bulunmustur (Awoyemi ve ark., 2014). Bu aragtirmada,
subletal derisim olarak 1,5 mg/L (LCso‘nin 1/10 degeri)
kullanilmistir.  Metal — ¢Ozeltisinin -~ hazirlanmasinda
kursunun suda c¢oziilebilen formu olarak kursun nitrat
(Pb(NOs3)2) kullanilmigtir. Deneme uygulamasinda metal
kullanimu, yari statik diizenek seklindedir.

Deneme gruplari:

Kontrol :Cesme suyu + Normal ticari yem ile
besleme

HM :Cesme suyu + Humik madde ilave yem ile
besleme

Pb 1,5 mg/L Pb + Normal ticari yem ile
besleme

HM + Pb :1,5mg/L Pb + Humik madde ilave yem ile
besleme

Belirlenen deneme giinlerinde (4. giin ve 10. giin) her
gruptan 6’sar birey alinarak her birey bir tekrar olacak
sekilde kullanilmigtir. Beyin omurilik baglantist kesilerek
oldiiriilen bu baliklarin karaciger dokular1 buz iizerinde
ayr1  eppendorf tiiplere alinarak hizla -20°C’de
dondurulmustur. Biyokimyasal analizlere baslamadan
once karaciger doku ornekleri %09’luk serum fizyolojik
¢Ozeltisi igerisinde 10000 devir/dakika hizda 5 dakika
stire ile homojenize edilmistir. Isinma nedeniyle meydana
gelebilecek enzim aktivite kaybini Onlemek {lizere
ornekler buz igerisinde homojenize edilmislerdir.
Homojenatlar +4°C’de 13000 rpm’de 15 dakika
santrifiijlenmis, elde edilen siipernatant, CAT, SOD
enzim aktiviteleri ile MDA ve protein seviyelerinin
belirlenmesinde kullanilmustir.

Doku CAT aktivitesi Aebi (1974) yontemine gore
belirlenmistir. Yontemin, hidrojen peroksit (H20,)
substratinin ~ enzimatik  ayrigmasmin = 240  nm'de
absorbanstaki azalma ile takip edilmesi esasina dayanir.
Birim zamandaki absorbans farki, CAT aktivitesinin bir
Olgiisii olarak kullanilmistir. SOD aktivitesi, ksantin /
ksantin oksidaz sistemi tarafindan iiretilen O'ye bagh
nitroblue tetrazolium (NBT) azalmasinin inhibisyonu ile
Ol¢lilmistiir (Sun ve ark. 1988). Bir birim SOD aktivitesi,
NBT indirgeme hizinin %350 inhibisyonuna neden olan
protein  miktar1 olarak tamimlanmistir. NBT'deki
stiperoksit anyonunun mavi formazan ile indirgenmesi
560 nm’de Olgiilmiistir. Enzim aktiviteleri “U/mg
protein” olarak ifade edilmistir. LPO indeksi olarak
Olclilen doku MDA seviyesi, Yagi (1998) yontemi
kullanilarak  tiyobarbitiirik ~ asit  reaksiyonu ile
belirlenmistir. Tiyobarbitiirik, asitle kaynatildiginda
malondialdehid ve diger aldehitler, spektrofotometrik

olarak analiz edilebilen pembe renkli bir iiriin verir. 532
nm’de 6l¢iilen bu degerler “nmol/mg protein” olarak ifade
edilmistir. Doku protein igerikleri, Lowry ve ark.(1951),

tarafindan  gelistirilen yonteme gore antioksidan
enzimlerin  spesifik  aktivitesini  belirlemek igin
Ol¢iilmiistiir. Numunelerin absorpsiyonlari,

spektrofotometre ile 750 nm dalga boyunda belirlenmistir.

CAT, SOD enzim aktiviteleri ve MDA seviyesine ait
deneme verilerinin istatistiksel analizlerinde deneme
gruplar1 ortalamalar1 arasindaki farklar, One Way-Anova
varyans analizi yontemiyle, 6nem kontrolii Duncan testi
uygulanarak yapilmistir. Deneme giinleri olan 4. ve 10.
giin verilerinin karsilastirilmasinda t testi uygulanmistir.
Deneme verileri aritmetik ortalama + standart hata (X +
Sx) seklinde hesaplanmistir. Onemlilik derecesi olarak
P<0,05 kabul edilmistir.

Bulgular

Kursunun 1,5 mg/L derisimi ve yeme katilan %0,2
humik maddenin 10 giinlik uygulanmasi sonucu O.
niloticus karaciger CAT enzim aktivitesinde degisim
Sekil 1°de sunulmustur. CAT aktivitesi bakimindan 4. ve
10. giinlerde yapilan 6lgtimlerde, kontrol grubu ve humik
madde uygulanan gruplar arasindaki istatistiksel onemli
bir fark belirlenmemistir. Kontrol grubu CAT aktivitesi,
4. ve 10. ginlerde 193,88-207,52 U/mg protein; HM
grubunda  202,04-199,78 U/mg  protein  olarak
belirlenmistir. ~ Kursunun 1,5 mg/L ortam derisimi,
kontrol grubuna gore 4. giinde yaklasik %18, 10. giinde
%355 oranlarinda 6nemli (P<0,05) artiga neden olmustur.
HM+Pb grubunda bulunan baliklarin karaciger CAT
aktivitesi, kursun uygulanan grup ile kiyaslandiginda 4.
ve 10. giinlerde 6nemli fark bulunmamustir. Deneme
giinleri olan 4. ve 10. giinlerin birbiri ile karsilastirilmast
durumunda, HM grubunda 6nemli fark saptanmamustir.
Pb uygulamasi, 10. giinde 4. giine oranla %38 oraninda
onemli artigsa (P<0,05) neden olmustur.

Kursunun 1,5 mg/L ortam derisimi ve yeme katilan
%0,2 humik maddenin 10 giinliik uygulanmas1 sonucu O.
niloticus karaciger SOD enzim aktivitesi tiizerindeti
etkileri  Sekil 2’de sunulmustur. SOD aktivitesi
bakimindan 4. ve 10. gilinlerde yapilan &lgiimlerde,
kontrol grubu ve humik madde uygulanan gruplar
arasindaki  farklilik, istatistiksel anlamda Onemsiz
bulunmustur. Uygulanan kursun derisimi, kontrol grubuna
gore 4. giinde istatistiksel yonden Onemli bir fark
olusturmamis, 10. giinde %70 oraninda 6nemli (P<0,05)
artisa neden olmustur. HM+Pb grubunda bulunan
baliklarin karaciger SOD aktivitesi kursun uygulanan
grup ile karsilastirlldiginda 6nemli fark bulunmamustir.
Deneme giinleri olan 4. ve 10. giinlerin birbiri ile
karsilagtirtlmasit  durumunda, Pb derisimi uygulanan
gruptaki O. niloticus bireylerinin  karaciger SOD
aktivitesinde 10. giinde 4. giine oranla %49 oraninda artig
bulunmustur. Ayni sekilde HM-+Pb grubunda da %49
artma saptanmistir.

O. niloticus karaciger dokusu MDA seviyesi iizerine,
1,5 mg/L Pb ortam derisimi ve %0,2 humik madde katkili
yem uygulamasinin etkileri Sekil 3’de gosterilmistir.
Doku MDA seviyesi bakimindan 4. ve 10. giinlerde
yapilan Olclimlerde, kursunun 1,5 mg/L ortam derigimi
uygulanan grup ile kontrol grubu arasindaki farklilik
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istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0,05). Kursun
uygulamasi 4. giinde %63, 10. giinde %107 oranlarinda
onemli artiga (P<0,05) neden olmustur. HM+Pb grubunda
bulunan baliklarin karaciger MDA seviyesi ile kursun
uygulanan gruptaki baliklarin MDA seviyesi Olgiimleri
arasindaki ~ farklilk  istatistiksel — olarak  Gnemli
bulunmustur (P<0,05). Bu farklilhik, 10. giinde %22
oraninda 6nemli (P<0,05) azalma seklinde saptanmuistir.
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Kontrol Pb+HM

Deneme Gruplarl

Deneme giinlerinin karsilagtirilmast durumunda, kursun
derisimi uygulanan gruptaki baliklarin karaciger MDA
seviyesinde 10. giinde 4. giine oranla %26 oraninda
onemli artig (P<0,05) belirlenmisti. HM ve HM+Pb
uygulamasi yapilan gruplarda, deneme giinlerinin
karsilagtirilmasinda istatistiksel olarak 6nemli bir degisim
belirlenmemistir.
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Deneme Gruplarl

Sekil 1 1,5 mg/L Pb ortam derisimi ve yeme katilan %0,2 HM uygulamasinin O. niloticus 'un karaciger dokusu CAT
aktivitesi lizerine 4. giin (A) ve 10. giin (B) etkileri. Farkl1 harfler istatistik ayrimi belirtmektedir (P<0,05).
Figure 1 Effects of 1.5 mg/L Pb medium concentration and 0.2% HM dietary suplementation on CAT activity of liver
tissue of O. niloticus on day 4 (A) and day 10 (B). Different letters indicate statistical differences (P<0.05).
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Sekil 2 1,5 mg/L Pb ortam derisimi ve yeme katilan %0,2 HM uygulamasinin O. niloticus ’un karaciger dokusu SOD

aktivitesi lizerine 4. giin (A) ve 10. giin (B) etkileri. Farkli harfler P<0,05 diizeyinde istatistik ayrimi belirtmektedir.

Figure 2 Effects of 1.5 mg/L Pb medium concentration and 0.2% HM dietary suplementation on SOD activity of liver
tissue of O. niloticus on day 4 (A) and day 10 (B). Different letters indicate statistical differences (P <0.05).
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Sekil 3 1,5 mg/L Pb ortam derisimi ve yeme katilan %0,2 HM uygulamasinin O. niloticus’un karaciger dokusu MDA
seviyesi lizerine 4. giin (A) ve 10. giin (B) etkileri. Farkli harfler P<0,05 diizeyinde istatistik ayrimi1 belirtmektedir.
Figure 3 Effects of 1.5 mg/L Pb medium concentration and 0.2% HM dietary suplementation on MDA level of liver

tissue of O. niloticus on day 4 (A) and day 10 (B). Different letters indicate statistical differences (P <0.05).
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Tartisma

Bu c¢aligmada 1,5 mg/L kursun subletal derisimi
etkisiyle, O. niloticusun karaciger CAT ve SOD enzim
aktiviteleri siireye bagl olarak artmistir. Subletal kursun
derigimlerine 15 glin maruz kalma sonucu O. niloticus
karaciger CAT aktivitesinin kontrole oranla arttig1
belirtilmistir (At ve Canli, 2007). Channa punctatus ile
yapilan bir ¢calismada barsak dokusunda CAT aktivitesi
azalma, SOD aktivitesinde artis bulunmustur (Paul ve
Sengupta, 2013). Antioksidan enzimlerin aktivitesi,
kontaminantlarin baskist altinda indiiklenebilir veya
inhibe  edilebilir. Oksidatif  stres  altinda, enzim
aktivitelerinde farkliliklar goriilebilir. Stres baslangicinda
aktiviteler uyarilir, ancak stres uzun siirerse, enzim
inhibisyonu baslar (Annabi Berrahal ve ark., 2007). Bu
olay, stres yogunluguna, tiirlerinin hassasiyetine bagli
olarak degisebilir (Awoyemi ve ark., 2014).

SOD ve CAT enzimleri ROT ne karsi ilk savunma
saglar ve ROT'un toksisitesine kars1 hiicresel bir savunma
mekanizmasini temsil eder (Van der Oost ve ark., 2003).
SOD enziminin, {iretilen siiperoksit radikallerini hidrojen
peroksitlere donistiirerek serbest radikal kaynakli zarara
kars1 koruma sagladigi bilinmektedir. Hidrojen peroksit
daha sonra sisteme su ve molekiiler oksijene doniistiiren
CAT enzimi ile giderilir (Van der Oost ve ark., 2003).
Artan CAT ve SOD aktiviteleri, metallere uzun siireli
maruz kalindiginda detoksifikasyon mekanizmasina dogru
muhtemel bir degigimi gostermektedir. Bu durum, O.
niloticus’da SOD’in aktivitesini arttirarak siiperoksit
anyon radikalinin toksik etkisine karsi kendisini
korumasini, CAT aktivitesi artig ise, daha yiiksek diizeyde
peroksit  seviyesinin  varlifina  isaret  etmektedir
(Fernandes ve ark., 2008). Bu ¢alismada CAT ve SOD
enzim aktivitelerinde goriilen artis, Pb ortam derisimi
etkisiyle O. niloticus’un karaciger dokusunda superoksit
radikallerinin ve hidrojen peroksit olusumunun artmisg
olabilecegini ihtimalini gostermektedir (Paul ve Sengupta,
2013).

Bu c¢alismada 1,5 mg/L kursun ortam derigimin
etkisinde O. niloticus’un karaciger dokusunda lipid
peroksidasyonun gdstergesi olan MDA seviyesi, deneme
stiresine  bagli olarak artmigtir. Cyprinus carpio,
Oncorhynchus mykiss ve Acipenser baerii’de Pb
derisimlerinin etkisiyle karaciger ve bobrek dokularinda
lipid peroksidasyonun arttig1 belirtilmistir (Farombi ve
ark., 2007; Brucka-Jastrzebska, 2010). Kursuna maruz
kalmig Clarias gariepinus’un karaciger ve bobrek
dokularinda lipit peroksidasyon diizeyinde belirgin bir
artts  oldugunu bildirmiglerdir. Benzer sonuglar C.
gariepinus ve O. niloticus (Awoyemi ve ark., 2014) ve
Labeo rohita (Bangeppagari ve ark., 2014) ile yapilan
¢aligmalarda da belirlenmistir.

Temel bir hiicresel bozulma degisikligi olan lipid
peroksidasyonu, oksidatif stres ile indiiklenen etkilerden
biridir ve ¢oklu doymamis yag asitleri bakimindan zengin
olan membranlardan dolayr dokularda  kolayca
olusabilmektedir (Cini ve ark., 1994). Membran yapisinda
bulunan doymamis fosfolipidler ve kolesterol, ROT ile
kolayca reaksiyona girerek, lipid peroksidasyona ugrarlar
(Ahamed ve Siddiqui, 2007). Bu ¢alismada O.
niloticus’da karaciger dokusunda lipid peroksidasyon
iriini olan MDA seviyesinin artmasi, Pb ortam

derisiminin  etkisiyle ROT  {iretiminin  artmasina
baglanabilir (Ling ve Hong, 2010; Maiti ve ark., 2010).

Yapilan ¢alismada Pb+HM uygulamasi yapilan grup
bireylerinde kursun toksisitesini azaltma oldugu y6niinde
bulgular  belirlenmistir. CAT ve SOD enzim
aktivitelerinde bir degisim olusturmamis ancak,
denemenin 10. giniinde lipid peroksidasyon iriinii olan
MDA seviyesinde kursunun yalniz kullanim1 olan grup ile
karsilastirilmasinda belirgin bir azalma olmustur. Humik
maddelerin baliklarda kullanimu ile ilgili sinirli sayida
arastirma bulunmaktadir. Humik maddelerin,
gastrointestinal sistemin mukus epitelinde enfeksiyonlara
ve toksinlere karsi koruyucu bir film olusturabildigi,
béylece hayvan yemlerinde yem ¢evirim oranini
iyilestirdigi (Islam ve ark., 2005), bazi eser elementler,
yardimer faktorler olarak gorev yapabildigi ve sonug
olarak besinlerin sindirimi ve kullanimi i¢in birgok
enzimin aktivitesini arttirdigr (Yorik ve ark., 2004;
Hayirli ve ark., 2005), cesitli arastirmalarda rapor
edilmistir. Humik asidin sazanlarda enfeksiyona karsi
koruyucu bir etki gosterdigi tesbit edilmistir (Kodama ve
ark., 2007). Humik asit uygulamasimin, baliklarin
fizyolojik durumunun iyilestirilmesi yoluyla parazitlere
kargt etkili oldugu rapor edilmistir (Nakagwa ve ark.,
2009; Meinelt ve ark., 2008). Besin ile verilen humik asit
katki maddesinin, baliklarda serum lizozim aktivitesinde
artisa neden oldugu ve dogal olarak bagisikligi arttirdig
bildirilmistir (Kodama ve ark., 2007). Abel-Wahab ve
ark. (2012), humik asidin yem katki maddesi olarak
kullanilmasiyla, C. carpio’da toksisiteye ve hastalik
direncine karsi nonspesifik bagisiklik tepkisi gelistirdigini
belirtmiglerdir.

Humik maddeler, c¢iirliyen organik maddeden
kaynaklanan toprak organik kalmtilaridir ve temel
bilesenler olarak humik asit (HA) ve fulvik asit (FA) yani
sira poliaromatik ve heterosiklik kimyasallarin ¢oklu
karboksilik asit yan zincirleri ile kompleks karigimlarini
icerir (Klocking, 1994). Kinon, fenol ve karboksilik asit
gibi islevsel gruplar1 iceren bilesimlere sahiptirler.
Ozellikle, fenolik gruplarin varhigi, serbest radikalleri
ndtrlestirme kapasitesi nedeniyle antioksidan o6zellikleri
saglarlar (De Melo ve ark., 2016). Fenolik bilesikler, bir
aromatik halkaya bagli fonksiyonel tiirevleri de dahil
olmak {tizere bir veya birden fazla hidroksil grubu igeren
maddelerdir (Dimitrios, 2006). Fenol hidroksilleri, bir
elektron indirgeme reaksiyonlarina katilabilen
makromolekiillerdir (Smirnova ve ark., 2012). Humik
asit, fenolik ve polifenolik hidroksil gruplari yoluyla
antioksidan ozelliklere sahiptir ve serbest radikal
siipiiriicii olarak davranir (Karadirek ve ark., 2016).
Yapilan ¢aligmada kursun toksisitesine karst humik
maddenin lipid oksidasyonunu azaltma yoniindeki etkisi,
HM’nin igeriginde bulunan fenol bilesiklerinin
antioksidan etkisine baglanabilir (Kudryasheva ve
Tarasova, 2015).

Humik maddeler konusunda goz Oniine alinmasi
gereken onemli bir konu, organlara veya organellere gog
edebildikleri ve stres tepki reaksiyonlarini
tetikleyebilecekleri gercegidir (Steinberg ve ark., 2003).
Bunlarin, fiziksel ~ve  kimyasal zar  tahrisi,
biyotransformasyon  aktivitesinin  indiiksiyonu  ve
modiilasyonu, kimyasal savunma  proteinlerinin
indiiksiyonu, i¢ oksidatif stresin gelisimi ve ROT
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savunma enzimlerinin uyarilmasi gibi etkileri de olabilir
(Steinberg ve ark., 2003). Dikkat edilmesi gereken ikinci
unsur humik maddelerin selasyon ozellikleridir. Fe, Zn,
Mn ve Cu gibi hiicresel fonksiyonun korunmasi igin
gerekli olan eser elementler ¢ok sayida metal igeren
enzimlerin ayrilmaz bir parcasidir (Rajkowska ve
Protasowicki, 2013). Burada, metallerin humik maddeler
tarafindan baglanmasmin, biyolojik acidan Onemli
elementlerin hayvan viicuduna alinim miktarlarini azaltip
azaltamayacagimin belirlenmesi ve aydinlatilmasi 6nemli
bir konudur (Zatko ve ark., 2014).

Humik maddelerin olumlu ya da olumsuz etkilerinin
hayvanin fizyolojik durumuna baghi oldugu da
gozlenmigtir (Steinberg ve ark., 2003). Calismalarin
sonuglarindaki farkliliklar, organizmalarin tiirli, yasi,
cinsiyeti, beslenme diizeni, yemin besin kompozisyonu,
rasyondaki HM seviyeleri, deneme siiresi veya gevresel
kosullardan kaynaklanabilir (Tung ve Yorik, 2017).
Ksenobiyotik metabolizmasi i¢in baglica metabolik
fonksiyonlari1 ve  sorumlulugu olan  antioksidan
ozelliklerinin in vitro ¢aligmalarinda HM'lerin elektrofilik
Ozellikleri vurgulanmigtir. Ancak, in vitro denemelerden
elde edilen sonuglar, in vivo denemelere basitce
uygulanamaz. Viicut sivilari i¢inde ve hiicrelerde bir
metalin birka¢ iyonunun varligi, hiicre disi alanlardaki
toksik metal birikimi ve toksik metallerin biyolojik
ligandlarla etkilegsimi humik asitlerin biyolojik etkisini
degistirebilecek faktorlerdir (Islam ve ark., 2005).
Kullanilan maddelerin dozu ve kullanim siiresinin, pozitif
etkiyi elde etmek icin 6nemli oldugu da bilinmektedir.
Humik maddelerin gilivenli kullanimi  igin, etki
mekanizmalarint daha agik bir sekilde ortaya koyacak
caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Tung ve Yoriik, 2017).

Sonug

Bu c¢alismada kursunun 1,5 mg/L derisiminin O.
niloticus'un  karaciger dokusu CAT ve SOD
aktivitelerinde ve lipid peroksidasyon triinii olan MDA
diizeyinde bir artisa neden oldugu bulunmustur. Pb
kaynakli toksisite, ROT {iiretiminin artmasi sonucu MDA
diizeyinde artis olusturmustur. Humik madde
kullaniminin kursun toksisitelerinden olan oksidatif stres
olusumu iizerinde belirli derecede azalttig1 belirlenmistir.

Humik maddelerin, hayvanlarin sagligi {izerindeki
olumlu etkileri bilinmektedir. Baliklarin fizyolojik
durumunu arttirabilmekte ve stresin yol agtigi fizyolojik
ve histolojik sonuglarin olumsuzlugunu azaltabilmektedir.
Yem katki maddesi olarak humik maddelerle yapilan
aragtirmalarda olumlu sonuglar alinmis olmasina karsin,
baz1 arastirmalarda verim artis1 saglanmadigi, hatta bazi
arastirmalarda  olumsuz  sonuglar  alinabildigi de
gozlenmektedir. Bu durum hayvanlarin iginde bulundugu
cevresel kosullardan, yemin bilesiminden veya katki
maddesi olarak kullanilan humik maddelerin miktar ve
ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Ozellikle humik
asitlerin elde edildigi kaynak basta olmak iizere, humik
asitlerin igerigi, depolanma sartlarindaki farkliliklar,
hayvana verilis sekli, dozaj1 gibi bircok faktor tarafindan
etkilenebilmektedir. Bu konular ilerde yapilacak
caligmalarla ayrintili olarak arastirilmalidir.

Kaynaklar

Abdel-Wahab AM, El-Refaece AME, Ammar AA. 2012. Effects
of humic acid as feed additive in improvement of
nonspecific immune response and disease resistance in
common carp (Cyprinus carpio). Egyptian Journal for
Aquaculture, 2(1): 83-91.

Aebi H, 1974. Catalase In: Bergmeyer U, ed. Methods of
Enzymatic Analysis. New York and London Academic
Press, 673-677.

Ahamed M, Siddiqui MK. 2007. Low level lead exposure and
oxidative stress: current opinions. Clinica Chimica Acta,
383: 57-64.

Alak G, Atamanalp M, Topal A, Arslan H, Oru¢ E, Altun S.
2013. Histopathological and biochemical effects of humic
acid against cadmium toxicity in brown trout gills and
muscles. Turkish Journal of Fisheries and Aquatic Sciences,
13: 315-320.

Annabi Berrahal A, Nehdi A, Hajjaji N, Gharbi N, El-Fazaa S.
2007. Antioxidant enzymes activities and bilirubin level in
adult rat treated with lead. Comptes Rendus Biologies, 330;
581-588.

Arafat RY, Khan SH, Abbas G, Igbal J. 2015. Effect of dietary
humic acid via drinking water on the performance and egg
quality of commercial layers. American Journal of Biology
and Life Sciences, 3: 26-30.

Ates B, Orun I, Talas Z S, Durmaz, G, Yilmaz 1. 2008. Effects
of sodium selenite on some biochemical and hematological
parameters of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss
Walbaum, 1792) exposed to Pb?* and Cu?*. Fish Physiology
and Biochemistry, 34, 53-59.

Atli G, Canli M. 2007. Enzymatic responses to metal exposures
in a freshwater fish Oreochromis niloticus. Comparative
Biochemistry and Physiology C, 145: 282-287.

Awoyemi OM, Bawa-Allah KA, Otitoloju AA. 2014.
Accumulation and anti-oxidant enzymes as biomarkers of
heavy metal exposure in Clarias gariepinus and
Oreochromis niloticus. Applied Ecology and Environmental
Sciences, 2(5): 114-122.

Bangeppagari M, Gooty JM, Tirado JO, Mariadoss S,
Thangaswamy S, Maddela NR, Ortiz DR. 2014. Therapeutic
efficiency of Spirulina against lead acetate toxicity on the
fresh water fish Labeo rohita. American Journal of Life
Sciences, 2: 389-394.

Brucka-Jastrzebska E. 2010. The effect of aquatic cadmium and
lead pollution on lipid peroxidation and superoxide
dismutase activity in freshwater fish. Polish Journal of
Environmental Studies, 19(6): 1139-1150.

Cini M, Fariello RG, Bianchetti A, Moretti A. 1994. Studies on
lipid peroxidation in the rat brain. Neurochemical
Research,19: 283-288.

De Melo BAG, Motta FL, Santana MHA. 2016. Humic acids:
structural properties, and multiple functionalities for novel
technological developments. Materials Science and
Engineering C, Material for Biological Applications, 62:
967-974.

Dimitrios B. 2006. Sources of natural phenolic antioxidants.
Trends in Food Science and Technology, 17: 505-512.

Farmand F, Ehdaie A, Roberts CK, Sindhu RK. 2005. Lead
induced dysregulation of superoxide dismutases, catalase,
glutathione peroxidase and guanylate cyclase. Environ. Res.
98, 33-39.

Farombi EO, Adelowo OA, Ajimoko YR. 2007. Biomarkers of
oxidative stress and heavy metal levels as indicators of
environmental pollution in African cat fish (Clarias
gariepinus) from Nigeria Ogun River. International Journal
of Environmental Research and Public Health, 4(2): 158-
165.

1020



Ozkan — Yilmaz ve ark., | Tiirk Tarim — Gida Bilim ve Teknoloji Dergisi, 6(8): 1015-1021, 2018

Fernandes C, Fontainhas-Fernandes A, Ferreira M, Salgado MA.
2008. Oxidative stress response in gill and liver of Liza
saliens, from the Esmoriz—Paramos Coastal Lagoon
Portugal. Archives of Environmental Contamination and
Toxicology, 55(2): 262-269.

Flora G, Gupta D, Tiwari A. 2012. Toxicity of lead: A Review
with recent updates, Interdisciplinary Toxicology, 5: 47-58.

Hayirli A, Esenbuga N, Macit M, Lagin E, Karaoglu M, Karaca
H, Yildiz L. 2005. Nutrition practice to alleviate the adverse
effects of stress on laying performance, metabolic profile,
and egg quality in peak producing hens: I. The humate
supplementation. Asian-Austuralian Journal of Animal
Sciences, 18(9): 1310-1319.

Islam KMS, Schuhmacher A, Gropp CM. 2005. Humic acid
substances in animal. Agriculture Pakistan Journal of
Nutrition, 4(3): 126-134.

Karadirek S, Kanmaz N, Balta Z. Demircivi P, Uzer A, Hizal J,
Apak R. 2016. Determination of total antioxidant capacity of
humic acids using CUPRAC, Folin-Ciocalteu, noble metal
nanoparticle- and solid-liquid extraction-based
methods. Talanta, 153, 120-129.

Klocking R. 1994. Humic substances as potential therapeutics.
In: N, Miano TM (Eds.): Humic Substances in the Global
Environment and Implications on Human Health. Elsevier,
Amsterdam, pp. 1245-1257.

Kodama H, Denso OF, Nakagawa T. 2007. Protection against
atypical aeromonas salmonicida infection in carp (Cyprinus
Carpio L.) by oral administration of humus extract. Journal
of Veterinary Medical Science, 69(4): 405-408.

Kudryasheva NS, Tarasova AS. 2015. Pollutant toxicity and
detoxification by humic substances: mechanisms and
quantitative assessment via luminescent biomonitoring
Environmental Science Pollution Research, 2(22),:155-167.

Ling Q, Hong F. 2010. Antioxidative role of cerium against the
toxicity of lead in the liver of silver crucian carp. Fish
Physiology and Biochemistry, 36(3): 367-376.

Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall RJ. 1951. Protein
Measurement with The Folin Phenol Reagen. The Journal of
Biological Chemistry, 193(1): 265-275.

Mager EM, Brix KV, Grosell M. 2010. Influence of bicarbonate
and humic acid on effects of chronic waterborne lead
exposure to the fathead minnow (Pimephales promelas).
Agquatic Toxicology, 96: 135-144.

Maiti AK, Saha NK, Paul G. 2010. Effect of lead on oxidative
stress, Na+K+ATPase activity and mitochondrial electron
transport chain activity of the brain of Clarias batrachus L.
Bulletin of Environmental Contamination and Toxicology,
84: 672-676.

Meinelt T, Schreckenbach K, Pietrock M, Heidrich S, Steinberg
CEW. 2008. Humic substances Part 1: Dissolved humic
substances (HS) in aquaculture and ornamental fish
breeding. Environmental Science and Pollution Research,
15(1): 17-22.

Mudipalli A. 2007. Lead hepatotoxicity and potential health
effects. Indian J. Med. Res. 126, 518-527

Nakagwa J, Iwasaki T, Kodama H. 2009. Protection against
Flavobacterium psychrophilum infection (cold water
disease) in ayufish (Plecoglossus altivelis) by oral
administration of humic acid. Journal of Veterinary Medical
Science, 71(11): 1487-91.

Paul N, Sengupta M. 2013. Lead induced overactivation of
phagocytes and variation in enzymatic and non-enzymatic
antioxidant defenses in intestinal macrophages of Channa
punctatus. Modern Research in Inflammation, 2: 28-35.

Rajkowska M, Protasowicki M. 2013. Distribution of metals
(Fe, Mn, Zn, Cu) in fish tissues in two lakes of different
trophy in Northwestern Poland. Environmental Monitoring
Assessment, 185: 3493-3502.

Ramana KV, Srivastava S, Singhal SS. 2017. Lipid peroxidation
products in human health and disease. Oxidative Medicine
and Cellular Longevity, 2 page,
doi.org/10.1155/2017/2163285

Smirnova OV, Efimova IV, Khil’ko SL. 2012. Antioxidant and
pro-oxidant activity of ascorbic and humic acids in radical-
chain oxidation processes. Russ. J. Appl. Chem., 85: 252-
255.

Steinberg CEW, Paul A, Pflugmacher S, Meinelt T, Klocking R.
2003. Pure humic substances have the potential to act as
xenobiotic chemicals-a review. Fresenius Environmental
Bulletin, 12: 391-401.

Sun Y, Oberley LW, Ying LA. 1988. Simple Method for
Clinical Assay of Superoxide Dismutase. Clinical
Chemistry, 34: 497-500.

Trenzado C, Hidalgo MC, Garcia-Gallego M, Morales AE,
Furne M, Domezain A, Domezain J, Sanz A. 2006.
Antioxidant enzymes and lipid peroxidation in sturgeon
Acipenser naccari and trout Oncorhynchus mykiss. A
comparative study. Aquaculture, 254, 758-767.

Tsigos C, Kyrou I, Kassi E. 2016. Stress, endocrine physiology
and pathophysiology. In: De Groot LJ, et al. (eds) Endotext
[Internet]. South Dartmouth, MA: MDText.com, Inc.

Tung MA, Yoruk MA. 2017. Effects of Humate and Probiotic
on the Number of Escherichia coli, Blood and Antioxidant
Parameters in Suckling Period of Calves Asian Journal of
Animal and Veterinary Advances, 12(3): 169-176.

Van der Oost R, Beyer, RJ, Vermeulen NPE. 2003. Fish
bioaccumulation and biomarkers in environmental risk
assessment: a review. Environmental Toxicology and
Pharmacology, 13: 57-149.

Wu SM, Weng CF, Yu MJ, Lin CC, Chen ST, Hwang JC, Hang
PP. 1999. Cadmium-inducible metallothionein in tilapia
(Oreochromis mossambicus). Bulletin of Environmental
Contamination and Toxicology, 62: 758-768.

Yagi K. 1998. Simple Procedure for Specific Enzyme of Lipid
Hydroperoxides in Serum or Plasma. Methods in Molecular
Biology, 108: 107-110.

Yilmaz E, Kog C. 2016. Feed additives in aquafeeds. Scientific
Papers-Animal Science Serie, 66: 155-160.

Yorik MA, Giil M, Hayirli A, Macit M. 2004. The effects of
supplementation of humate and probiotic on egg production
and quality parameters during the late laying period in hens.
Poultry Science, 83: 84-88.

Zatko D, Vaskova J, Vasko L, Patlevic P. 2014. The effect of
humic acid on the content of trace element in mitochondria.
American Journal of Animal and Veterinary Sciences, 9:
315-3109.

1021



