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, Gamze KATIRCIOGLU SINMAZ?
, i.Ayhan SENGIL?

, Blisra ERDEN?

Oz

Bu calismada, TiO, nanopartikialinin Chlorella vulgaris
mikroalgindeki ¢esitli biyokimyasal ve fizyolojik buyimesi
Uzerine etkileri incelenmistir. Farkl n.TiO, konsantrasyonlarinin
(2,5, 5, 10, 25, 50, 75 mg/L) ve farkl fotoperiyodun (6A:18K,
12A:12K, 18A:6K ve 24A:0K) SOD ve APOD antioksidan enzim
aktiviteleri, MDA ve H,0, miktarlari, Chl-a ve Chl-b pigmentleri,
AKM ve lipid Uzerindeki etkisi degerlendirilmistir. Yiiksek n.TiO,
dozlarinda kontrol grubuna SOD ve MDA miktarinda artis
gozlemlenirken APOD ve H;0, miktarlarinda azalma
gbzlemlenmigstir. Yiksek nanopartikiil konsantrasyonlarina
maruz kalan C. vulgaris mikroalg hiicrelerinde oksidatif stres
olustugu belirlenmistir. Chl-a, Chl-b ve AKM parametreleri
n.TiO; dozuna bagh olarak degiskenlik gdstermekte olup 10 ve
50 mg/L n.TiO; dozlan arahginda artis gostermistir. Lipid
miktarindaki degisim ise dusik n.TiO, dozlarinda azalma
egilimde oldugu bulunmustur. Farkh fotoperiyotlarda oksidatif
stresin arttigl, 12A:12K fotoperiyotta ise toksik etkileri kismen
azaldig gozlemlenmistir. MDA ve H,0, miktarlarindaki degisim
12A:12K ve 18A:6K fotoperiyotlarinda oldugu belirlenmistir.
Klorofil pigmentleri, AKM ve lipid miktarinda kontrol grubuna
gore anlamli degisim 12A:12K ve 24A:0K fotoperiyotta belirgin
artis seklinde olmaktadir. Farkh n.TiO, partikdl dozlarinin ve
farkh fotoperiyotlarin C. wvulgaris' in metabolik siregleri
arasindaki karmagsik etkilesimlere degerli sonuglar sunarak,
nanopartikil tabanli ortamlardaki mikroalg tepkilerinin ve
strdirulebilir  biyoteknolojideki potansiyel uygulamalarinin
anlasiimasina bu ¢alisma ile katkida bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: n.TiO;, antioksidan enzim aktivitesi, MDA, Klorofil,
Lipid
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Abstract

In this study, the effects of TiO, nanoparticles on various
biochemical and physiological growth of Chlorella vulgaris
microalgae were investigated. The effects of different n.TiO>
concentrations (2.5, 5, 10, 25, 50, 75 mg/L) and different
photoperiods (6L:1DK, 12L:12D, 18L:6D and 24L:0D) on SOD and
APX antioxidant enzyme activities, MDA and H,0, amounts, Chl-
a and Chl-b pigments, TSS and lipid were evaluated. While an
increase in SOD and MDA amounts was observed in the control
group at high n.TiO, doses, a decrease in APOD and H,0,
amounts was observed. It was determined that oxidative stress
occurred in C. vulgaris microalgae cells exposed to high
nanoparticle concentrations. Chl-a, Chl-b and TSS parameters
varied depending on the n.TiO; dose and increased between 10
and 50 mg/L n.TiO, doses. The change in lipid amount was found
to decrease at low n.TiO, doses. It was observed that oxidative
stress increased at different photoperiods, while toxic effects
were partially reduced at 12L:12D photoperiod. Changes in MDA
and H;0, amounts were determined at 12L:12D and 18L:6D
photoperiods. Significant changes in chlorophyll pigments, TSS
and lipid amounts compared to the control group were
observed as significant increases at 12L:12D and 24L:0D
photoperiods. This study contributes to the understanding of
the complex interactions between the metabolic processes of C.
vulgaris at different n.TiO, particle doses and different
photoperiods, and to the understanding of microalgae
responses in nanoparticle-based environments and their
potential applications in sustainable biotechnology.

Keywords: n.TiO,, antioksidant enzym activity, MDA, chlorophyll, Lipid

1. Giris

Nanoteknoloji, uzun yillardir arastirilan ve en hizli gelisen
teknoloji alanlarindan biridir (Sizochenko vd. 2021,
Narayanan vd. 2025). Nanopartikiller, benzersiz yapilari,
genis ylzey alani, ylizey modifikasyon kabiliyeti, ylksek
reaktivite, optik Ozellikler ve manyetik o6zellikler gibi

bircok oOzellige sahiptir (Kalitsov vd. 2024, Yahyaee vd.
2024). Kuresel olarak, tip, ilag, kisisel bakim, ev ve bahce
Uranleri, otomotiv, gida, elektronik, tekstil, su ve atik su
aritimi gibi bircok sektorde nanopartikiller
kullanmaktadir (Aksu vd. 2022, Barbero vd. 2021, Malik
vd. 2023). Endistrilerde Ag, Ti, Cu, Zn, Fe, Ce ve Al

*Sorumlu Yazar/Corresponding Author: N. Pinar TANATTI

e-posta/e-mail: ptanatti@subu.edu.tr


https://dergipark.org.tr/tr/pub/akufemubid
https://doi.org/10.35414/akufemubid.1637251
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
https://orcid.org/0000-0002-2904-7334
https://orcid.org/0000-0003-0678-7150
https://orcid.org/0000-0003-2416-2680
https://orcid.org/0000-0002-4519-2531
https://orcid.org/0000-0002-1320-5975
https://orcid.org/0000-0003-2100-0264
https://orcid.org/0000-0002-1858-3369
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/

Chlorella vulgaris Mikroalginin Oksidatif Stres ve Biiyiimesi Uzerine Titanyum Dioksit Nanopartikiil Dozu ve..., TANATTI vd.

nanopartikilleri en sik kullanilan nanopartikdl tirlerdir
(Canhi ve Canli 2020).

Uretimlerine ve biiyiik miktarlarda kullaniimalarina bagli
olarak nanopartikiller hava, su, toprak ve sedimentte
salinima ve birikime neden olmaktadir (Martinez vd.
2020). Nanopartiklller ylzey sularina dogrudan veya
dolayli yollarla salinir. Nanopartikillerin gesitli alanlarda
kullanimina bagh olarak ylzey akigi ve yeraltina sizma
yoluyla suya ve yeralti suyuna ulasirlar (Simeonidis ve
Mourdikoudis 2023). Bu nedenle nanopartikillerin sagliga
ve cevreye olan olasi olumsuz etkileri son yillarda bilim

diinyasinda endise verici olarak nitelendirilmektedir

(Service 2005). Ayrica Uretimde kullanilan
nanopartikiillerin geleneksel aritma ile uzaklastirilmasi
zordur. Ancak, bu nanopartikiller icin su Kkirliligi

mevzuatinda herhangi bir kisitlama yoktur. Bununla
birlikte,
birikebilecegini ve

bircok calisma nanopartikiillerin  hiicrede

hiicre fonksiyonunu dogrudan
etkileyen iyonlar salabilecegini, bunun da DNA hasarina
ve nihayetinde hiicre 6limiine yol actigini kanitlamistir

(Xiong vd. 2011, Narayanan vd. 2024).

Mikroalgler, 151k ve inorganik besinleri tiketen ototrofik
organizmalardir (Markou ve Nerantzis 2013). Sucul
ortamlarda birincil Ureticiler olarak mikroalgler, blyiik
miktarda oksijen ve asimile edilmis Grunler saglar. Ek
olarak, mikroalgler zooplankton, balik ve bazi sucul
organizmalar i¢in dogrudan-dolayh besin saglar (Liu vd.
2022). Tek hicreli okaryotik bir mikroalg turid olan C
vulgaris, buyik miktarda protein, lipit ve diger biyoaktif
molekiiller icerir (Angelini vd. 2024, Van Nerom vd. 2024).

Sucul  organizmalarda,  nanopartikillerin  yuksek
reaktivitesi mutasyon, hicresel bitinlGgin bozulmasi,
oksidatif stres hasari, fotosentetik mekanizmalarin
bozulmasi ve toksik maddelerin salinmasi gibi birgok
zararh etkiye neden olur (Ahn vd. 2022, Van Nerom vd.

2024).

Reaktif oksijen turleri (ROS), hiicre zari, mitokondri ve
kloroplasttaki elektron sizintisi sonucu Uretilir (Rezayian
vd. 2019).
mikroalg hiicresinde ROS (superoksit anyon radikali (02"
), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikalleri (*OH)
Uretimine neden olur (lannelli vd. 2022, Noori vd. 2024).

Nanopartikillerin  mikroalglerle temasi,

Bu durumda mikroalg hicresi, dogal savunma

mekanizmasini kullanarak ROS'u detoksifiye etmeye
calisir. Alglerin benzersiz bir 6zelligi, siperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APOD) ve
rediktaz (GR) gibi

araciligiyla bir ROS temizleme mekanizmasina sahip

glutatyon antioksidan enzimler

olmalaridir (Mahana vd. 2021). Bu sistemdeki denge
mekanizmasinin bozulmasi mikroalg hiicresinde oksidatif

strese yol acgar. (Wang vd. 2024). Oksidatif stres, DNA,
RNA, proteinler ve lipitler gibi hiicresel bilesenlerde
oksidatif hasara neden olur (Sachdev ve Ahmad 2021).

Titanyum dogada en fazla bulunan dokuzuncu elementtir
ve metalik titanyumun okside olmus hali TiO2'dir (Shi vd.
2013). TiO2 nanopartikili ile farkli canlilarda gok sayida
toksisite calismalari literatiirde bulunmaktadir. 10, 30 ve
300 nm gaplarindaki TiO2
Pseudokirchneriella

nanopartikilinin tath
subcapitata Gzerindeki
ekotoksisitesinde farkli boyutlardaki nanopartikiillerin alg
blylimesi Uzerine engelleyici oldugu goézlenmistir
(Hartmann vd. 2010). n.TiO2'ye maruz kalan gokkusagi
alabaliklarinda oksidatif stres nedeniyle solungaglarinda
hasar meydana gelmistir (Federici vd. 2007). Daphnia’ nin
ortamina TiOz katilarak 48 ve 72 saat sonunda toksisite
Olcllmistir. 48 saatte ¢ok az toksisite belirlenirken, 72
saatte ylksek toksisite belirlenmistir (Zhu vd. 2010). Yesil
alg Desmodesmus subspicatus’un Nn.TiOz2'nin
maruziyetinde TiO2" nin toksisitede dnemli bir parametre
oldugunu belirtmistir (Navarro vd. 2008). Ayrica kiglk
partikiller biylk partikillerden ¢cok daha fazla toksisiteye
neden olmaktadir (Hund-Rinke ve Simon 2006). Farkh
¢aplarda (21 nm ve 1 um) TiO2 partikdllerinin ratlar
Uzerinde toksik etkileri 24 saat boyunca incelemislerdir.
Ratlara inhalasyon yoluyla alinan nano partikillerin
ratlarin omuz kasi arterlerinde bozukluklara neden
oldugunu tespit edilmistir (Nurkiewicz vd. 2008). C.
1 mg/L Ag-NP'ye

birakilmasiyla SOD aktivitesinin 2,15 kat arttigi ancak

vulgaris  mikroalglerinin maruz
ortama sistein eklendiginde mikroalglerde SOD ve CAT
aktivasyonu arttigi tespit edilmistir (Mahana vd. 2021). C.
vulgaris mikroalglerinde farkli konsantrasyonlarda (1-100
mg/L) n.TiO2 (<21 nm) maruziyetinde SOD ve APOD enzim
aktiviteleri azalirken, MDA, H20: ve klorofil pigmentinin
2022). Chlorella
elipsoidlerinin 1,25 uM konsantrasyonda TiO2 - NP'lere
SOD, peroksidaz (POD) ve CAT
aktivitesini onemli 6l¢lide artirdig bulunmustur (Matouke
vd. 2018). < 1ugm/L Al20s'e maruz birakilan Chlorella
elipsoidleri 13 nm ve < 50 nm biytklGgiindeki NP'ler ROS

arttigini  belirlenmistir  (Sezer vd.

maruz birakilmasi

ve laktat dehidrogenaz (LDH) seviyelerinde artisa neden
olmustur (Dalai vd. 2014).

Bu calismada, bircok sektorde yaygin olarak kullanilan, su
ve cevre icin 6nemli olan (<25 nm capindaki) TiO>
nanopartikilinin C. vulgaris mikroalgleri Gzerindeki
toksik etkileri
arastirilmistir.

ve alg blylmesi Uzerindeki -etkileri

Nanopartikdl konsantrasyonu  ve
fotoperidyot (aydinlik:karanlik (A:K) parametrelerinin C.
vulgaris mikroalgine toksik etkilerini belirlemek igin SOD,
APOD, MDA ve H202

nanopartikiillerin C. vulgaris bliyiimesi ve fotosentetik

analizleri yapilmistir. Ayrica
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aktivitesi Uzerindeki etkisi toplam askida kati madde
(AKM), klorofil (Chl-a ve Chl-b) ve lipid analizleri ile

belirlenmistir. Boylece su ortamindaki n.TiO2'nin
mikroalglerin  biliyiimesi, antioksidan enzimleri ve
fotosentetik  aktiviteleri  lizerindeki etkisi ortaya
konulmustur. Ayrica literatiirde pek caligiimayan

fotoperiyodun etkisi bu parametreler ile belirlenmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. C. vulgaris yetistirme ortami

C. vulgaris kiltiri  Sakarya Universitesi  Cevre
Mihendisligi laboratuvarinda yetistirilmistir. Alg besin
ortami olarak FeCls.6H20 (1,6mg/L), NazMo00a.4H.0 (6
pg/L), MgS04.7H.0 (0,05 g/L), K:HPOs4 (0,04 g/L),
CaCl2.2H20 (0,03 g/L), NaNOs (0,17 g/L), NaHCOs (0,17
g/L), MnCl2.4H20 (0,4 mg/L), CuS0O4.5H.0 (0,01 mg/L),
ZnS04.7H20 (0,02 mg/L), Na2EDTA (4,4 mg/L), H3sBOs (2,5
mg/L), biotin (0,05 pg/L), tiamin-HCl (0,1 mg/L),
CoCl2.6H20 (0,01 mg/L) maddeleri kullanilmistir. H2SeOs
(1,3 pg/L) ve B12 (0,05 pg/L) maddeleri mikroalg kalttiri
besiyerine asilanarak otoklavlanmis siselerde (200 ml)
blyitilmustir (Gunawan vd. 2013). Alg hicreleri, alg
biiyiime odasinda 100 umol foton/m?s isik yogunlugunda
sogutmali beyaz floresan lambalar i1sik kaynagi altinda 25
°C’ de 12A:12K fotoperiyot dongisliyle blyitulmustar. .
C. vulgaris mikroalgi 1-2 giinde lag fazini tamamlayarak
logaritmik faza geg¢mektedir. Bu nedenle deneyler
logaritmik fazin baslangici olan 3. giin baslatilmistir. Alg
kaltirinun yetistirilmesi igin kullanilan tiim kimyasallar

Merck markasindan temin edilmistir.

2.2. Deneysel tasarim

Bu calismada, C. vulgaris mikroalgi Uzerine <25 nm
gapinda  TiO2  nanopartikdl

etkisi

konsantrasyonu  ve

fotoperiyodun arastinlmis  olup C. vulgaris
mikroalginin blylmesi, antioksidan enzim aktivitesi, lipid
peroksidasyonu ve lipid miktarlarindaki degisimler
n.TiO2 Sigma Aldrich

markasindan tedarik edilmistir. 1 g/L n.TiO2 stok ¢ozeltisi

incelenmistir. <25 nm c¢aph

30 dakika boyunca bir sonikatérle homojenize edilerek

hazirlanmistir.  n.TiO2  konsantrasyonunun  etkisini
arastirmak icin 2,5, 5, 10, 25, 50 ve 75 mg/L
konsantrasyonlarinda deneyler yuratilmastir.

Fotoperiyodun etkisinin belirlenmesi icin 6 saat
aydinlik:18 saat karanlik (6A:18K), 12 saat aydinlk:12 saat
karanlik (12A:12K), 18 saat aydinlik:6 saat karanhk
(18A:6K), 24 saat aydinlik: 0 saat karanlk (24L:0K)
cahismalari ylrtttlmustar.

2.3. n.TiO2’ nin karakterizasyonu

n.TiO2 partikilinin ylizey morfolojisi taramali elektron

mikroskobu (SEM) ile incelenmistir. TiO2

nanopartikilinin 2 um o6lgekli SEM analizi Sekil 1'de
verilmistir. SEM analizinden nanopartikiiliin homojen
caplarda dagihmi oldugu gorilmektedir.
Nanopartikillerin yiizey alanlari Brunauer-Emmett-Teller
(BET) ile tespit edilmistir ve n.TiO2’nin BET ylizey alani
134,481 m?/g ve adsorpsiyon yiizey alani 106,344m?/g
olarak  6lgUlmastar.
potansiyellerinin pH ile degistigi bilmektedir. Bu nedenle

TiO2 nanopartikilinin pH’a bagl zeta potansiyelleri

Ayrica nanopatikillerin  zeta

Olctlmus olup Sekil 2’de verilmektedir. Yaklasik olarak pH
10’da TiO2 nanopartikilinin Zeta potansiyel degeri sifir
civarindandir. pH 10’ un altinda zeta potansiyeli pozitif
olurken pH 10’ un Uzerindeki pH degerlerinde Zeta
potansiyeli negatif degerlerdedir.

30

20 ©

10

Zeta potansiyeli (mV)
=]

pH

Sekil 2. TiOy' nin pH’ a bagh Zeta potansiyeli
2.4. Antioksidan Enzim Aktivitesi Analizleri

Toksisite ¢alismalarinda SOD ve APOD analizleri igin 2 ml
alg kaltird 4 °C'de 14000 rpm'de 20 dakika santrifiij
edilmistir. SOD aktivitesi 6lciimleri Beyer ve Fridovich'in
(Beyer ve Fridovich 1987) modifiye edilmis yontemine
gore uygulanmistir. Peletler potasyum-fosfat (100 mM),
sodyum EDTA (1 mM) ve %2 polivinilpirolidon igeren
¢Ozelti ile pH 7’ de ekstrakte edilmistir. Ekstrakte edilen
ornekler 4 °C'de 14000 rpm'de 20 dakika santrifijlenerek
analiz icin stpernatant kismi ayrilmistir. Numunelere
siraslyla %1 triton, potasyum fosfat tamponu (100 mM)
(pH 7,8), nitroblue tetrazolyum (5.7x10° M), metiyonin
(9.9x103 M) ve riboflavin (0.9 uM) eklenerek reaksiyon
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Daha sonra 15 dakika boyunca 375
umol/m?s 1sikta bekletilmistir. Numuneler 560 nm'de
spektrofotometrede (Merck Marka, Pharo 300 model)
Olgllmustir (Tekbaba vd. 2021, Sezer vd. 2022). APOD
antioksidan enzim aktivitesi, askorbatin oksidasyonunun

baslatiimistir.

290 nm'deki tikenme hizini tahmin ederek Wang vd.
(1991) tarafindan modifiye edilmis yonteme uygun
sekilde gergeklestirilmistir. Peletler 1 mM sodyum EDTA,
50 mM Tris-HCI (pH 7,2), %2 PVP ve askorbat (2 mM)
iceren ¢ozelti ile ekstrakte edilip, ekstraktlar 14000 rpm’
de 20 dakika boyunca 4 °C' de santrifiij edilmis ve
sipernatant kisim ayrilmistir. APOD aktivitesi, askorbatin
sénim katsayisi (E = 2,8 mM/cm 290 nm' de) ile baslangi¢
reaksiyon hizi kullanilarak hesaplandi (Tekbaba vd, 2021,
Wang vd. 1991). Bu asamada kullanilan tiim kimyasallar
Bu asamada kullanilan tum kimyasallar Sigma Aldrich'ten
temin edilmistir.

2.5. Malondialdehit (MDA) ve Hidrojen Peroksit (H202)
Analizleri

15 mL'lik mikroalg numunesi 4 °C' de 4.000 rpm'de 15
dakika santrifiij edilerek elde edilen peletler 5 mL %0,1
triklorik asit (TCA) ile ekstre edilmis ve tekrar 10 dakika
santriflj edilmistir. 0,5 mL slipernatant 1 mL triklora asit -
tiyobarbiturik asit (TCA-TBA) ¢6zeltisi ve 0,5 mL 0,1 M
Tris—HCl ile karistirilmistir. Ardindan numuneler 95 °C' de
su banyosunda 30 dakika bekletilmistir. SOnim katsayisi
MDA
spektroskopik 6l¢ctimleri 532 ve 600 nm dalga boyunda

kullanilarak hesaplamasi icin  numunelerin
Ol¢lilmustir ve MDA degeri hesaplanmistir. (Tekbaba vd.
2021). H202 miktari belirlenirken 0,5 mL siipernatantta
0,1 M Tris-HClve 1 M Kl ¢6zeltilerinden 1 mL ilave edilerek
390 nm'de olg¢llmustir (Tunca vd. 2020). MDA ve H>0>
kullanilan ~ tim Merck

analizlerinde kimyasallar

markasindan temin temin edilmistir.

2.6. Klorofil pigmenti analizi ve Askida kati madde
analizi

Klorofil analizi igin (Chl-a ve Chl-b) 5 mL mikroalg kultur
4000 rpm' de 10 dakika santriftj edildikten sonra elde
edilen peletler 5 mL ultra saf ve metanol (Merck)
kullanilarak  homojenizasyonu yapilmistir.  Karisim
kuvvetlice ¢alkalandiktan sonra 24 saat boyunca 4 C'de
inkiibe edilmistir. Numuneler 5 dakika (10000 rpm)
santriflj edilmis ve Ust fazin 630, 647, 663 ve 664 nm' de
UV-Vis spektrofotometresi (Merck Brand, Pharo 300
modeli) absorbans degerleri 6lglilmustir (US EPA, 2024).
olarak ultra saf

Absorbanslarin duzeltilmesi kontrol

metanol ile yapilmistir (Porra 2002, Deng vd. 2017).

Denklem (1) ve (2) kullanilarak Klorofil-a (Chl-a) ve
Klorofil-b (Chl-b) hesabi yapiimistir.

Chl—a (%) = [11,85 x (Age3) = 154 X (Aesr) = 0,08(Ues)] x 52 (1)

Chl—b (2) = [21,03 X (Ags7) — 543 X (Ages) — 266 (Ag30)] X % (2)

Burada; F: Seyreltme faktori, E: Ekstraksiyon igin
kullanilan aseton miktari (mL), V: Filtrelenmis su hacmi (L),

L: Kuvars kiivet uzunlugu (cm)

Biyokitle degisimini izlemek amaciyla 10 ml mikroalg
numunesinde Standart Metodlar 2540 D' ye gére askida
katl madde analizi yapilmistir (APHA 2017).

2.7. Lipid analizi

Hasat edilen mikroalg kitlesi 60 °C’ de kurutulmus ve
hiicre yapisinin bozulmasi icin hacimce %70 nitrik asit ve
%70 sulfurik asit iceren hidrotermal asit uygulamasina
maruz birakilmistir. Daha sonra parcalanan numunenin 1
g’ 1 10 mL kloroform ve 10 mL metanol ile karistirilarak
homojenize edilmistir. Homojenize edilen numunelere
ayni hacimde kloroform eklenip 30 saniye karistiriimis
olup sonrasinda ¢ozeltiye 10 ml distile su eklenip 30
saniye daha kanstinlmistir. Son olarak su banyosunda
miktari olarak

buharlastirilarak lipit gravimetrik

belirlenmistir (Katircioglu Sinmaz vd. 2023).
2.8. istatistiksel analiz

istatistiksel SPSS 20.0 paket
programinda tek yonli varyans analizi (ANOVA) ile analiz

analiz igin  veriler
edilmis ve degiskenler arasindaki farki belirlemek igin LSD
testi yapilmistir. Her bagimsiz degisken igin uygulama ve
cesitler arasindaki farkin anlamlilik kontrolii %5 diizeyinde
hesaplanmistir.

3. Deneysel Bulgular ve Tartisma
3.1. n.TiO2 dozunun C. vulgaris mikroalgi Gizerine etkisi

C. vulgaris mikroalginin bulundugu ortama farkl dozlarda
(2,5, 5, 10, 25, 50 ve 75 mg/L) n.TiO2 saglanmasiigin 1 g/L
n.TiO2 stok ¢ozeltisi kullanilmistir. Mikroalgler UGzerine
dozun etkisi belirlenirken C. vulgaris ¢ozeltileri 24 saat
boyunca 100 umol foton/m?s 1sik yogunlugunda sogutucu
beyaz floresan lambalar altinda tutulmus ve surekli
calkalanmistir. Calismada yapilan tim deneyler 3 tekrarli
olarak 25 °C'de gergeklestirilmistir.

Sekil 3’ de n.TiO2 dozunun C.vulgaris mikroalgindeki SOD
ve APOD antioksidan enzim aktivitesi Uzerine etkisi
gosterilmektedir. SOD antioksidan enzim aktivitesi
kontrol grubuna goére 10, 25, 50 ve 75 mg/L n.TiO:
dozunda istatistiksel olarak anlamli artis gostermistir
(p<0,05). APOD antioksidant enzim aktivitesi ise 25 mg/L
n.TiO2 dozunda anlaml azalis gésterirken 50 mg/L n. TiO2
dozunda anlamh artis gostermektedir (p<0,05). SOD
miktarindaki kontrol grubuna gore ylzdesel degisim 2,5
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ve 5 mg/L n.TiO: %4 azalma
egilimindeyken 5 mg/L n.TiO2 dozundan sonra ortalama
%50 artis egilimindedir. APOD antioksidant enzim
aktivitesinde ise 2,5, 5, 25 ve 75 mg/L n.TiO2 dozlarinda
kontrol grubuna gore ylizdesel azals sirasiyla %15,45,
%8,9, % 33,9 ve %17,67 olarak bulunmugken 10 ve 50

mg/L’deki yuzdesel artis ise sirasiyla %3,65 ve %53,14

dozunda yaklasik

olarak belirlenmistir. Mikroalg hticrelerindeki asiri ROS,
mikroalgin biyokimyasal ve fizyolojik islevlerine zarar
verebilir. Bu durumda, mikroalg hucrelerinin antioksidan
sistemi, asirn ROS' u temizlemek ve oksidatif hasari
onlemek igin aktive olur (Gauthier vd. 2020). SOD, algler
icin reaktif oksijen tirlerinin (ROS) toksik etkilerini
azaltmaktan ve oksidatif stresi onlemekten sorumlu
onemli bir enzimdir (Li vd. 2024). SOD, antioksidan
sistemindeki ilk savunma hattidir ve hiicrelerdeki serbest
radikalleri giderebilir ve H202 Uretmek igin ROS ile
reaksiyona girebilir (Vazquez-Mufioz vd. 2019). Bununla
birlikte SOD hiicreleri oksidatif hasara karsi korur (Barari
vd. 2024). Oksidatif stres SOD tarafindan tamamen
ortadan kaldirilmaz ve buna eslik eden hiicre yapisi
hasarindaki artis kaginilmazdir (Turkmen vd. 2024). He
vd. (2013)’e gore hiicrenin ortamdaki n.TiO2 dozuna bagli
olarak lipit yikim etkisine karsi savunma yaptigini gosterir
(He vd. 2015). Bu nedenle, n.TiO2 dozlarina bagh olarak
SOD ve APX enzim aktivitesinde dalgalanmalar meydana
gelir (Sezer vd. 2022).

)IKI s
180 '|' SOD m APOD
= 160 T T
E 140 -|—
;33 120
E 100 T T T
; 60
40
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0 I
Kontrol 2,5 5 10 75 50
n.Tio, dozu (mg/L)
Sekil 3. n.TiO; dozunun SOD ve APOD zerine etkisi

(fotoperiyot: 24A:0K, maruziyet slresi: 24 saat)

n.TiO2 bulunan ortamda C. vulgaris mikroalginde MDA ve
H202 miktarindaki degisim Sekil 4° de verilmektedir.
Kontrol grubuna gére MDA miktarinda 2,5 mg/L n.TiO2
dozunda istatistiksel olarak anlamli artis gosterirken H202
miktarindaki degisim ise 25 mg/L n.TiO2 dozunda anlamli
azalis gostermektedir (p<0,05). 2,5 mg/L n.TiO2 dozunda
kontrol grubuna gore MDA miktarindaki ylizdesel degisim
%24,59 iken 25 mg/L n.TiO2 dozunda H202 miktarindaki
yuzdesel degisim %31,24 olarak meydana gelmistir.
Hicreler kirleticiler tarafindan strese sokuldugunda bir
dizi reaktif oksijen tiirii (ROS) Uretilir (Zhang vd. 2023).
Buna ek olarak dis stres kosullari altinda da mikroalg
hiicrelerindeki molekiler oksijen, ROS olusturmak (izere

uyarilabilir (Hasanuzzaman vd. 2020). Genellikle asiri ROS,
doymamis yag asitleriyle peroksidasyona neden olarak
MDA dretir. MDA lipid peroksidasyonunun bir Granadar
ve varhgl stres altinda lipid hasarinin derecesini
aciklayabilir (Chen vd. 2023). Ayrica, SOD ve APOD' ta
azalma/artis oldugunda, MDA ve H20:' de de artis/azalma
olmaktadir. Enzim aktiviteleri ile lipid peroksidasyon
parametreleri arasinda ters bir iligki vardi. Bunun nedeni,
mikroalg hicresindeki enzimatik savunma yeterli
olmadiginda, lipid peroksidasyonunda artis meydana
gelmesidir. C. vulgaris hicrelerinin hiicre ici MDA igerigi
kontrol grubundakilerden daha yiksek olmasi, C. vulgaris
hiicrelerinin lipid peroksidasyonuna yol agtigini ve bunun
da membran akiskanligina, gegirgenligine ve hicre
membran bitunligine zarar verdigini géstermektedir.
(Yang vd. 2024). TiO2 NP'lerinin varhgi alg hucrelerinde
ROS ve MDA'yl artirdigi ve SOD ve CAT aktivitelerini
ozellikle UW'de degisen derecelerde artigi belirlenmistir.
Alg hiicrelerinde ROS Uretiminin neden oldugu oksidatif
stres tepkisine bagh oldugu ve bu tepki antioksidan
enzimlerin seviyesini degistirdigini ve oksidasyon ile
redlksiyon arasindaki dengeyi bozdugu belirlenmistir (Li
vd. 2015).

140
MDA WH202

T

20 L
o0 | T T
T T 1
0 | |
0 |
Kontrol 2.5 5 10 25 50 5

n.Ti0, dozu (mg/L)

Sekil 4. n.TiO, dozunun MDA ve H,0, lizerine etkisi (fotoperiyot:
24A:0K, maruziyet siiresi: 24 saat)

Chlorella vulgaris'in 24 saat boyunca 24A:0K fotoperiyotta
TiO2nanopartikillerine maruz birakilmasi  sonucunda,
farkh dozlarda Chl-a ve Chl-b pigmentlerinde kontrol
grubuna gore degisimler Sekil 5'de ylizdesel degisim
olarak verilmistir. 2,5 ve 5 mg/L n.TiO2 dozunda kontrol
grubuna gore Chl-a miktarinda azalma gozlemlenirken 5
mg/L n.TiO2 dozundan sonra Chl-a miktarinda artma
gozlemlenmistir. Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli degisim 10 ve 25 mg/L n. TiO2 dozlarinda olup
anlamh artis seklindedir (p<0,05). Chl-b miktarlarinda ise
kontrol grubuna gore artis egilimi olup istatistiksel olarak
anlamli artislar 5,10 ve 50 mg/L n.TiO; dozlarinda elde
edilmistir (p<0,05). 10 ve 25 mg/L n. TiO2 dozundaki Chl-a
miktarindaki ylzdesel artis sirasiyla %41,18 ve %24,02
olarak bulunmustur. Chl- b miktarindaki ylzdesel artis ise
5 mg/L n.TiO2 dozunda %29,51, 10 mg/L n.TiO2 dozunda
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%36,07 ve 50 mg/L n.TiO2 dozunda %34,43 olarak elde
edilmistir. Sezer vd. (2022) ye gobre n.TiO2 dozunun
artmasiyla birlikte C. vulgaris mikroalglerindeki Chl-a
miktari da artmistir. Ozellikle 50 ve 100 mg/L'lik yiiksek
konsantrasyonlarda Chl-a miktari daha fazla arttigini
rapor etmislerdir (Sezer vd. 2022). Deng vd. (2017)’nin
yaptigi
diatomunda n.TiOz ¢alismasinda Chl-a miktarinin 6zellikle
yuksek dozlarda (10, 20 ve 40 mg/L) arttigini bildirmistir
(Deng vd. 2017). C. reinhardetii algleri izerine n.TiO2'nin

calismada Phaeodactylum tricornutum

toksik etkisi incelendiginde ve Chl-a konsantrasyonunda
zamanin artmasina bagl olarak artislar meydana geldigini
belirlenmistir (Chen vd. 2012).

Chl-a mChl-b
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120 1
T
= 100 | T
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0

Kontrol 25 5 10 25 50 75

n.Tio, dozu (mg/L)

Yizdesel degisi

Sekil 5. n.TiO; dozunun Chl-a ve Chl-b tzerine etkisi (fotoperiyot:
24A:0K, maruziyet siiresi: 24 saat)

n.TiO2’'nin

mikroalglerinin biyokitlesi ve

dozunun  artirlmasinin  C vulgaris

lipid miktari Gzerine
etkilerini Sekil 6’ da verilmektedir. Mikroalgler artan
dozlarda n.TiO2" ye maruz birakildiginda, kontrol grubuna
%20’
meydana gelmistir. C. vulgaris mikroalginde 2,5 mg/L
n.TiO2 dozundan 25 mg/L n.TiO2 dozuna kadar lipid

olusumunda azalma goézlemlenirken 75 mg/L n. TiO2

gore kiyasla biyokiitlede maksimum lik artis

dozunda lipid miktarinda artis meydana geldigi
gozlemlenmistir. Kontrol grubuna goére 10 ve 25 mg/L n.
TiO2 dozunda istatistiksel olarak anlamli azals olurken 75
mg/L n.TiO2 dozunda anlamli artis olmaktadir (p<0,05). 75
mg/L n.TiO> dozunda 135 mg/L lipid miktarinda artis

oldugu tespit edilmistir.

100 z 2
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Kontrol 2,

AKM ® Lipid

T T I |
-
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n.Tio, dozu (mg/L)

Yuzdesel degisim (%)

Sekil 6. n.TiO, dozunun AKM ve lipid lzerine etkisi (fotoperiyot:
24A:0K, maruziyet siiresi: 24 saat)

3.2. Fotoperiyodun C. vulgaris mikroalgi lizerine etkisi

25 mg/L n.TiO: igeren bir alg ¢o6zeltisi, 1 g/L n.TiO2 stok
¢Ozeltisi kullanilarak hazirlanmigtir. Hazirlanan bu alg
cozeltilerinin aydinlik ortamini 100 umol foton/m?2s isik
yogunlugunda sogutulmus beyaz floresan lambalar ile
saglamis olup deneyler 25 °C'de gergeklestirilmistir. C.
vulgaris mikroalginin 24 saat maruziyet sliresinde 6A:18K,
12A:12K, 18A:6K ve 24A:0K fotoperiyotlar icin SOD, APOD
enzim aktivitesi, MDA, H20., Chl-a, Chl-b ve lipid miktarlar
olgllmustdr. tekrarh  olarak

Tim  deneyler 3

gerceklestirilmigtir.

Fotoperiyot mikroalglerin gelisimi icin 6nemli bir
parametredir. Daha uzun veya daha kisa aydinlatma
slrelerinin mikroalg hicreleri lzerindeki stres etkisini
bilinmektedir. C. mikroalgine
farkli APOD
antioksidan enzim aktivitesi lizerine olan etkisi Sekil 7’de
Sekil 7 incelendiginde, 18A: 6K
fotoperiyodunda SOD ve APOD antioksidan enzim

artiracagini vulgaris

uygulanan fotoperiyotlarin  SOD ve
verilmistir.

aktiviteleri kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamh bir azals gostermistir (p<0,05). SOD
antioksidan enzim aktivitesinin APOD antioksidan enzim
aktivitesi ile ters orantili olmasinin nedeni azalmasinin
nedeni n.TiO: tarafindan O: ve diger serbest radikallerin
Uretilmesidir.

140

500 ®APOD
120
T
100 T
) I
0 T
) I
60
a0 i
20
. 6A:18K 240:0K

12A:12K 18A:6K

Yizdesel defisim (%)

Kontrol
Fotoperiyot (A:K)
Sekil 7. Fotoperiyodun SOD ve APOD {izerine etkisi (n.TiO, dozu:
25 mg/L, maruziyet siresi: 24 saat)
Fotoperiyodun C. vulgaris mikroalginin kontrol grubuna
gore MDA ve H202 miktarlarindaki degisimi Sekil 8’ de
verilmektedir. 18A:6K ve 24A:0K fotoperiyotlarda kontrol

grubuna gore MDA ve H20: de istatistiksel olarak anlamli
artislar gorilmektedir (p<0,05). C. vulgaris mikroalginde

MDA miktarindaki artis stres kosullari nedeniyle
antioksidan  enzimlerin  aktivitesinin  yavaslamasi
nedeniyle de gozlemlenmis olabilir. Bu da MDA

miktarinda artisa neden olur. Literatiirde yapilan

calismalar incelendiginde aydiklik:karanlk sirelerinin
mikroalg hiicreleri Gzerine stres olusturacagl bunun da

mikroalg hiicrelerinde asiri  ROS birikimi ve lipit
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oksidasyonuna yol agacagini gostermistir. 20L:4D
ROS ve MDA igerigi, 8L:16D
fotoperiyodundakinden daha yiiksek olarak bulunmus ve
bu da daha suresinin  mikroalg
hicrelerinde daha belirgin oksidatif hasara neden

oldugunu gostermistir (Chen vd. 2023).

fotoperiyodundaki
uzun aydinlatma
200
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Fotoperiyot (A:K)
Sekil 8. Fotoperiyodun MDA ve H,0; izerine etkisi (n.TiO, dozu:
25 mg/L, maruziyet siresi: 24 saat)

160
140

. 120

Chl-a hl-b
0 | I I I |

1BAEK

8

Yiizdesel degisim (%)
=
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Sekil 9. Fotoperiyodun Chl-a ve Chl-b {izerine etkisi (n.TiO, dozu:
25 mg/L, maruziyet siresi: 24 saat)

Farkh birakilan  C.
mikroalglerinde Chl-a ve Chl-b miktarlarindaki yizdesel
degisim Sekil 9’da verilmistir. 24A:0K fotoperiyodunda
Chl-a ve Chl-b pigmentlerinde kontrol grubuna goére artis
varken 12A:12K ve 18A:6K fotoperiyotlarinda Chl-b
pigmentinde azalma oldugu tespit edilmistir. Nikel oksit

fotoperiyotlara maruz vulgaris

nanopartikiillerinin Chlorella vulgaris Uzerine etkisinin
incelendigi bir calismada nanopartikillerin alg gelisimini
inhibe ettigi ve klorofil-a miktarini azalttigi sonucuna
varilmistir (Gong vd. 20219).
benzer

Baska bir calismada ise
sekilde diatom Phaeodactylum tricornutum
Uzerinde n.TiO2 maruziyeti ile klorofil miktarinin azalttig
belirtilmistir (Wang vd. 2016). Alg biyliimesinde belirli bir
slire 151k enerji dontsiimiine ve biyokitle tiretimine katki
saglamaktadir. Stirekli 1sik maruziyeti sonucunda mikroalg
hiicresinde fotoinhibisyon meydana gelmektedir. Buda
Chl-a miktarinda azalmaya sebep olmaktadir. Ayrica
aydinlatma siresinin azaltilmasinda fotosentez sirasinda

alg tarafindan yakalanabilen elektron miktarini azaltarak

fotosistemde elektron transferinin engellemektedir ve
Farkh
fotoperiyotlar migroalglerin biyokimyasal ve pigment
yapisinda farkliliklara sebep olmasi Chl-a ve Chl-b
miktarindaki degisimi etkilemektedir (Gao vd. 2022).

Chl-a miktarinda degisime sebep olmaktadir.

Sekil 10’ da n.TiO2" nin C. vulgaris mikroalginin biyokutlesi
ve lipid miktarina tzerine farkli fotoperiotlarda etkisini
gostermektedir. 6A:18K fotoperiyotta AKM miktari
kontrol grubuna gore azalmisken diger fotoperiyotlarda
artmistir. Kontrol grubuna gére biyokutledeki en anlamli
artis 12A:12K fotoperiyotta elde edilmistir (p<0,05). C.
vulgaris mikroalginin lipid miktari kontrol grubuna gore
azalma egilimde iken en fazla azalma %35,72 ile 24A:0K
fotoperiyodunda belirlenmistir. Nanopartikiillerin suya

salinimi, bu nanopartikiillerin alglerle daha fazla
etkilesime girmesine ve bir kompleks olusturmasina yol
acarak bliyiime ve fotosentezdeki farklari olusturmaktadir
Alg Hucre boyutlarindaki farkliliklarda biyokitle artis ve

azalhislarinda etkili oldugu bilinmektedir (Liu vd. 2024).

AKM W Lipid
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Kontrol BA18K 12A:12K 24808
Fotoperiyot (A:K)

Sekil 10. Fotoperiyodun Chl-a ve Chl-b {izerine etkisi (n.TiO
dozu: 25 mg/L, maruziyet siiresi: 24 saat)

4. Sonuglar

n.TiO2 nanopartikil dozunun ve fotoperiyodun Chlorella

vulgaris  mikroalgindeki  biyokimyasal parametreler
Uzerindeki etkilerini sistematik bir sekilde incelenmis
olmasi bu ¢alismanin yenilik¢i yénidir. Ozellikle, n.TiO;
dozlarinin, mikroalglerin antioksidan enzim aktiviteleri,
pigment icerigi, biyokutle ve lipid Uretimi gibi farkl
metabolik siirecler tzerindeki etkilerini detayli bir sekilde
bir katki

saglamaktadir. Ayrica, ¢calismanin fotoperiyot degiskenine

ortaya koymasi, alandaki literatiire 6nemli
de yer vererek, farkli isik kosullarinin mikroalg gelisimi ve

metabolizmasi (zerindeki etkilerini incelemesi, bu
alandaki diger arastirmalardan farkl olarak ¢ok boyutlu
bir yaklasim sergilemektedir. Mikroalg gelisiminde farkl
cevresel kosullarin (nanopartikil varligi ve fotoperiyot) bu
mikroalglerin biyokimyasal ve fizyolojik tepkilerine nasil
etki ettigini ortaya koyan kapsamli bir arastirma olarak

venilikgi bir deger tasimaktadir.

1267



Chlorella vulgaris Mikroalginin Oksidatif Stres ve Biiyiimesi Uzerine Titanyum Dioksit Nanopartikiil Dozu ve..., TANATTI vd.

Farkli konsantrasyonlarda n.TiO2" ye maruz birakilan C.
vulgaris' te, SOD aktivitesinde dozun miktarinda bagl bir
tepkiye neden oldugunu ve daha yiksek nanopartikil
(75 mg/L)
gozlemlendigini ortaya koymustur. SOD miktarindaki artis

konsantrasyonlarinda onemli bir artis
n.TiO2' nin oksidatif stres indukleyicisi olarak hareket
ettigini ve gelismis antioksidan savunma mekanizmalarini
tetikledigini gostermektedir. APOD aktivitesi 25 ve 50
mg/L n.TiO2 konsantrasyonlarinda kontrol grubuna goére
olup bu
dengesinde bir bozulma oldugunu géstermektedir. Ayrica

azalma gostermis dozlarda antioksidan
C. vulgaris mikroalginde n.TiO: tarafindan indiklenen
oksidatif stresi olustugu MDA ve H;0: seviyelerindeki
onemli degisiklikler olmasi da desteklemekmistir. Dlsiik
n.TiO2 dozlarinda MDA miktarlarindaki degisim bir artis
gosterirken, H202 miktarlarindaki degisim daha yuksek
n.TiO2 MDA

miktarindaki miktarindaki

dozlarinda bir azalma goOstermistir.
H20:2
azalma/artis seklindeki ters orantili degisimler n.TiO2'nin
belirli

glclendirebilecegini,

artis/azalma  ve

mekanizmalari
daha
konsantrasyonlarda oksidatif hasara da neden oldugunu

orta  dozlarda koruyucu

ancak yuksek
gbstermektedir. Distk n.TiO2 konsantrasyonlarinda (2,5
ve 5 mg/L) Chl-a miktarinda azalma gosterirken daha
yuksek konsantrasyonlarda artma gostermektedir. Buna
ek olarak Chl-b miktarinda n.TiO2 dozunun artisi ile artis
meydana gelmistir.

Bu calismanin diger onemli bir yoénu ise farkl
fotoperiyotlarin C. vulgaris' in biyokimyasal ve fizyolojik
tepkilerinin incelenmis olmasidir. Farkli fotoperiyotlarda
(6A:18K, 12A:12K, 18A:6K ve 24A:0K) mikroalgin enzim
aktivitelerini, pigment miktarini ve biyokitle Uretimini
18A:6K

enzim

onemli degistirdigi  gosterilmistir.
APOD

aktivitelerinde 6nemli bir azalmaya neden oldu ve bu da

Olgude
fotoperiyodu SOD ve antioksidan
uzun sdreli 151k maruziyetinin alglerde stres tepkisine
katkida bulunabilecegini gosterdi. Buna karsilik, en olumlu
hem Chl-a Chl-b
konsantrasyonlarinda ve biyokitle Uretiminde artis
24A:0K
mikroalginde olumlu etkilere sebep oldugu ortaya

etkileri gosterdi ve hem de

fotoperiyodu belirlenmis olup  C.vulgaris

konmustur. Fotoperiyot parametresinin alg
metabolizmasini ve genel blylimeyi dizenlemede 6nemli
bir rol oynamasi nedeniyle mikroalg vyetistiriciliginde
aydinlk:karanhk oranlarinin optimize edilmesinin dnemi

bu calisma ile ortaya ¢ikmaktadir.

Sonug olarak, n.TiO2 dozu ve fotoperiyot parametrelerinin
Chlorella vulgaris'in biyokimyasal siregleri arasindaki
karmasik iliski bu calismada vurgulamaktadir. Farkli n.TiO2
dozunun hem antioksidan savunma mekanizmalarinin
uyaricilari hem de oksidatif stres indikleyicileri olarak

Bunula birlikte
fotoperiyot dongileri mikroalg gelisimini diizenleyerek

hizmet edebilecegini gostermektedir.

pigment Uretimi, biyokitle birikimi ve lipit olusumu gibi
temel metabolik siiregleri etkilemektedir. Calismada elde
edilen veriler dogrultusunda gelecekte farkli partikiller
veya farklh fotoperiyot dongiilerinde ¢alismalara destek
saglayacaktir.
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