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Öz 

Bu çalışmada, TiO2 nanopartikülünün Chlorella vulgaris 
mikroalgindeki çeşitli biyokimyasal ve fizyolojik büyümesi 
üzerine etkileri incelenmiştir. Farklı n.TiO2 konsantrasyonlarının 
(2,5, 5, 10, 25, 50, 75 mg/L)  ve farklı fotoperiyodun (6A:18K, 
12A:12K, 18A:6K ve 24A:0K) SOD ve APOD antioksidan enzim 
aktiviteleri, MDA ve H2O2 miktarları, Chl-a ve Chl-b pigmentleri, 
AKM ve lipid üzerindeki etkisi değerlendirilmiştir. Yüksek n.TiO2 
dozlarında kontrol grubuna SOD ve MDA miktarında artış 
gözlemlenirken APOD ve H2O2 miktarlarında azalma 
gözlemlenmiştir. Yüksek nanopartikül konsantrasyonlarına 
maruz kalan C. vulgaris mikroalg hücrelerinde oksidatif stres 
oluştuğu belirlenmiştir. Chl-a, Chl-b ve AKM parametreleri 
n.TiO2 dozuna bağlı olarak değişkenlik göstermekte olup 10 ve 
50 mg/L n.TiO2 dozları aralığında artış göstermiştir. Lipid 
miktarındaki değişim ise düşük n.TiO2 dozlarında azalma 
eğilimde olduğu bulunmuştur. Farklı fotoperiyotlarda oksidatif 
stresin arttığı, 12A:12K fotoperiyotta ise toksik etkileri kısmen 
azaldığı gözlemlenmiştir. MDA ve H2O2 miktarlarındaki değişim 
12A:12K ve 18A:6K fotoperiyotlarında olduğu belirlenmiştir. 
Klorofil pigmentleri, AKM ve lipid miktarında kontrol grubuna 
göre anlamlı değişim 12A:12K ve 24A:0K fotoperiyotta belirgin 
artış şeklinde olmaktadır. Farklı n.TiO2 partikül dozlarının ve 
farklı fotoperiyotların C. vulgaris' in metabolik süreçleri 
arasındaki karmaşık etkileşimlere değerli sonuçlar sunarak, 
nanopartikül tabanlı ortamlardaki mikroalg tepkilerinin ve 
sürdürülebilir biyoteknolojideki potansiyel uygulamalarının 
anlaşılmasına bu çalışma ile katkıda bulunmaktadır. 

 
Anahtar Kelimeler: n.TiO2, antioksidan enzim aktivitesi, MDA, Klorofil, 
Lipid

Abstract 
In this study, the effects of TiO2 nanoparticles on various 
biochemical and physiological growth of Chlorella vulgaris 
microalgae were investigated. The effects of different n.TiO2 
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 H2O2 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.TiO2 doses, a decrease in APOD and H2O2 

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.TiO2 dose and increased between 10 
and 50 mg/L n.TiO2 doses. The change in lipid amount was found 
to decrease at low n.TiO2 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 H2O2 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.TiO2 particle doses and different 
photoperiods, and to the understanding of microalgae 
responses in nanoparticle-based environments and their 
potential applications in sustainable biotechnology. 
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1. Giriş 

Nanoteknoloji, uzun yıllardır araştırılan ve en hızlı gelişen 

teknoloji alanlarından biridir (Sizochenko vd. 2021, 

Narayanan vd. 2025). Nanopartiküller, benzersiz yapıları, 

geniş yüzey alanı, yüzey modifikasyon kabiliyeti, yüksek 

reaktivite, optik özellikler ve manyetik özellikler gibi 

birçok özelliğe sahiptir (Kalitsov vd. 2024, Yahyaee vd. 

2024). Küresel olarak, tıp, ilaç, kişisel bakım, ev ve bahçe 

ürünleri, otomotiv, gıda, elektronik, tekstil, su ve atık su 

arıtımı gibi birçok sektörde nanopartiküller 

kullanmaktadır (Aksu vd. 2022, Barbero vd. 2021, Malik 

vd. 2023). Endüstrilerde Ag, Ti, Cu, Zn, Fe, Ce ve Al 
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nanopartikülleri en sık kullanılan nanopartikül türlerdir 

(Canlı ve Canlı 2020). 

Üretimlerine ve büyük miktarlarda kullanılmalarına bağlı 

olarak nanopartiküller hava, su, toprak ve sedimentte 

salınıma ve birikime neden olmaktadır (Martínez vd. 

2020). Nanopartiküller yüzey sularına doğrudan veya 

dolaylı yollarla salınır. Nanopartiküllerin çeşitli alanlarda 

kullanımına bağlı olarak yüzey akışı ve yeraltına sızma 

yoluyla suya ve yeraltı suyuna ulaşırlar (Simeonidis ve 

Mourdikoudis 2023). Bu nedenle nanopartiküllerin sağlığa 

ve çevreye olan olası olumsuz etkileri son yıllarda bilim 

dünyasında endişe verici olarak nitelendirilmektedir 

(Service 2005). Ayrıca üretimde kullanılan 

nanopartiküllerin geleneksel arıtma ile uzaklaştırılması 

zordur. Ancak, bu nanopartiküller için su kirliliği 

mevzuatında herhangi bir kısıtlama yoktur. Bununla 

birlikte, birçok çalışma nanopartiküllerin hücrede 

birikebileceğini ve hücre fonksiyonunu doğrudan 

etkileyen iyonlar salabileceğini, bunun da DNA hasarına 

ve nihayetinde hücre ölümüne yol açtığını kanıtlamıştır 

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

Mikroalgler, ışık ve inorganik besinleri tüketen ototrofik 

organizmalardır (Markou ve Nerantzis 2013). Sucul 

ortamlarda birincil üreticiler olarak mikroalgler, büyük 

miktarda oksijen ve asimile edilmiş ürünler sağlar. Ek 

olarak, mikroalgler zooplankton, balık ve bazı sucul 

organizmalar için doğrudan-dolaylı besin sağlar (Liu vd. 

2022). Tek hücreli ökaryotik bir mikroalg türü olan C. 

vulgaris, büyük miktarda protein, lipit ve diğer biyoaktif 

moleküller içerir (Angelini vd. 2024, Van Nerom vd. 2024).  

Sucul organizmalarda, nanopartiküllerin yüksek 

reaktivitesi mutasyon, hücresel bütünlüğün bozulması, 

oksidatif stres hasarı, fotosentetik mekanizmaların 

bozulması ve toksik maddelerin salınması gibi birçok 

zararlı etkiye neden olur (Ahn vd. 2022, Van Nerom vd. 

2024).   

Reaktif oksijen türleri (ROS), hücre zarı, mitokondri ve 

kloroplasttaki elektron sızıntısı sonucu üretilir (Rezayian 

vd. 2019). Nanopartiküllerin mikroalglerle teması, 

mikroalg hücresinde ROS (süperoksit anyon radikali (O2
•-

), hidrojen peroksit (H2O2) ve hidroksil radikalleri (•OH) 

üretimine neden olur (Iannelli vd. 2022, Noori vd. 2024). 

Bu durumda mikroalg hücresi, doğal savunma 

mekanizmasını kullanarak ROS'u detoksifiye etmeye 

çalışır. Alglerin benzersiz bir özelliği, süperoksit dismutaz 

(SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APOD) ve 

glutatyon redüktaz (GR) gibi antioksidan enzimler 

aracılığıyla bir ROS temizleme mekanizmasına sahip 

olmalarıdır (Mahana vd. 2021). Bu sistemdeki denge 

mekanizmasının bozulması mikroalg hücresinde oksidatif 

strese yol açar. (Wang vd. 2024). Oksidatif stres, DNA, 

RNA, proteinler ve lipitler gibi hücresel bileşenlerde 

oksidatif hasara neden olur (Sachdev ve Ahmad 2021).  

Titanyum doğada en fazla bulunan dokuzuncu elementtir 

ve metalik titanyumun okside olmuş hali TiO2’dir (Shi vd. 

2013). TiO2 nanopartikülü ile farklı canlılarda çok sayıda 

toksisite çalışmaları literatürde bulunmaktadır. 10, 30 ve 

300 nm çaplarındaki TiO2 nanopartikülünün tatlı 

Pseudokirchneriella subcapitata üzerindeki 

ekotoksisitesinde farklı boyutlardaki nanopartiküllerin alg 

büyümesi üzerine engelleyici olduğu gözlenmiştir 

(Hartmann vd. 2010). n.TiO2'ye maruz kalan gökkuşağı 

alabalıklarında oksidatif stres nedeniyle solungaçlarında 

hasar meydana gelmiştir (Federici vd. 2007).  Daphnia’ nın 

ortamına TiO2 katılarak 48 ve 72 saat sonunda toksisite 

ölçülmüştür. 48 saatte çok az toksisite belirlenirken, 72 

saatte yüksek toksisite belirlenmiştir (Zhu vd. 2010). Yeşil 

alg Desmodesmus subspicatus’un n.TiO2'nin 

maruziyetinde TiO2’ nin toksisitede önemli bir parametre 

olduğunu belirtmiştir (Navarro vd. 2008). Ayrıca küçük 

partiküller büyük partiküllerden çok daha fazla toksisiteye 

neden olmaktadır (Hund-Rinke ve Simon 2006). Farklı 

çaplarda (21 nm ve 1 µm) TiO2 partiküllerinin ratlar 

üzerinde toksik etkileri 24 saat boyunca incelemişlerdir. 

Ratlara inhalasyon yoluyla alınan nano partiküllerin 

ratların omuz kası arterlerinde bozukluklara neden 

olduğunu tespit edilmiştir (Nurkiewicz vd. 2008).  C. 

vulgaris mikroalglerinin 1 mg/L Ag-NP'ye maruz 

bırakılmasıyla SOD aktivitesinin 2,15 kat arttığı ancak 

ortama sistein eklendiğinde mikroalglerde SOD ve CAT 

aktivasyonu arttığı tespit edilmiştir (Mahana vd. 2021). C. 

vulgaris mikroalglerinde farklı konsantrasyonlarda (1-100 

mg/L) n.TiO2 (<21 nm) maruziyetinde SOD ve APOD enzim 

aktiviteleri azalırken, MDA, H2O2 ve klorofil pigmentinin 

arttığını belirlenmiştir (Sezer vd. 2022). Chlorella 

elipsoidlerinin 1,25 μM konsantrasyonda TiO2 - NP'lere 

maruz bırakılması SOD, peroksidaz (POD) ve CAT 

aktivitesini önemli ölçüde artırdığı bulunmuştur (Matouke 

vd. 2018). < 1µgm/L Al2O3'e maruz bırakılan Chlorella 

elipsoidleri 13 nm ve < 50 nm büyüklüğündeki NP'ler ROS 

ve laktat dehidrogenaz (LDH) seviyelerinde artışa neden 

olmuştur (Dalai vd. 2014).  

Bu çalışmada, birçok sektörde yaygın olarak kullanılan, su 

ve çevre için önemli olan (<25 nm çapındaki) TiO2 

nanopartikülünün C. vulgaris mikroalgleri üzerindeki 

toksik etkileri ve alg büyümesi üzerindeki etkileri 

araştırılmıştır. Nanopartikül konsantrasyonu ve 

fotoperidyot (aydınlık:karanlık (A:K) parametrelerinin C. 

vulgaris mikroalgine toksik etkilerini belirlemek için SOD, 

APOD, MDA ve H2O2 analizleri yapılmıştır. Ayrıca 

nanopartiküllerin C. vulgaris büyümesi ve fotosentetik 
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aktivitesi üzerindeki etkisi toplam askıda katı madde 

(AKM), klorofil (Chl-a ve Chl-b) ve lipid analizleri ile 

belirlenmiştir. Böylece su ortamındaki n.TiO2'nin 

mikroalglerin büyümesi, antioksidan enzimleri ve 

fotosentetik aktiviteleri üzerindeki etkisi ortaya 

konulmuştur. Ayrıca literatürde pek çalışılmayan 

fotoperiyodun etkisi bu parametreler ile belirlenmiştir. 

2. Materyal ve Metot  

2.1.  C. vulgaris yetiştirme ortamı 

C. vulgaris kültürü Sakarya Üniversitesi Çevre 

Mühendisliği laboratuvarında yetiştirilmiştir. Alg besin 

ortamı olarak FeCl3.6H2O (1,6mg/L), Na2MoO4.4H2O (6 

μg/L), MgSO4.7H2O (0,05 g/L), K2HPO4 (0,04 g/L), 

CaCl2.2H2O (0,03 g/L), NaNO3 (0,17 g/L), NaHCO3 (0,17 

g/L), MnCl2.4H2O (0,4 mg/L), CuSO4.5H2O (0,01 mg/L), 

ZnSO4.7H2O (0,02 mg/L), Na2EDTA (4,4 mg/L), H3BO3 (2,5 

mg/L), biotin (0,05 μg/L), tiamin-HCl (0,1 mg/L), 

CoCl2.6H2O (0,01 mg/L) maddeleri kullanılmıştır. H2SeO3 

(1,3 μg/L)  ve B12 (0,05 μg/L) maddeleri mikroalg kültürü 

besiyerine aşılanarak otoklavlanmış şişelerde (200 ml) 

büyütülmüştür (Gunawan vd. 2013). Alg hücreleri, alg 

büyüme odasında 100 μmol foton/m2s ışık yoğunluğunda 

soğutmalı beyaz floresan lambalar ışık kaynağı altında 25 

°C’ de 12A:12K fotoperiyot döngüsüyle büyütülmüştür. . 

C. vulgaris mikroalgi 1-2 günde lag fazını tamamlayarak 

logaritmik faza geçmektedir. Bu nedenle deneyler 

logaritmik fazın başlangıcı olan 3. gün başlatılmıştır.  Alg 

kültürünün yetiştirilmesi için kullanılan tüm kimyasallar 

Merck markasından temin edilmiştir. 

2.2. Deneysel tasarım 

Bu çalışmada, C. vulgaris mikroalgi üzerine <25 nm 

çapında TiO2 nanopartikül konsantrasyonu ve 

fotoperiyodun etkisi araştırılmış olup C. vulgaris 

mikroalginin büyümesi, antioksidan enzim aktivitesi, lipid 

peroksidasyonu ve lipid miktarlarındaki değişimler 

incelenmiştir. <25 nm çaplı n.TiO2 Sigma Aldrich 

markasından tedarik edilmiştir. 1 g/L n.TiO2 stok çözeltisi 

30 dakika boyunca bir sonikatörle homojenize edilerek 

hazırlanmıştır. n.TiO2 konsantrasyonunun etkisini 

araştırmak için 2,5, 5, 10, 25, 50 ve 75 mg/L 

konsantrasyonlarında deneyler yürütülmüştür. 

Fotoperiyodun etkisinin belirlenmesi için 6 saat 

aydınlık:18 saat karanlık (6A:18K), 12 saat aydınlık:12 saat 

karanlık (12A:12K), 18 saat aydınlık:6 saat karanlık 

(18A:6K), 24 saat aydınlık: 0 saat karanlık (24L:0K) 

çalışmaları yürütülmüştür.  

2.3.  n.TiO2’ nin karakterizasyonu 

n.TiO2 partikülünün yüzey morfolojisi taramalı elektron 

mikroskobu (SEM) ile incelenmiştir. TiO2 

nanopartikülünün 2 µm ölçekli SEM analizi Şekil 1’de 

verilmiştir. SEM analizinden nanopartikülün homojen 

çaplarda dağılımı olduğu görülmektedir. 

Nanopartiküllerin yüzey alanları Brunauer-Emmett-Teller 

(BET) ile tespit edilmiştir ve n.TiO2’nin BET yüzey alanı 

134,481 m2/g ve adsorpsiyon yüzey alanı 106,344m2/g 

olarak ölçülmüştür. Ayrıca nanopatiküllerin zeta 

potansiyellerinin pH ile değiştiği bilmektedir. Bu nedenle 

TiO2 nanopartikülünün pH’a bağlı zeta potansiyelleri 

ölçülmüş olup Şekil 2’de verilmektedir. Yaklaşık olarak pH 

10’da TiO2 nanopartikülünün Zeta potansiyel değeri sıfır 

civarındandır. pH 10’ un altında zeta potansiyeli pozitif 

olurken pH 10’ un üzerindeki pH değerlerinde Zeta 

potansiyeli negatif değerlerdedir. 

 
Şekil 1. TiO2 < 25 nm’ nin SEM görüntüsü 

 
Şekil 2. TiO2’ nin pH’ a bağlı Zeta potansiyeli 

2.4. Antioksidan Enzim Aktivitesi Analizleri 

Toksisite çalışmalarında SOD ve APOD analizleri için 2 ml 

alg kültürü 4 °C'de 14000 rpm'de 20 dakika santrifüj 

edilmiştir. SOD aktivitesi ölçümleri Beyer ve Fridovich'in 

(Beyer ve Fridovich 1987) modifiye edilmiş yöntemine 

göre uygulanmıştır. Peletler potasyum-fosfat (100 mM), 

sodyum EDTA (1 mM) ve %2 polivinilpirolidon içeren 

çözelti ile pH 7’ de ekstrakte edilmiştir.  Ekstrakte edilen 

örnekler 4 °C'de 14000 rpm'de 20 dakika santrifüjlenerek 

analiz için süpernatant kısmı ayrılmıştır. Numunelere 

sırasıyla %1 triton, potasyum fosfat tamponu (100 mM) 

(pH 7,8), nitroblue tetrazolyum (5.7×10-5 M), metiyonin 

(9.9×10-3 M) ve riboflavin (0.9 μM) eklenerek reaksiyon 
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başlatılmıştır. Daha sonra 15 dakika boyunca 375 

μmol/m2s ışıkta bekletilmiştir. Numuneler 560 nm'de 

spektrofotometrede (Merck Marka, Pharo 300 model) 

ölçülmüştür (Tekbaba vd. 2021, Sezer vd. 2022). APOD 

antioksidan enzim aktivitesi, askorbatın oksidasyonunun 

290 nm'deki tükenme hızını tahmin ederek Wang vd. 

(1991) tarafından modifiye edilmiş yönteme uygun 

şekilde gerçekleştirilmiştir. Peletler 1 mM sodyum EDTA, 

50 mM Tris-HCl (pH 7,2), %2 PVP ve askorbat (2 mM) 

içeren çözelti ile ekstrakte edilip, ekstraktlar 14000 rpm' 

de 20 dakika boyunca 4 °C' de santrifüj edilmiş ve 

süpernatant kısım ayrılmıştır. APOD aktivitesi, askorbatın 

sönüm katsayısı (E = 2,8 mM/cm 290 nm' de) ile başlangıç 

reaksiyon hızı kullanılarak hesaplandı (Tekbaba vd, 2021, 

Wang vd. 1991). Bu aşamada kullanılan tüm kimyasallar 

Bu aşamada kullanılan tüm kimyasallar Sigma Aldrich'ten 

temin edilmiştir.  

2.5. Malondialdehit (MDA) ve Hidrojen Peroksit (H2O2) 

Analizleri 

15 mL'lik mikroalg numunesi 4 0C' de 4.000 rpm'de 15 

dakika santrifüj edilerek elde edilen peletler 5 mL %0,1 

triklorik asit (TCA) ile ekstre edilmiş ve tekrar 10 dakika 

santrifüj edilmiştir. 0,5 mL süpernatant 1 mL triklora asit -

tiyobarbiturik asit (TCA-TBA) çözeltisi ve 0,5 mL 0,1 M 

Tris–HCl ile karıştırılmıştır. Ardından numuneler 95 °C' de 

su banyosunda 30 dakika bekletilmiştir. Sönüm katsayısı 

kullanılarak MDA hesaplaması için numunelerin 

spektroskopik ölçümleri 532 ve 600 nm dalga boyunda 

ölçülmüştür ve MDA değeri hesaplanmıştır. (Tekbaba vd. 

2021). H2O2 miktarı belirlenirken 0,5 mL süpernatantta 

0,1 M Tris-HCl ve 1 M KI çözeltilerinden 1 mL ilave edilerek 

390 nm'de ölçülmüştür (Tunca vd. 2020). MDA ve H2O2 

analizlerinde kullanılan tüm kimyasallar Merck 

markasından temin temin edilmiştir. 

2.6. Klorofil pigmenti analizi ve Askıda katı madde 

analizi 

Klorofil analizi için (Chl-a ve Chl-b) 5 mL mikroalg kültürü 

4000 rpm' de 10 dakika santrifüj edildikten sonra elde 

edilen peletler 5 mL ultra saf ve metanol (Merck) 

kullanılarak homojenizasyonu yapılmıştır. Karışım 

kuvvetlice çalkalandıktan sonra 24 saat boyunca 4 C'de 

inkübe edilmiştir. Numuneler 5 dakika (10000 rpm) 

santrifüj edilmiş ve üst fazın 630, 647, 663 ve 664 nm' de 

UV-Vis spektrofotometresi (Merck Brand, Pharo 300 

modeli) absorbans değerleri ölçülmüştür (US EPA, 2024). 

Absorbansların düzeltilmesi kontrol olarak ultra saf 

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

 

Denklem (1) ve (2) kullanılarak Klorofil-a (Chl-a) ve 

Klorofil-b (Chl-b) hesabı yapılmıştır. 

𝐶ℎ𝑙 − 𝑎 ( 
𝜇𝑔

𝐿
 ) = [11,85 × ( 𝐴663) − 1,54 × (𝐴647) − 0,08(𝐴630)] ×

𝐸(𝐹)

𝑉(𝐿)
  (1) 

𝐶ℎ𝑙 − 𝑏 ( 
𝜇𝑔

𝐿
 ) = [21,03 × ( 𝐴647) − 5,43 × (𝐴664) − 2,66 (𝐴630)] ×

𝐸(𝐹)

𝑉(𝐿)
 (2) 

 

Burada; F: Seyreltme faktörü, E: Ekstraksiyon için 

kullanılan aseton miktarı (mL), V: Filtrelenmiş su hacmi (L), 

L: Kuvars küvet uzunluğu (cm) 

 

Biyokütle değişimini izlemek amacıyla 10 ml mikroalg 

numunesinde Standart Metodlar 2540 D' ye göre askıda 

katı madde analizi yapılmıştır (APHA 2017). 

2.7. Lipid analizi 

Hasat edilen mikroalg kütlesi 60 0C’ de kurutulmuş ve 

hücre yapısının bozulması için hacimce %70 nitrik asit ve 

%70 sülfürik asit içeren hidrotermal asit uygulamasına 

maruz bırakılmıştır. Daha sonra parçalanan numunenin 1 

g’ ı 10 mL kloroform ve 10 mL metanol ile karıştırılarak 

homojenize edilmiştir. Homojenize edilen numunelere 

aynı hacimde kloroform eklenip 30 saniye karıştırılmış 

olup sonrasında çözeltiye 10 ml distile su eklenip 30 

saniye daha karıştırılmıştır. Son olarak su banyosunda 

buharlaştırılarak lipit miktarı gravimetrik olarak 

belirlenmiştir  (Katırcıoğlu Sınmaz vd. 2023). 

2.8. İstatistiksel analiz 

İstatistiksel analiz için veriler SPSS 20.0 paket 

programında tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ile analiz 

edilmiş ve değişkenler arasındaki farkı belirlemek için LSD 

testi yapılmıştır. Her bağımsız değişken için uygulama ve 

çeşitler arasındaki farkın anlamlılık kontrolü %5 düzeyinde 

hesaplanmıştır. 

3. Deneysel Bulgular ve Tartışma 

3.1. n.TiO2 dozunun C. vulgaris mikroalgi üzerine etkisi 

C. vulgaris mikroalginin bulunduğu ortama farklı dozlarda 

(2,5, 5, 10, 25, 50 ve 75 mg/L) n.TiO2 sağlanması için 1 g/L 

n.TiO2 stok çözeltisi kullanılmıştır. Mikroalgler üzerine 

dozun etkisi belirlenirken C. vulgaris çözeltileri 24 saat 

boyunca 100 μmol foton/m2s ışık yoğunluğunda soğutucu 

beyaz floresan lambalar altında tutulmuş ve sürekli 

çalkalanmıştır. Çalışmada yapılan tüm deneyler 3 tekrarlı 

olarak 25 °C'de gerçekleştirilmiştir.  

Şekil 3’ de n.TiO2 dozunun C.vulgaris mikroalgindeki SOD 

ve APOD antioksidan enzim aktivitesi üzerine etkisi 

gösterilmektedir. SOD antioksidan enzim aktivitesi 

kontrol grubuna göre 10, 25, 50 ve 75 mg/L n.TİO2 

dozunda istatistiksel olarak anlamlı artış göstermiştir 

(p<0,05). APOD antioksidant enzim aktivitesi ise 25 mg/L 

n.TiO2 dozunda anlamlı azalış gösterirken 50 mg/L n. TiO2 

dozunda anlamlı artış göstermektedir (p<0,05).  SOD 

miktarındaki kontrol grubuna göre yüzdesel değişim 2,5 
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ve 5 mg/L n.TiO2 dozunda yaklaşık %4 azalma 

eğilimindeyken 5 mg/L n.TiO2 dozundan sonra ortalama 

%50 artış eğilimindedir. APOD antioksidant enzim 

aktivitesinde ise 2,5, 5, 25 ve 75 mg/L n.TiO2 dozlarında 

kontrol grubuna göre yüzdesel azalış sırasıyla  %15,45, 

%8,9, % 33,9 ve   %17,67 olarak bulunmuşken 10 ve 50 

mg/L’deki yüzdesel artış ise sırasıyla %3,65 ve %53,14 

olarak belirlenmiştir. Mikroalg hücrelerindeki aşırı ROS, 

mikroalgin biyokimyasal ve fizyolojik işlevlerine zarar 

verebilir. Bu durumda, mikroalg hücrelerinin antioksidan 

sistemi, aşırı ROS' u temizlemek ve oksidatif hasarı 

önlemek için aktive olur (Gauthier vd. 2020). SOD, algler 

için reaktif oksijen türlerinin (ROS) toksik etkilerini 

azaltmaktan ve oksidatif stresi önlemekten sorumlu 

önemli bir enzimdir (Li vd. 2024). SOD, antioksidan 

sistemindeki ilk savunma hattıdır ve hücrelerdeki serbest 

radikalleri giderebilir ve H2O2 üretmek için ROS ile 

reaksiyona girebilir (Vazquez-Muñoz vd. 2019). Bununla 

birlikte SOD hücreleri oksidatif hasara karşı korur (Barari 

vd. 2024). Oksidatif stres SOD tarafından tamamen 

ortadan kaldırılmaz ve buna eşlik eden hücre yapısı 

hasarındaki artış kaçınılmazdır (Türkmen vd. 2024).  He 

vd. (2013)’e göre hücrenin ortamdaki n.TiO2 dozuna bağlı 

olarak lipit yıkım etkisine karşı savunma yaptığını gösterir 

(He vd. 2015). Bu nedenle, n.TiO2 dozlarına bağlı olarak 

SOD ve APX enzim aktivitesinde dalgalanmalar meydana 

gelir (Sezer vd. 2022). 

 
Şekil 3. n.TiO2 dozunun SOD ve APOD üzerine etkisi  

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

n.TİO2 bulunan ortamda C. vulgaris mikroalginde MDA ve 

H2O2 miktarındaki değişim Şekil 4’ de verilmektedir. 

Kontrol grubuna göre MDA miktarında 2,5 mg/L n.TiO2 

dozunda istatistiksel olarak anlamlı artış gösterirken H2O2 

miktarındaki değişim ise 25 mg/L n.TiO2 dozunda anlamlı 

azalış göstermektedir (p<0,05). 2,5 mg/L n.TiO2 dozunda 

kontrol grubuna göre MDA miktarındaki yüzdesel değişim 

%24,59 iken 25 mg/L n.TiO2 dozunda H2O2 miktarındaki 

yüzdesel değişim %31,24 olarak meydana gelmiştir.  

Hücreler kirleticiler tarafından strese sokulduğunda bir 

dizi reaktif oksijen türü (ROS) üretilir (Zhang vd. 2023).   

Buna ek olarak dış stres koşulları altında da mikroalg 

hücrelerindeki moleküler oksijen, ROS oluşturmak üzere 

uyarılabilir (Hasanuzzaman vd. 2020). Genellikle aşırı ROS, 

doymamış yağ asitleriyle peroksidasyona neden olarak 

MDA üretir. MDA lipid peroksidasyonunun bir ürünüdür 

ve varlığı stres altında lipid hasarının derecesini 

açıklayabilir (Chen vd. 2023). Ayrıca, SOD ve APOD' ta 

azalma/artış olduğunda, MDA ve H2O2' de de artış/azalma 

olmaktadır. Enzim aktiviteleri ile lipid peroksidasyon 

parametreleri arasında ters bir ilişki vardı. Bunun nedeni, 

mikroalg hücresindeki enzimatik savunma yeterli 

olmadığında, lipid peroksidasyonunda artış meydana 

gelmesidir. C. vulgaris hücrelerinin hücre içi MDA içeriği 

kontrol grubundakilerden daha yüksek olması, C. vulgaris 

hücrelerinin lipid peroksidasyonuna yol açtığını ve bunun 

da membran akışkanlığına, geçirgenliğine ve hücre 

membran bütünlüğüne zarar verdiğini göstermektedir. 

(Yang vd. 2024). TiO2 NP'lerinin varlığı alg hücrelerinde 

ROS ve MDA'yı artırdığı ve SOD ve CAT aktivitelerini 

özellikle UW'de değişen derecelerde artığı belirlenmiştir. 

Alg hücrelerinde ROS üretiminin neden olduğu oksidatif 

stres tepkisine bağlı olduğu ve bu tepki antioksidan 

enzimlerin seviyesini değiştirdiğini ve oksidasyon ile 

redüksiyon arasındaki dengeyi bozduğu belirlenmiştir (Li 

vd. 2015). 

 
Şekil 4. n.TiO2 dozunun MDA ve H2O2 üzerine etkisi (fotoperiyot: 

24A:0K, maruziyet süresi: 24 saat)  

Chlorella vulgaris'in 24 saat boyunca 24A:0K fotoperiyotta 

TiO2nanopartiküllerine maruz bırakılması sonucunda, 

farklı dozlarda Chl-a ve Chl-b pigmentlerinde kontrol 

grubuna göre değişimler Şekil 5'de yüzdesel değişim 

olarak verilmiştir.  2,5 ve 5 mg/L n.TiO2 dozunda kontrol 

grubuna göre Chl-a miktarında azalma gözlemlenirken 5 

mg/L n.TiO2 dozundan sonra Chl-a miktarında artma 

gözlemlenmiştir. Kontrol grubuna göre istatistiksel olarak 

anlamlı değişim 10 ve 25 mg/L n. TiO2 dozlarında olup 

anlamlı artış şeklindedir (p<0,05). Chl-b miktarlarında ise 

kontrol grubuna göre artış eğilimi olup istatistiksel olarak 

anlamlı artışlar 5,10 ve 50 mg/L n.TiO2 dozlarında elde 

edilmiştir (p<0,05). 10 ve 25 mg/L n. TİO2 dozundaki Chl-a 

miktarındaki yüzdesel artış sırasıyla %41,18 ve %24,02 

olarak bulunmuştur. Chl- b miktarındaki yüzdesel artış ise 

5 mg/L n.TiO2 dozunda %29,51, 10 mg/L n.TiO2 dozunda 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852423009392?via%3Dihub#b0050
https://www.sciencedirect.com/topics/chemical-engineering/molecular-oxygen
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852423009392?via%3Dihub#b0065
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%36,07 ve 50 mg/L n.TiO2 dozunda %34,43 olarak elde 

edilmiştir. Sezer vd. (2022)’ ye göre n.TiO2 dozunun 

artmasıyla birlikte C. vulgaris mikroalglerindeki Chl-a 

miktarı da artmıştır. Özellikle 50 ve 100 mg/L'lik yüksek 

konsantrasyonlarda Chl-a miktarı daha fazla arttığını 

rapor etmişlerdir (Sezer vd. 2022). Deng vd. (2017)’nin 

yaptığı çalışmada Phaeodactylum tricornutum 

diatomunda n.TiO2 çalışmasında Chl-a miktarının özellikle 

yüksek dozlarda (10, 20 ve 40 mg/L) arttığını bildirmiştir 

(Deng vd. 2017). C. reinhardtii algleri üzerine n.TiO2'nin 

toksik etkisi incelendiğinde ve Chl-a konsantrasyonunda 

zamanın artmasına bağlı olarak artışlar meydana geldiğini 

belirlenmiştir (Chen vd. 2012). 

 
Şekil 5. n.TiO2 dozunun Chl-a ve Chl-b üzerine etkisi (fotoperiyot: 

24A:0K, maruziyet süresi: 24 saat)  

n.TiO2’nin dozunun artırılmasının C. vulgaris 

mikroalglerinin biyokütlesi ve lipid miktarı üzerine 

etkilerini Şekil 6’ da verilmektedir. Mikroalgler artan 

dozlarda n.TiO2’ ye maruz bırakıldığında, kontrol grubuna 

göre kıyasla biyokütlede maksimum %20’ lik artış 

meydana gelmiştir. C. vulgaris mikroalginde 2,5 mg/L 

n.TiO2 dozundan 25 mg/L n.TİO2 dozuna kadar lipid 

oluşumunda azalma gözlemlenirken 75 mg/L n. TiO2 

dozunda lipid miktarında artış meydana geldiği 

gözlemlenmiştir. Kontrol grubuna göre 10 ve 25 mg/L n. 

TiO2 dozunda istatistiksel olarak anlamlı azalış olurken 75 

mg/L n.TiO2 dozunda anlamlı artış olmaktadır (p<0,05). 75 

mg/L n.TiO2 dozunda 135 mg/L lipid miktarında artış 

olduğu tespit edilmiştir.  

 

 
Şekil 6. n.TiO2 dozunun AKM ve lipid üzerine etkisi (fotoperiyot: 

24A:0K, maruziyet süresi: 24 saat)  

3.2. Fotoperiyodun C. vulgaris mikroalgi üzerine etkisi 

25 mg/L n.TiO2 içeren bir alg çözeltisi, 1 g/L n.TiO2 stok 

çözeltisi kullanılarak hazırlanmıştır. Hazırlanan bu alg 

çözeltilerinin aydınlık ortamını 100 μmol foton/m2s ışık 

yoğunluğunda soğutulmuş beyaz floresan lambalar ile 

sağlamış olup deneyler 25 °C'de gerçekleştirilmiştir. C. 

vulgaris mikroalginin 24 saat maruziyet süresinde 6A:18K, 

12A:12K, 18A:6K ve 24A:0K fotoperiyotlar için SOD, APOD 

enzim aktivitesi, MDA, H2O2, Chl-a, Chl-b ve lipid miktarları 

ölçülmüştür. Tüm deneyler 3 tekrarlı olarak 

gerçekleştirilmiştir. 

Fotoperiyot mikroalglerin gelişimi için önemli bir 

parametredir. Daha uzun veya daha kısa aydınlatma 

sürelerinin mikroalg hücreleri üzerindeki stres etkisini 

artıracağını bilinmektedir. C. vulgaris mikroalgine  

uygulanan farklı fotoperiyotların SOD ve APOD 

antioksidan enzim aktivitesi üzerine olan etkisi Şekil 7’de 

verilmiştir. Şekil 7 incelendiğinde, 18A: 6K 

fotoperiyodunda SOD ve APOD antioksidan enzim 

aktiviteleri kontrol grubuyla kıyaslandığında istatistiksel 

olarak anlamlı bir azalış göstermiştir (p<0,05). SOD 

antioksidan enzim aktivitesinin APOD antioksidan enzim 

aktivitesi ile ters orantılı olmasının nedeni azalmasının 

nedeni n.TiO2 tarafından O2 ve diğer serbest radikallerin 

üretilmesidir.  

 
Şekil 7. Fotoperiyodun SOD ve APOD üzerine etkisi (n.TİO2 dozu: 

25 mg/L, maruziyet süresi: 24 saat)  

Fotoperiyodun C. vulgaris mikroalginin kontrol grubuna 

göre MDA ve H2O2 miktarlarındaki değişimi Şekil 8’ de 

verilmektedir. 18A:6K ve 24A:0K fotoperiyotlarda kontrol 

grubuna göre MDA ve H2O2 de istatistiksel olarak anlamlı 

artışlar görülmektedir (p<0,05). C. vulgaris  mikroalginde 

MDA miktarındaki artış stres koşulları nedeniyle 

antioksidan enzimlerin aktivitesinin yavaşlaması 

nedeniyle de gözlemlenmiş olabilir. Bu da MDA 

miktarında artışa neden olur. Literatürde yapılan 

çalışmalar incelendiğinde aydıklık:karanlık sürelerinin 

mikroalg hücreleri üzerine stres oluşturacağı bunun da 

mikroalg hücrelerinde aşırı ROS birikimi ve lipit 
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oksidasyonuna yol açacağını göstermiştir. 20L:4D 

fotoperiyodundaki ROS ve MDA içeriği, 8L:16D 

fotoperiyodundakinden daha yüksek olarak bulunmuş ve 

bu da daha uzun aydınlatma süresinin mikroalg 

hücrelerinde daha belirgin oksidatif hasara neden 

olduğunu göstermiştir (Chen vd. 2023). 

 

Şekil 8. Fotoperiyodun MDA ve H2O2 üzerine etkisi (n.TİO2 dozu: 

25 mg/L, maruziyet süresi: 24 saat)  

 
Şekil 9. Fotoperiyodun Chl-a ve Chl-b üzerine etkisi (n.TİO2 dozu: 

25 mg/L, maruziyet süresi: 24 saat)  

Farklı fotoperiyotlara maruz bırakılan C. vulgaris 

mikroalglerinde Chl-a ve Chl-b miktarlarındaki yüzdesel 

değişim Şekil 9’da verilmiştir. 24A:0K fotoperiyodunda 

Chl-a ve Chl-b pigmentlerinde kontrol grubuna göre artış 

varken 12A:12K ve 18A:6K fotoperiyotlarında Chl-b 

pigmentinde azalma olduğu tespit edilmiştir. Nikel oksit 

nanopartiküllerinin Chlorella vulgaris üzerine etkisinin 

incelendiği bir çalışmada nanopartiküllerin alg gelişimini 

inhibe ettiği ve klorofil-a miktarını azalttığı sonucuna 

varılmıştır (Gong vd. 20219). Başka bir çalışmada ise 

benzer şekilde diatom Phaeodactylum tricornutum 

üzerinde n.TiO2 maruziyeti ile klorofil miktarının azalttığı 

belirtilmiştir (Wang vd. 2016). Alg büyümesinde belirli bir 

süre ışık enerji dönüşümüne ve biyokütle üretimine katkı 

sağlamaktadır. Sürekli ışık maruziyeti sonucunda mikroalg 

hücresinde fotoinhibisyon meydana gelmektedir. Buda 

Chl-a miktarında azalmaya sebep olmaktadır. Ayrıca 

aydınlatma süresinin azaltılmasında fotosentez sırasında 

alg tarafından yakalanabilen elektron miktarını azaltarak 

fotosistemde elektron transferinin engellemektedir ve 

Chl-a miktarında değişime sebep olmaktadır. Farklı 

fotoperiyotlar migroalglerin biyokimyasal ve pigment 

yapısında farklılıklara sebep olması Chl-a ve Chl-b 

miktarındaki değişimi etkilemektedir (Gao vd. 2022).  

Şekil 10’ da n.TiO2’ nin C. vulgaris mikroalginin biyokütlesi 

ve lipid miktarına üzerine farklı fotoperiotlarda etkisini 

göstermektedir. 6A:18K fotoperiyotta AKM miktarı 

kontrol grubuna göre azalmışken diğer fotoperiyotlarda 

artmıştır. Kontrol grubuna göre biyokütledeki en anlamlı 

artış 12A:12K fotoperiyotta elde edilmiştir (p<0,05). C. 

vulgaris mikroalginin lipid miktarı kontrol grubuna göre 

azalma eğilimde iken en fazla azalma %35,72 ile 24A:0K 

fotoperiyodunda belirlenmiştir. Nanopartiküllerin suya 

salınımı, bu nanopartiküllerin alglerle daha fazla 

etkileşime girmesine ve bir kompleks oluşturmasına yol 

açarak büyüme ve fotosentezdeki farkları oluşturmaktadır 

Alg Hücre boyutlarındaki farklılıklarda biyokütle artış ve 

azalışlarında etkili olduğu bilinmektedir (Liu vd. 2024). 

 
Şekil 10. Fotoperiyodun Chl-a ve Chl-b üzerine etkisi (n.TİO2 

dozu: 25 mg/L, maruziyet süresi: 24 saat)  

4. Sonuçlar  

n.TiO2 nanopartikül dozunun ve fotoperiyodun Chlorella 

vulgaris mikroalgindeki biyokimyasal parametreler 

üzerindeki etkilerini sistematik bir şekilde incelenmiş 

olması bu çalışmanın yenilikçi yönüdür. Özellikle, n.TiO2 

dozlarının, mikroalglerin antioksidan enzim aktiviteleri, 

pigment içeriği, biyokütle ve lipid üretimi gibi farklı 

metabolik süreçler üzerindeki etkilerini detaylı bir şekilde 

ortaya koyması, alandaki literatüre önemli bir katkı 

sağlamaktadır. Ayrıca, çalışmanın fotoperiyot değişkenine 

de yer vererek, farklı ışık koşullarının mikroalg gelişimi ve 

metabolizması üzerindeki etkilerini incelemesi, bu 

alandaki diğer araştırmalardan farklı olarak çok boyutlu 

bir yaklaşım sergilemektedir. Mikroalg gelişiminde farklı 

çevresel koşulların (nanopartikül varlığı ve fotoperiyot) bu 

mikroalglerin biyokimyasal ve fizyolojik tepkilerine nasıl 

etki ettiğini ortaya koyan kapsamlı bir araştırma olarak 

yenilikçi bir değer taşımaktadır. 
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Farklı konsantrasyonlarda n.TiO2’ ye maruz bırakılan C. 

vulgaris' te, SOD aktivitesinde dozun miktarında bağlı bir 

tepkiye neden olduğunu ve daha yüksek nanopartikül 

konsantrasyonlarında (75 mg/L) önemli bir artış 

gözlemlendiğini ortaya koymuştur. SOD miktarındaki artış 

n.TiO2' nin oksidatif stres indükleyicisi olarak hareket 

ettiğini ve gelişmiş antioksidan savunma mekanizmalarını 

tetiklediğini göstermektedir. APOD aktivitesi 25 ve 50 

mg/L n.TiO2 konsantrasyonlarında kontrol grubuna göre 

azalma göstermiş olup bu dozlarda antioksidan 

dengesinde bir bozulma olduğunu göstermektedir. Ayrıca 

C. vulgaris mikroalginde n.TiO2 tarafından indüklenen 

oksidatif stresi oluştuğu MDA ve H2O2 seviyelerindeki 

önemli değişiklikler olması da desteklemekmiştir. Düşük 

n.TiO2 dozlarında MDA miktarlarındaki değişim bir artış 

gösterirken, H2O2 miktarlarındaki değişim daha yüksek 

n.TiO2 dozlarında bir azalma göstermiştir. MDA 

miktarındaki artış/azalma ve H2O2 miktarındaki 

azalma/artış şeklindeki ters orantılı değişimler n.TiO2’nin 

orta dozlarda belirli koruyucu mekanizmaları 

güçlendirebileceğini, ancak daha yüksek 

konsantrasyonlarda oksidatif hasara da neden olduğunu 

göstermektedir. Düşük n.TiO2 konsantrasyonlarında (2,5 

ve 5 mg/L) Chl-a miktarında azalma gösterirken daha 

yüksek konsantrasyonlarda artma göstermektedir. Buna 

ek olarak Chl-b miktarında n.TiO2 dozunun artışı ile artış 

meydana gelmiştir.  

Bu çalışmanın diğer önemli bir yönü ise farklı 

fotoperiyotların C. vulgaris' in biyokimyasal ve fizyolojik 

tepkilerinin incelenmiş olmasıdır.  Farklı fotoperiyotlarda 

(6A:18K, 12A:12K, 18A:6K ve 24A:0K) mikroalgin enzim 

aktivitelerini, pigment miktarını ve biyokütle üretimini 

önemli ölçüde değiştirdiği gösterilmiştir. 18A:6K 

fotoperiyodu SOD ve APOD antioksidan enzim 

aktivitelerinde önemli bir azalmaya neden oldu ve bu da 

uzun süreli ışık maruziyetinin alglerde stres tepkisine 

katkıda bulunabileceğini gösterdi. Buna karşılık, en olumlu 

etkileri gösterdi ve hem Chl-a hem de Chl-b 

konsantrasyonlarında ve biyokütle üretiminde artış 

24A:0K fotoperiyodu belirlenmiş olup C.vulgaris 

mikroalginde olumlu etkilere sebep olduğu ortaya 

konmuştur.  Fotoperiyot parametresinin alg 

metabolizmasını ve genel büyümeyi düzenlemede önemli 

bir rol oynaması nedeniyle mikroalg yetiştiriciliğinde 

aydınlık:karanlık oranlarının optimize edilmesinin önemi 

bu çalışma ile ortaya çıkmaktadır.  

Sonuç olarak, n.TiO2 dozu ve fotoperiyot parametrelerinin 

Chlorella vulgaris'in biyokimyasal süreçleri arasındaki 

karmaşık ilişki bu çalışmada vurgulamaktadır. Farklı n.TiO2 

dozunun hem antioksidan savunma mekanizmalarının 

uyarıcıları hem de oksidatif stres indükleyicileri olarak 

hizmet edebileceğini göstermektedir. Bunula birlikte 

fotoperiyot döngüleri mikroalg gelişimini düzenleyerek 

pigment üretimi, biyokütle birikimi ve lipit oluşumu gibi 

temel metabolik süreçleri etkilemektedir. Çalışmada elde 

edilen veriler doğrultusunda gelecekte farklı partiküller 

veya farklı fotoperiyot döngülerinde çalışmalara destek 

sağlayacaktır.  
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