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OZET

Anahtar Kelimeler: Nanopartikiil, SOD, APOD, MDA, lipit, klorofil.

Nanopartikiiller boya, gida, seramik, kagit, cam, ilag, plastik, kozmetik, tekstil ve
kaplama gibi pek ¢ok sektorde yaygin olarak kullanilmaktadir. Artan kullanim ile
cevresel ortamlara yayilimi da artmaktadir. Mikroalgler nanopartikiillerin besin
zincirine aliminda 6nemli bir yere sahiptir. Bu zamana kadar nanopartikiillerin
mikroalgler iizerindeki toksik etkisiyle ilgili ¢ok az sayida calisma yapilmistir. Bu
calisgmada TiO2 nanopartikiiliniin C. vulgaris mikroalgindeki antioksidan enzim
aktivitesine, MDA, H20-, klorofil ve toplam lipid miktarina olan etkisi incelenmistir.
Yapilan doz ¢alismasi sonucunda SOD ve APOD enzim aktivitesi azalis gosterirken,
MDA, H:O;, klorofil-a miktarinda artis meydana gelmistir. Farkli aydinlik/karanlik
oranlarindaki siirelere bagl olarak SOD, APOD enzim aktivitesinde ve MDA, H20>
miktarinda hem artis hem de azalis meydana gelmistir. Klorofil-a miktarinda ise artis
olmustur. Siire ¢alismasinda ise SOD ve APOD enzim aktivitesi artis gosterirken,
MDA ve H202 miktarinda azalma meydana gelmistir. Klorofil-a miktari ise artmistir.
Toplam lipid ¢alismasinda nano TiO2’li olan gruptaki toplam lipid miktar1 kontrol
grubuna gore artig gostermistir. Aynt zamanda her iki grupta da yag asidi metil esteri
olarak C18:2 T (linoleik asit) bulunmustur.



INVESTIGATION OF THE EFFECT OF TITANIUM DIOXIDE
NANOPARTICLE ON LIPID PEROXIDATION AND ANTIOXIDANT
ENZYME ACTIVITY ON CHLORELLA VULGARIS MICROALGAE

SUMMARY

Keywords: Nanoparticle, SOD, APOD, lipid, chlorophyll.

Nanoparticles are widely used in many industries such as dye, food, ceramics, paper,
glass, pharmaceuticals, plastics, cosmetics, textiles and coatings. With increasing
usage, its spread to the environment increases. Microalgaes have an important role in
the introduction of nanoparticles into the food chain.. There are not many studies on
the toxic effects of nanoparticles on microalgae. In this study, the effect of TiO>
nanoparticle on antioxidant enzyme activity, MDA, H20>, chlorophyll and total lipid
content in C. vulgaris microalgae was investigated. As a result of the dose study, SOD
and APOD enzyme activity decreased while MDA, H>O>, chlorophyll-a amount
increased. Both increase and decrease in SOD, APOD enzyme activity and MDA,
H>02 amount occurred due to different light / dark ratios. The amount of chlorophyll-
a increased. In the contact time study, while SOD and APOD enzyme activity
increased, MDA and H>O, amount decreased. The amount of chlorophyll-a increased.
In total lipid study, total lipid amount in nano TiO group increased compared to
control group. C18: 2 T (linoleic acid) was also found as fatty acid methyl ester in both
groups.

xi



BOLUM 1. GIRiS

Nano kelimesi sozliik anlami olarak bir 6l¢ii birimi yerine kullanilmaktadir. Bu kelime
uzunluk olarak herhangi bir biyiikliigiin milyarda biri olarak kullanilmaktadir.

Nanopartikiiller; boyutlar1 genellikle 1-100 nm arasinda olan yapilardir.

Nanoteknoloji; nano boyuttaki nesneleri inceleyen bir bilim dalhidir. Biyoloji, kimya,
fizik ve cesitli miihendislik dallariyla bir biitin halinde bulunur. Nanoteknoloji
uygulamalariyla birlikte geleneksel materyalin fiziksel ve kimyasal 0Ozellikleri
degistirilir. Bu degisiklik geleneksel materyalin nano boyutuna getirilmesiyle yapilir.
Boylece miikemmel optik, mekanik ve elektrik 6zellikleri olan yeni malzemeler

tiretilmis olur [1].

Giiniimiizde nanomalzeme bilimi, ¢evre sagligi ve hijyen, eglence ve elektronik
sektorii, biyomedikal arastirmalar, enerji depolanmasi ve tiretimi gibi gesitli alanlarda
nano boyuttaki malzemelerin yeni 6zelliklerinden faydalanilarak farkli teknolojilerin

gelistirilmesine yonelik ¢ok hizli gelisme gdsteren bir endiistri haline gelmistir [2].

Degisik kimyasal ve fiziksel o6zelliklerinden dolay1 tasarlanmis nanomateryaller
giinlimiizde ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir [3]. Boya sanayisinde kullanilan
nanoteknolojik malzemeler ile kendi kendini temizleyebilen, koku giderebilen,
koruma yapabilen, antimikrobiyal 6zelliklere sahip boyalar iiretilmistir. Otomotiv
sanayisinde hafif motor iiretimi, siirtinmeye kars1 direng gosterebilen boya iiretimi,
asinmalara kars1 koruyucu ozelliklere sahip tabaka iiretiminde kullanilmistir. Ayrica
dis macunu, tirag losyonu, ruj, giines kremi, deodorant gibi kisisel bakim iiriinlerinde

de yaygin olarak nanoteknolojik malzemeler kullanilmaktadir [4].



Nanopartikiillerin tiim bu olumlu &zelliklerinin yaninda ¢evreye ve insan sagligina
zararli olabilecek olumsuz yanlar1 da bulunmaktadir. Nanopartikiillerin hem tiretimi
hem de kullanimindaki artistan dolay1r ekosistemde yer alan canlilar direk olarak
etkilenmektedir. Cilinkli biiylik yiizey alanma, reaktiviteye ve yiiksek katalitik
aktiviteye sahip olduklarindan dolay1 hiicreye ¢ok hizli bir sekilde penetre olup canli
icin toksik ozellik gosterirler [5]. Fakat bu denli ciddi zararlarina ragmen sucul
ortamlarda yasayan su piresi, alg, balik gibi canlilarla ilgili toksikolojik olarak ¢ok az

sayida bilimsel ¢alisma yapilmuistir.

Yapilan bu ¢alismada pek ¢ok endiistriyel alanda tercih edilen TiO2 nanopartikiillerinin
slire, doz ve farkli oranlarda aydinlik ve karanlik 11k maruziyeti altinda C. vulgaris
mikroalgi tizerindeki toksik etkisi arastirilarak enzim aktivitesi, Klorofil, lipid

peroksidasyonu ve lipid olusumuna etkisinin incelenmesi planlanmistir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji bir¢ok farkli kaynakta kiiciik degisikliklerle farkli tanimlara sahip olsa
bile hemen hemen ¢ogu ayni anlama ¢ikmaktadir. Nanoteknoloji kelimesini ilk kez
Norio Taniguchi kullanmistir. Nanoteknoloji 1974 yilinda yayinlanan bir makalede
“genel olarak malzemelerin atom ya da molekiill molekiil islenmesi, ayrilmasi,

birlestirilmesi ve bozulmasidir” seklinde tanimlamustir [6].

Genel olarak nanoteknoloji; 100 nm’den daha kiiglik boyutlardaki nesneleri
olusturmakla ilgilenen ve olusturulan bu nesneleri inceleyen bir bilim dalidir. 1981
yilinda taramali tiinelleme mikroskobunun, 1985 yilinda da atomik kuvvet
mikroskobunun kesfiyle atomlarin daha ayrintili bir sekilde incelenmesine olanak
saglanmistir. Bu gelismelerle beraber 20.yiizyilin sonlarma dogru nanoteknoloji
kavrami daha popiiler hale gelmis ve daha o6nce dogada kesfedilmemis yeni

nanoyapilarin sentezlenmesi donemi baglamistir [7].

Nanoteknolojinin hizla gelismesiyle birlikte {iretilen nanopartikiillerin sagliga ve
cevreye verdigi olasi tehlikeler son yillarda bilim diinyasinda kaygi yaratmaktadir.
Farkli iilkeler nanoteknolojinin olumsuz etkilerine degisik oOlgiilerde hassasiyet
gdstermislerdir. Ornegin Rusya bu alanda kendini gelistirmis olmasina ragmen gevre
ve insan sagligi lizerindeki nano malzemelerin etkisi ile ilgili konulara yeteri kadar
dikkat etmemistir [8]. Buna ragmen Avrupa toplulugu ve Amerika Birlesik Devletleri

bu sorunlari ¢6zmek i¢in sadece bu konuyla ilgili programlar gelistirmistir [9].



Nanomalzemelerin ve nanoteknolojinin uluslararasi diizeyde popiilerliginin artmasi ile
birlikte Avrupa ve ABD’de pek ¢ok sayida kurulus bu iirlinlerin risk haritasin
olusturmaya baglamistir [10].

2.2. Nanopartikiiller

En genel tanim olarak nanopartikiiller; boyutlar1 100 nm ve altinda olan tozlardir.
Nanoboyutlu malzemelerin ve nanoteknolojinin temelini olusturan yap1 tagidir.
Nanopartikiiller yine kendisiyle ayni ismi tasiyan daha biiylik boyutlu kimyasallara
gore ustiin ve farkli 6zelliklere sahiptir. Bu farkliligin sebebi yliksek yiizey/hacim
orani, yiizey kuantum boyut etkisi, atomlarinin benzersiz karakterleridir.
Nanopartikiillerin ylizeyindeki atomlar istenildigi sekilde diizenlenebilir. Bundan
dolay1 birbirinden farkli nanometrik birimlerde tiretilebilir ve disk, tel, lif, halka

sekline getirilebilir [11].

Insan sag telinin ¢ap: yaklasik olarak 100.000 nanometredir. Atomlar bakterilerin
1/10000 biiyiikligiindedir. Bir bakterinin igerisinde yer alan ribozom 25 nm
boyutundayken, DNA ise 2 nm ¢apinda bir boyuta sahiptir. Goriildigii gibi ¢ok kiigiik
6l¢eklerden bahsedilmektedir. Nanoteknoloji aslinda atomlarla oynayan bir teknoloji
dahidir. Ciinkii atom ve molekiiller tek tek manipiile edilerek istenilen yap1 meydana
getirilir. Burada atomlar birbirinden ayr1 olarak islemlere tabii tutulur ve yaklasik
olarak 100-1000 atom bir araya toplanarak nano boyutta istenilen nesne olusturulmus
olur [12, 13].

Nanopartikiillerin kendilerine 6zgii yapilari, yiiksek reaktiviteye ve genis ylizey alani
gibi Ozelliklerinin gelistirilebildigi i¢in kullanimi artmaktadir. Fakat yiiksek
reaktiviteye sahip nanopartikiiller su icerisinde dagilmaya basladiginda yiiksek Van
der Waals kuvvetleriyle hizla agregasyona ugrayabilir. Boylelikle partikiiller
yigin(bulk) haline doniisiirler. Bu doniisiimle birlikte nanopartikiiller kendilerine has
olan fiziksel 6zelliklerini kaybederler. Bu kayiplarin minimuma indirilebilmesi i¢in

nanopartikiillerin siirekli olarak stabil halde tutulmasi gerekmektedir [14, 15].



llag, kozmetik, elektronik ve biyomedikal cihazlarin iiretiminde nanopartikiillerin
kullanim1 popiiler hale gelmistir. Yapilan aragtirmalar sonucunda maddelerin
nanoboyutta olduklar1 zaman farkli davranis sergiledikleri bulunmustur. Ornegin;
normal boyutta bir maddenin 15181 veya elektrigi iletmedigi halde nano boyuta
getirildiginde tam tersi etki gosterdigi, olagan boyutta sert olmayan bir maddenin nano
boyuta indirgendiginde elmastan bile daha sert 06zellik kazanmasindan dolay1
nanoteknoloji biiyiik bir 6nem kazanarak giliniimiizde iist siralara kendini tasimistir

[16].

2.2.1. Nanopartikiillerin olusumu

Nanopartikiillerin olusumlar1 iki sekilde olabilmektedir. Bunlar; insan kaynakli ve

dogal kaynakli nanopartikiil olusumlaridir.

Dogal Kaynakh Nanopartikiil Olusumlan
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Sekil 2.1. Dogal kaynakli nanopartikiillerin olusumu [17]

Toz firtinalar1 karasal ve Diinya dis1 toz firtinalar1 olmak iizere iki gruba ayrilir.
Cevreye yayillan nanopartikiillerin ana kaynagmi karasal toz firtinalar
olusturmaktadir. Atmosfere verilen nano boyuttaki materyallerin yaklasik olarak
%50’lik bolimii ¢6l1 firtinalarindan kaynaklhidir [18]. Nanopartikiiller diinyada
olusabilecegi gibi diinya disinda da olusabilmektedir. Ay ve Mars gibi gezegenlerde
olusan nanopartikiiller astronotlara ve ayni zamanda bir¢cok ekipmana zarar
vermektedir. Ozellikle Ay’da olusan nanopartikiillerin biiyiik bir kism1 manyetik

Ozellik tasimaktadirlar [19]. Toz firtinalarindan kaynakli nanopartikiiller astim,



anfizem, akciger ylizeyinde ve dokusunuda enflamasyonlara sebep olmaktadir [20].
Ayrica nanopartikiillere tutunan bakteri, fungal organizma ve viriisler toz firtinalariyla

birlikte kitalar arasinda tasinabilirler [20, 21].

Patlamalar ve volkanik aktivite sonucunda da nano boyuttaki partikiiller meydana
gelebilir. Bir volkan patladiginda yaklasik olarak 30 milyon ton kiil a¢iga ¢ikar [20].
Agiga ¢ikan kiil dumani yaklasik 18,000 metre yiiksege ¢ikabilir. Volkanik patlamalar
sonucunda toksik Ozellige sahip agir metaller olusur [21]. Volkanik patlamalar ile
olusan nanopartikiiller solunum organlarinda, deride, gozde, lenf sisteminde

hastaliklara sebep olmaktadir [22, 23].

Gezegenimiz olustugu gilinden beri siirekli olarak orman yanginlari meydana
gelmektedir. Biiylik orman yanginlari sonucunda agiga c¢ikan duman ve kiiller
kilometrekarelik alanlara yayilarak nano oOlgekte partikiillerin olusmasina sebep
olabilirler [24]. Dogal gevreye zarar veren bu orman yanginlari ayni zamanda o
bolgede bulunan halki da tehlikeye sokmaktadir. Yapilan ¢alismalar sonucunda birkag
hafta siiren orman yanginlar1 neticesinde hastanelere basgvuran kisi sayisinda %50’°lik

bir artis oldugu gozlemlenmistir [25].

Denizlerin ve okyanuslarin buharlagsmasi sonucunda su ile birlikte deniz tuzu da
atmosfere verilmektedir [26]. Deniz tuzunun yapisinin belli bir kismi1 kalsiyum
karbonat (CaCOs) seklindedir ve yaklasik olarak 100 nm boyutundadir [21]. Nano
boyuttaki CaCOs ile yapilan arastirmalar neticesinde bu maddenin canlilar igin toksik
bir etki yaratmadigi tespit edilmistir. Solunum yolu hastaligina sahip olan hastalarda

bu nanopartikiillerin hastalig tedavi edici etkilerinin oldugu gézlemlenmistir [27].

Boyutlarindan dolayi virtisler ve bakteriler de dogal kaynakli nanopartikiiller arasinda
yer almaktadir [21]. Inorganik nanopartikiillerden farkli olarak bu organizmalar
kendilerini esleyebilir ve kendi enerjilerini iiretebilirler. Fakat tek hiicreli ve ¢ok
hiicreli canlilar nano boyutta inorganik materyal iiretebilmektedir. Ornegin; bazi
bakteriler tarafindan iretilen manyetik 6zellikli nanopartikiiller bu canlinin yon

bulmasina kolaylik saglar. Ayni sekilde tek hiicreli bir yapiya sahip olan diyatomlarin



tirettikleri silisyum da nano boyuttadir [28]. Yapilan arastirmalar sonucunda

diyatomlarin insanlar {izerinde ciddi saglik sorunlarina yol a¢tig1 bulunmustur [29].

insan Kaynakl Nanopartikiil Olusumlar
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Sekil 2.2. Insan kaynakl nanopartikiillerin olusumu [17]

Insan kaynakl1 nanopartikiillerin biiyiik bir cogunlugunu otomobillerden ¢ikan egzoz
gazlar1 olusturmaktadir [21]. Yapilan ¢alismalar sonucunda egzoz gazlarinin igerisinde
20-130 nm araliginda partikiillerin oldugu saptanmistir [30]. Egzoz gazlarinin
icerisindeki nanopartikiillerin biiyiik bir kismi kiiresel bir yapiya sahiptir [21].
Karayolu trafiginin yogun oldugu bdlgelerde otomobil gazina maruz kalan kisilerde
kardiyopulmoner hastaliklarina yakalanma ihtimalinin fazla oldugu yapilan

caligmalarda gozlemlenmistir [31].

EPA’nin yapmis oldugu aragtirmalara goére evsel hava kirliliginin ¢evresel hava
kirliligine kiyasla ¢ok daha fazla oldugunu bildirmistir. Ornegin; sigara igcmek,
temizlik ve yemek yapmak dahi evsel nanopartikiillerin olusmasina neden olmaktadir.
Isitici, mum, sigara ve iitiilenmis pamuksu kiyafetler evsel nanopartikiillerin ana

kaynagini olusturmaktadir [32].

Yapilan arastirmalar sonucunda tiitiin ve tiitiin trlinlerinde 10-700 nm araliginda
partikiiller ve ¢ok fazla ¢esitte kimyasal kompozisyonun oldugu bulunmustur. Sigara
dumanindaki gazin igerisinde bulunan nanopartikiiller akciger kanserine, tiimor

olusumuna, pankreas kanserine ve genetik mutasyona neden olmaktadir [33, 34].



Ortalama biiyiiklikte bir bina tamamen yikildigi zaman 10 pm’den daha kiigiik
pargaciklar etrafa sagilir. Yapisinda kursun, cam, asbestos ve daha farkli toksik
maddeleri bulunduran yikintilar diger bolgelere ulasabilir [19]. Ornegin Diinya Ticaret
Merkezi saldir1 sonucu ¢evresel bir felaket yasanmis ve saldir1 yerine hem yakin hem
de uzak bolgedeki insanlarda oksiirme ve bronsiyal hiperaktiviten gibi semptomlar

olmustur [35].

Nanopartikiillerin kozmetik iiriinlerde kullanilmasi eskiye dayanmaktadir. Ornegin;
antik Misir medeniyetinde mineral tozlar kozmetik amach kullanilmistir [21].
Gilinlimiizde bu kullanim yilizdesi daha da artmistir. Clinkii kozmetik sektorii bu
materyallerden bir¢ok avantaj saglamaktadir. Boyutlarinin ¢ok kiiclik olmasindan
dolay cilt katmanlarinin derinlerine inerek bazi besin bilesenlerini cildin istenilen
noktalarina tasir. Ayrica bazi nanopartikiiller antioksidan 6zellik gostererek cildin
geng goriinmesini saglar [36]. Bu kadar yaygin kullanimina ragmen bu sektdrde

kullanilan nanopartikiillerin toksisiteleri ile ilgili yeteri kadar ¢alisma yapilmamustir.

2.2.2. Nanopartikiillerin kullanim alanlari

Nanoteknoloji giiniimiizde neredeyse tiim bilimlerle i¢ ice bir baglanti halindedir.
Ozellikle biyoloji, elektronik, malzeme, kimya, fizik ve tip alanlarinda yogun bir
sekilde kullanilmaktadir. Nanoboyuttaki malzemelerin gelecek yillarda insan ve
sanayii i¢in ok dnemli katkilar1 olacagi dngdriilmektedir. Ornegin giiniimiizde bile en
biiyiik sikintilarimizdan biri olan su kaynaklarinin yetersizligi nanoteknoloji sayesinde
azaltilacaktir [37].
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Sekil 2.4. Mart 2011 envanterine gore nanoteknoloji tiiketici tirlinlerinde en sik kullanilan maddelerin sayis1 [5]

Binalarin dig ve i¢ cephelerinde koku giderme, kendi kendini temizleyebilme ve
yiiksek koruma saglayan boyalarda, yiizey kaplama uygulamalarinda, otomotiv
sanayisinde hafif motor ve siirtlinmeye direcli boya iiretiminde, gida sektoriinde
gidalarin korunmasinda, raf dmriiniin uzatilmasinda ve ambalajlamasinda kullanilmak
tizere  nanokompozit gida  malzemeleri  iretiminde  nanoteknolojiden
faydalanilmaktadir [38]. Nanoo6lgekteki malzemeler saglam, sicaga karsi direngli ve

hafif olmasindan dolay1 uzay istasyonlarinin ve roket yapiminda da kullanilmaktadir.

Cinko oksit ve titanyum oksit nanotozlari; kozmetik, kaplama ve boyalar, gilines
losyonu gibi iriinlerde ve igme suyunda kontamine edici maddeleri uzaklastirmak

amaciyla kullanilmaktadirlar [4].
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Titanyum dioksit nanotozlari ayrica gozliik camlarinda ¢izilmeyi 6nlemek ve camlara
kendi kendini temizleme 6zelligi kazandirabilmesi i¢in de kullanilmaktadir. Yanma
Ozelligini daha da kuvvetlendirmek amaciyla havai fiseklerde aliiminyum nanotozlar
kullanilmaktadir [4].

Elmas nanotozlar optik aletlerde 6zellikle mercek ve aynalarda yiiksek parlaklik

kazandirmak amaciyla kullanilmaktadir [4].

Nanobakir elektriksel materyallerde, askeri malzemelerde ve bilgisayar

donanimlarinda kullanilmaktadir.

Nanogilimiis tekstil endiistrisinde koku Onleyici olarak kullanilmaktadir. Ayrica

antimikrobiyal 6zelligi de vardir [4].

Nanopartikiiller atiksu aritimi i¢in de kullanilmaktadir. Metal oksit nanomateryalleri
nanosorbent ve fotokatalist olarak onerilmektedir [39]. Atiksu aritiminda en g¢ok
kullanilan nanomateryaller Al,O3, ZnO, TiO2, Fes04, SiO; ve CuO’dir. Ornek olarak
nano-TiO; kullanilarak anerobik kosullarda Zn ve Cd aritimi saglanmigtir [40]. Nano-
ZnO kullanilarak Pb adsorpsiyon ile giderilmistir [41]. Nano-FesO. kullanilarak
endiistri atiksuyunda fenol giderimini yapilmistir [42]. Nano-ZnO ve SnO; adsorbent
olarak kullanilarak sulu ¢ozeltideki krom (V1) ve malahit yesili oksalati giderilmistir
[43].

Gida sektoriinde nanoteknolojinin kullanimi giin gectikge yayginlagmaktadir. Gida
triinlerinin  korunmasinda, fizikokimyasal Ozellikleri {izerinde ve raf Omriiniin

arttirilmasinda 6nemli bir etkiye sahiptir [44].

Nanoteknolojinin  tekstil endiistrisinde kullanilmasiyla iiretilen malzemelere
antibakteriyel, boyanabilirlik, kirisiklik direnci ve alev giderici gibi pek ¢ok 6zellik

kazandirilir.
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Nanoteknoloji ile atik sular aritilabildigi gibi ayn1 zamanda suyu kirleten maddeleri

ticari nano bazli sensor kitleri kullanarak algilamak ve onlar1 izlemek i¢in imkan saglar

[45].

Nanopartikiiller ¢iiriik kontroliinde, dentin hassasiyetinin azaltilmasinda, biyofilm
olusumunun 6nlenmesinde ve kok kanal dezenfeksiyonu gibi pek c¢ok alanlarda dis
hekimliginde kullanilmaktadir. Tiim bu avantajlarinin yaninda oral ve diger dokularda

toksik etki gibi dezavantaj1 da vardir [46].

2.2.3. Titanyum dioksit

Titanyum dogada en fazla bulunan dokuzuncu elementtir. Diinya kabugunda bulunan
titanyum dioksitin ortalama konsantrasyonu 4400 mg/kg’dir. Cogu elementlere ve
ozellikle oksijene yiiksek afinitesi vardir. Bu yiizden dogada serbest halde bulunmaz.
Oksidasyon durumu ise +4, +3 ve +2 degerlikli durumlar vardir [47]. Metalik

titanyumun okside olmus hali TiO2’dir.

Endiistride kullanilan TiO2‘in baslica iki mineral formu anataz ve rutildir. Yapilan
calismalarda kimyasal olarak anataz formunu rutile formuna gore daha reaktif oldugu
bulunmustur. Hem anataz hem de rutil 6 tane titanyum atomundan meydana gelir [48,

49].

Titanyum metali canlilarda zorunlu olarak bulunmasi gereken elementler arasinda
degildir. Yapilan ¢aligsmalarda hayvan hiicresinde eser miktarda titanyum olabilecegi
bulunmustur [50]. Titanyum ¢ok az miktarda olsa da igme sularinda bulunmaktadir
[47]. Giinliik ortalama olarak bir birey viicuduna 300-400 pg titanyum almaktadir. Bu
alim hem solunum hem de dermal etkilesim yoluyla olmaktadir. Ayni zamanda agiz

yolu ve medikal uygulamalar ile de bu alim gergeklestirilmektedir [47].

Nanoodlgekteki titanyum dioksit molekiilleri mor 6tesi 1s1nlara maruz birakildiginda
reaktif bir hale gelmektedir. TiO2’e mor &tesi 1sinlar carptiginda katalitik reaksiyon

baslar. Nano-TiO2 molekiilleri foto bozunumu hizlandirip bu sayede nitrojen oksit gibi
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kirlilik yapan organik molekiilleri ortamdan uzaklastirmaktadir. Ayrica binalarin dis
yiizeylerinde kullanilan nano-TiO2’li boyalar yiizeylere tutunabilecek kir ve bakterileri
onlemektedir. Tiim bunlarin yaninda yeralt1 ve atiksularin isletilmesinde, siilfiir oksit

(SO2) gibi hava kirleticilerinin gideriminde de kullanilmaktadir [51].

Nanoolg¢ekteki titanyum dioksit sekerleme sanayisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bir ¢ikolata iireticisi tasarlamis oldugu iiriiniin lizerine titanyum ekleyerek ¢ikolatanin
40 dereceye varan sicaklikta bile erimemesini saglamistir. Isinin artmasiyla birlikte

harekete gegen bu koruyucu kisim ¢ikolatanin erimesini 6nlemektedir [52].

Tablo 2.1. TiOz’nin temel fiziksel ve kimyasal 6zellikleri [53]

Molekiil agirhigt 79.866 g/mol
Yogunluk 3.78 g/cm? (anataz)
4.23 g/cm?® (rutil)
Erime noktasi 1843 °C
Kaynama noktasi 2972 °C
Kristal yapisi Tetragonal (anataz ve rutil)
Ortorombik (brokit)
Kirilma indeksi 2.488 (anataz)
2.609 (rutil)
2.583 (brokit)
pH 3-7.5 (%5’1ik dispersiyonunun)
Enerji boslugu 3.05 eV (rutil)
Renk indeksi numarasi Cl 77891
Gida katki maddesi kodu E 171
CAS numarasi 13463-67-7
EC numarasi 236-675-5

Tablo 2.2. TiO2’nin uygulama alanlar1 [53]

Uygulama Alani Spesifik Kullanimlari

Boya Anataz kristali beyaz boya, vernik, miirekkep imalatinda kullanilir.

Gida Sakiz, kabartma tozu, beyaz leblebi, soslar, siit iiriinleri, unlu mamuller
ve toz igeceklerin imalatinda kullanilir.

Seramik Mineli seramik tiretiminde rutil kristali kullanilir.

Kagt Kagit imalatinda opaklastirici olarak kullantlir.

Cam Cam imalatinda opaklastirici olarak kullanilir.

Ilag Renk verici katki maddesi ve kaplama maddesi olarak kullanilir.

Plastik Saydamlagtirici olarak kullanilir.

Kozmetik Giines kremi ve losyonlarda, dig macunlarinda UVA ve UVB isinlarint
onlemede, beyazlastirici, yaglayict ve kalinlastirici olarak kullanilir.

Tekstil Kendi kendini temizleyen kumas tiretiminde kullanilir.

Dis Hekimligi Bazi kok kanali dolgusu ve pulpa kaplama maddeleri i¢inde katki

maddesi olarak kullanilir.
Kaplama Sirlar ve emayelerde kullanilir.




13

TiO> ile yapilan ilk aritim g¢alismasi su igerisindeki siyaniiriin giderimi ile ilgilidir
[54]. Yapilan bu ilk ¢aligmadan itibaren giiniimiize kadar su i¢erisinde bulunan organik

ve inorganik kirleticilerin giderimiyle alakali cok sayida ¢alisma yapilmustir.

TiO> fotokatalistinin UV 1s1k altinda organik maddeleri parcalayabildigi gibi ayni
zamanda antibakteriyel Ozellige de sahiptir. Matsunaga ve ark. (1985), TiO.-Pt
katalistlerini UV 151k altinda aktive edip mikrobiyal 6zellikteki hiicreleri 1 ve 2 saat
arasindaki stirelerde etkisiz hale getirerek bu alandaki ilk ¢alismay1 yapmustir [55].
Daha sonraki ¢alismalarda bakteriler tizerine TiO> fotokatalistinin etkisi arastirilmistir.
Maness ve ark. (1999), TiO, yiizeyinde olusan reaktif oksijen tiirlerinin hiicre
membranini bozarak lipid peroksidasyon mekanizmasini gerceklestirdigini ve bundan

dolay1 E.coli K-12 hiicrelerinin 6liimiine neden oldugunu saptamislardir [56].

Nano-TiO2 partikiillerinin hiicreye kolay bir sekilde giris yaptigii gostermek
amaciyla 2005 yilinda yapilan ¢aligmada sicanlar bir saat boyunca 22 nm capli TiO2
partikiillerini solumustur. Deneyden 24 saat sonra sicanlarin akcigerleri incelenmis ve
akciger hiicrelerinde TiO2 partikiillerine rastlanmistir [57]. 2008 yilinda yapilan
calismada ise alveolar makrofajlarin nano TiOz partikiillerini akcigerlerden

temizlemede yetersiz kaldigini gézlemlemislerdir [58].

Olusan toksisitenin sadece partikiillerin boyutlariyla degil ayn1 zamanda sekilleriyle
de ilgilidir. Yamamoto ve ark. (2004) ignemsi ve dendritik yapiya sahip partikiillerin
sferik yapidaki partikiillerden daha fazla toksisiteye neden oldugunu gostermistir [59].

Nurkiewicz ve ark. (2008) ratlar lizerinde yaptiklar1 deneyde 24 saat boyunca 21
nm’lik ve 1 pm’lik TiO; partikiillerinin toksik etkilerini incelemislerdir. Calisma
sonucunda ise inhalasyon yolu ile verilen partikiillerin rat {izerinde omuz kasi
arterlerinde bozukluklara neden oldugunu saptamislardir. Ayrica kullanilan TiO2
nanopartikiillerinin TiO2 mikropartikiillere kiyasla yaklagik alt1 kat daha toksik 6zellik
gosterdigi de saptanmistir [17].
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Hsin-Hou Chang ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada karbon igeren nano TiO2 goriiniir
1s1k altinda bile fotokatalitik etkiye sahip olup antimikrobiyal 6zellik gosterdigini
bulmuslardir [60].

Kanser hiicreleri tizerinde TiO2 nanopartikiillerinin fotokatalitik etkisinin incelendigi
caligmalar yapilmistir [61]. TiO2 nanopartikiiliin hem tek basina hem de UV 151ma ile
Ls-174-t insan kolon kanseri hiicresine olan etkisi incelenmistir. Tek basina TiO>
nanopartikiilii ve tek basina UV’nin 30 dakikalik muamele sonucunda hiicreler
tizerinde ayn etkiyi yaptig1 ve kanser hiicrelerinin %20’sinin 6liimiine neden oldugu
gbzlenmistir. Fakat yine 30 dakika boyunca UV 1s1ima ile aktiflestirilmis olan TiO>
nanopartikiillerinin kanser hiicreleri {lizerinde daha fazla etki ettigi ve hiicrelerin

yaklagik olarak %80’inin 6lmesine neden oldugu kesfedilmistir [62].

TiO2’nin toksisite degerlendirilmesinin yapildigr arastirmada Daphnia magna
kullanilarak akut ve kronik testleri Zhu ve ark. (2010) tarafindan yapilmistir [63].
Yapilan c¢alismada 48 saat TiO2 ile muamele edilen Daphnia’da ¢ok az toksisite
meydana gelirken, 72 saat sonunda yiiksek toksiste gozlemlenmistir. 21 giinliik kronik
maruziyet sonucunda ise yiiksek biiyiime geriligi ve 6liim gézlemlenmistir. Boylelikle
maruziyet sliresinin nanopartikiil toksisitesinde 6nemli bir parametre oldugu ortaya

gostermistir.

Hartmann ve ark. (2010) yaptiklar bir ¢alismada 10, 30, ve 300 nm boyutlarindaki
TiO> pargaciklarini kullanarak tatli su yesil algi olan Pseudokirchneriella subcapitata
tizerindeki ekotoksisitesini incelemiglerdir ve bunun sonucunda her ii¢ boyuttaki
nanopartikiillerin alg iizerinde biiylimesini engelleyici bir etki yaptigi gozlenmistir

[64].

Navarro ve ark. (2008) tarafindan TiO2 nanopartikiiliiniin yesil alg Desmodesmus
subspicatus tlizerine toksisite etkisinde nanopartikiiliin spesifik yiizey alaninin 6nemli
bir parametre oldugu ifade edilmistir [65]. Kiiglik pargacilarin biiyiik pargaciklara
kiyasla ¢ok daha fazla toksisiteye neden olmaktadir [66].
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TiO2 nanopartikiillerine maruz birakilan gokkusagr alabaliklarinda oksidatif stresten
dolay1 solungaclarinda hasarlar meydana gelirken beyinlerinde herhangi bir hasar
olusmamistir. Buradan da anlasilacagi iizere beyindeki hasar olusumunda

nanopartikiiliin tiirti 6nemli bir faktordiir [3].

TiO2 nanopartikiilleri oral yolla alindiginda insan sindirim sisteminde biriktigi ve

yangili kolon hastaligina neden oldugu tespit edilmistir [67].

TiO2 nanopartikiilleri reaktif oksijen tiirlerinin olugsmasina neden olup akciger kanseri,

KOAMH ve fibrozis gibi hastaliklarin olusmasini tetikledigi gozlenmistir [68].

2.3. Toksikoloji

Toksikoloji fiziksel ve kimyasal etmenlerin ekosistem ve canli organizmalar
tizerindeki zararlarini belirleyip, yikici etkilerini inceleyen ve bu etkilerden dolayi
meydana gelen riskleri inceleyen bir bilim dalidir. Zehir bilimi anlamima da
gelmektedir. Ozellikle son yillarda cesitli sektdrlerde pek ¢ok kimyasal madde
tiretilmektedir. Uretilen bu kimyasal maddeleri ¢ok sayida avantaji olmasina ragmen
ayni zamanda c¢evre ve insan sagligi i¢in son derece olumsuz etkileri de bulunmaktadir.
Nanoteknolojinin de hayatimiza girmesiyle birlikte bu olumsuz etkiye neden
olabilecek kimyasallar da artmis bulunmaktadir. Toksikoloji biliminin ana gorevleri
arasinda tiretilen bu kimyasal maddelerin toksik 6zelliklerini belirlemek ve ekosistem

acisindan meydana getirecegi riskleri azaltmaktir [4].

2.3.1. Toksikolojik testler

Toksik maddelerin meydana getirecegi zararl etkileri belirlemek amaciyla toksisite
deneyleri yapilmaktadir. Ayn1 zamanda su kalitesini 6l¢gmek, atiklarin verildigi alici
ortamlar1 izlemek, toksik maddelerin organizma iizerindeki uyaric1 etkilerini
belirlemek i¢in uygulanmaktadir [69]. Bu testler yalnizca canli organizmalar tizerinde
kimyasal maddelerin etkisini belirlemek i¢in yapilmaz. Genellikle bu maddelerin

toksik etki gostermeyecegi dozlar1 saptayabilmek amaciyla da uygulanmaktadir [70].
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Toksisite testleri test siiresine gore kronik ve akut olmak iizere ikiye ayrilir. Akut
toksikolojik testlerde deney siiresi 24, 48, 72 ve 96 saatlik zaman dilimlerinde yapilir.
Ornegin daphnia ve baliklar icin deney siiresi 24-48 saat iken algler i¢in genellikle 24
saatten daha azdir. Deney siiresi deneyde secilen canlinin tiirline gore
degisebilmektedir. Kronik toksikolojik testlerde ise deney siiresi bir hafta ile bir ay
arasinda secilmektedir. Segilen bazi canlilarda daha uzun siireler de tercih edilebilir

[71].

Akut toksisite testlerinde segilen organizmalar farkli konsantrasyondaki kirletici
ortamina birakilir ve popiilasyondaki tiirlerin %50’sini 6ldiiren doz olarak tanimlanan
letal doz (LD50) bulunur. Kronik toksisite testlerinde ise canlinin biiyiimesinin
yavasladigi, lireme yeteneginin azaldigt ve davramis bozukluklarinin meydana

gelmesine neden olan doz belirlenir [72].

Secilecek organizmanin ekosistemi temsil edecek sekilde yerli tiir olmas1 gerekir.
Tiirlin temininin kolay ve test siiresince yeteri sayida birey temin edilebilmelidir. Tiir
ici ve tiirler arasinda genis bir duyarliliga sahip organizma olmalidir. Segilen tiiriin
laboratuvar ¢aligmalina adaptasyon kabiliyeti yiiksek ve kiiltiirlerinin de yapilabilir
olmasi gerekmektedir. Ayn1 zamanda ekonomik ve ekolojik ag¢idan da 6neme sahip

olmalidir [73].

2.3.2. Ksenobiyotik-biyolojik sistemin etkilesimi

Toksik maddeler ekosistem iginde enerji transferi ve madde dongiisii gibi islevleri
bozmaktadir. Birincil iireticilere giines enerjisinin gecisiyle enerji transferi baglar ve
besin zinciri ile son tiiketiciye kadar ulagir. Bu basamaklar arasinda giiclii bir iliski
bulunmaktadir. Herhangi bir basamaktaki organizmanin olumsuz etkilenmesi diger
basamaktaki organizmalarin da olumsuz etkilenmesine sebep olacaktir. Ayni sekilde
tireticilerin sayisinda olusabilecek azalma diger iist basamaklardaki organizmalarin da
sayisinin azalmasiyla sonuglanacaktir. Ekosistemlere ulasan toksik maddelerin
organizmalarla etkilesimi sonucunda DNA ve enzimlerde geri doniigiimii miimkiin

olmayan bozulmalar, lizozomda par¢alanma, hiicrede trigliserid birikimi, lipid
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peroksidasyonu ve enerji metabolizmasinda bozukluklar meydana gelir. Toksik
etkenlerin daha da artmasi1 meydana gelen bu bozukluklarin siddetini daha da arttirarak
hiicrenin 6liimiine neden olur. Toksik maddelerin ¢evresel ortama girisiyle canlilar
tizerinde bazi genetik 6zelliklerin lehine ya da aleyhinde baz1 degisikliklere neden olur.
Gen havuzunda olusan bu degisiklikler popiilasyonun yapisini biiyiik o6lgiide
etkilemektedir [73].

Noktasal kavnaklar’ Kaza ile bulasma
Dagimik Kaynaklar

|
-

Insan

Sekil 2.5. Nanopargaciklarin akuatik sisteme ulastiginda izleyecegi muhtemel yollar [74]

2.3.3. Nanopartikiillerin toksisitesi

Nanopartikiillerin ylizey yiikii, sekli ve biyiikligi, yiizey alani gibi temel
bilesenlerinden dolayr ¢ok c¢esitli amaglarla kullanilarak insan hayatim
kolaylagtirmaktadir. Tiim bu faydalarinin yaninda ayn1 zamanda tiim canli sistemlere
yayilarak toksik Ozellik de gostermektedir. Nanopartikiillerin boyutlar1 diger
partikiillere oranla ¢ok daha kii¢iik oldugu i¢in kolay bir sekilde reaksiyona ve hiicreye
girme egilimindedirler. Dogal veya endiistriyel yollarla {iretilmis nanopartikiiller

biyolojik aktivitelerinden dolay1 mide, deri ve akciger gibi sistemlerden giris yaparak
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insan viicuduna ulasabilir. Hedef organlar1 ¢ogunlukla bobrek, akciger, karaciger ve

dalaktir. Bu organlara girig yaparak toksik etki meydana getirirler [75, 76, 77].

Cevreye bazen bilingli bir sekilde bazen de kaza ile nanopartikiiller atilmaktadir.
Ucgucu ve aerosol ozellikte olan nanopartikiiller direkt olarak atmosfere yayilirken
polar ve iyonize 6zellikteki nanoparcaciklar ise suda ¢oziiniir. Hidrofobik parcaciklar
cOkerek topraga tutunur. Nanoparcaciklarin suda yasayan canlilara ulasma yollar
baslica solungaglarina takilma, koku alma organlarina veya epitelyal sinirlarina girme
seklindedir. Nanoparcaciklar sucul biyotada biyolojik olarak birikeceginden dolay1
endige yaratmaktadir [78].

Nanopartikiiller sahip olduklar: fiziksel 6zellikleri itibariyle hiicrede reaktif oksijen
tirlerinin olugmasini tetikleyebilir ve boylelikle hiicrede ciddi hasarlar ile birlikte

hiicre 6liimii meydana gelebilir [79].

Nanopartikiiller hiicre ylizeyinde bulunan reseptorlere endositoz ile baglanarak hiicre
icine girebilir [80]. Ayn1 zamanda ara ylizey gerilimi, Van der waals kuvvetleri ve
elektrostatik yiikler ile (endostatik olmayan yollar) ile de hiicre igine giris yapabilir
[57].

Nanomalzemelere maruziyet sonucunda ortaya g¢ikabilecek tehlikelerin belirlenmesi
ve Onlem alinmasi son derece onemlidir. Fakat nanomalzemelerin canli sistem
tizerinde meydana getirecegi etkiler hala agik degildir. Yapilan bir¢ok caligmalara gore
toksik etkinin nanomalzemenin boyutuna ve sekline bagli oldugu sonucunu ortaya

cikarmustir [53].

ABD’de Ulusal Mesleki Giivenlik ve Saglik Enstitiisii (NIOSH) tarafindan yapilan
calismada deney hayvanlarina ¢oziinme 6zelligi olmayan ve 100 nm’den daha kiiciik
partikiiller ile yine ayn1 konsantrasyonda daha biiyiik boyutlu partikiil verilmistir. 100
nm’den daha kiiciik partikiillerin daha biiyiik olanlara kiyasla akciger iltthaplanmasi

ve akciger tiimoriinde daha fazla artisa neden oldugu bulunmustur [53].
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Nanomateryaller 100 nm’den daha kiiciik olduklarindan membrandaki porlar1 gegerek
niikleusa kadar ulasabilirler. Burada nanomateryaller niikleusun igerisine yerlesirse
hem DNA hem de DNA ile ilgili proteinlerle etkilesime girer ve bu sekilde genetik
materyale zarar verebilir. Sonu¢ olarak DNA’ya direkt veya direkt olmayan yollarla

nanomateryaller genotoksisiteye neden olmaktadir [81].

2.3.3.1. Nanopartikiillerin genotoksisitesini etkileyen faktorler

2.3.3.1.1. Boyut, sekil ve yiizey alam

Nanoboyuttaki materyaller mikron boyuttaki materyallere kiyasla daha fazla biyolojik
etki olusturma egilimine sahiptirler. Partikiil boyutu kiiclildiikge birim kiitle bagina
diisen yiizey alani ve partikiil sayis1 artmaktadir. Ornegin; 60 pm ¢apa sahip bir karbon
partikiilii 0.01 mm? yiizey alanina ve 0,3 pg’lik kiitleye sahipken, yine aym1 kiitleye

sahip 1 milyar tane 60 nm ¢apindaki karbon partikiiliiniin yiizey alani1 11,3 mm? ‘dir

[5].

Partiikiiliin ¢ap1 kiiciildiik¢e ylizey alaninin hacmine veya kiitlesine orani artmaktadir.
Yiizey alaninin artmas1 materyalin katalitik aktivitesinin artmasina neden olmaktadir.
Yiizey atomlar1 cogunlukla doymamus yiiksek enerji baglarina sahiptir. Kararli duruma
gecmek icin ylizeydeki bu baglar diger molekiillerle reaksiyona girecektir.
Nanomateryallerin ylizey alanlar1 ¢ok biiylik oldugu i¢in daha fazla reaksiyona girme
egilimi gostereceklerdir. Bu sebeple mikro boyuttaki materyallere kiyasla daha ¢ok
biyomolekiille interaksiyona girerler. Bunun sonucunda hiicrede oksidatif stres ve

hiicresel hasar meydana gelir [82].

2.3.3.1.2. Aglomerasyon durumu

Nanomateryaller biiylik bir cogunlugu hidrofobik yani suyu sevmeyen 6zellik gosterir.
Fizyolojik kosullar altinda topak (aglomerat) olustururlar. Agregasyon olmasi halinde
nanomateryalin gercek yiizey alan1 ve boyutu degisir. Nanomateryaller in vivo ve in
vitro sartlarda agregat formu olusturur. Genotoksisite testlerindeki hiicresel yanitlarin

biiyiik bir kism1 aglomeratli nanomateryal formunun bir sonucudur.
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Hidrofob 6zellige sahip nanomateryallere siirfaktan kullanarak veya yiizeyde kimyasal
modifikasyon (fonksiyonellestirme) islemi yapilarak hidrofil hale getirilebilir. Fakat
bu durum nanomateryallerin genotoksik etkilerini degistirebilir. Ornegin; yiizey
modifikasyonu ile fonksiyonellestirilen CNT’lerin toksik etkisinin azaldigi tespit

edilmistir [83].

2.3.3.1.3. Yiizey yiikii ve kimyasi

Nanomateryallerin deneysel sartlar altindaki davraniglarini anlayabilmek icin yilizey
karakteristiklerinin bilinmesi gereklidir. Ciinkii ylizey yiikii iyonik siddet ve pH gibi

faktorlere gore aglomerasyonu da degistirmektedir [84].

Nanomateryallerin hiicre i¢ine aliminda yiizey yiikiiniin 6nemli bir rolii vardir. Plazma
membrant fosfolipitlerden dolayr anyoniktir. Bu nedenle katyonik nanomateryaller
anyonik nanomateryallere kiyasla daha fazla oranda endositozla hiicre i¢ine alindig
diistiniilmektedir. Yapilan ¢ogu ¢alismalar bu durumu desteklemektedir. Fakat bu

duruma aykiri olan ¢aligmalar da mevcuttur [85, 86, 87].

DNA vyiik bakimindan negatif yiike sahip oldugu i¢in katyonik nanomateryaller
anyonik nanomateryallere kiyasla daha fazla genotoksik 6zellikte olabilecegi

diistiniilmektedir [82].

Goriildiigii  gibi  nanomateryallerin  hiicre i¢ine alim1 ¢esitli faktdrlerden
etkilenmektedir. Bu ylizden nanomateryallerin genotoksik etkileri arastirilirken bu
faktorler de gdz oniinde bulundurularak karakterize edilmelidir. Ornegin, partikiiliin
boyutu, sekli ve agregat boyutu, taramali ve/veya gegirimli elektron mikroskobu (SEM
veya TEM) kullanilarak bilgi alinabilirken, dinamik 1sik sag¢ilimi (DLS) teknigi
kullanilarak nanopartikiillerin yiizey yiikii ve hidrodinamik cap1 karakterize edilebilir
[88].
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2.4. Oksidatif Stres

Organik molekiillerin yapisina katilan oksijen biitiin canlilar i¢in 6nemli bir elementtir.
Fotosentetik canlilarin faaliyetleri sonucu olusan bu element atmosferde en fazla
miktarda bulunur. Biitiin canl tiirleri organik molekiiliin icerisinde yer alan oksijenin
tiiriine ihtiya¢ duyarken, serbest formdaki molekiiler oksijen her canli i¢in olumlu bir
etki yapmaz. Ornegin aerobik canlilar oksijene bagimliyken anaerobik canlilar
oksijene bagimh degildirler. Anaerobik canlilar i¢in oksijen toksik etki yapmaktadir.
Ciinkii oksijenden kaynakli reaktif oksijen tiirlerine karsi savunma sistemleri yoktur
[89].

Aerobik yagamda solunum ve enerji metabolizmasi i¢in oksijen molekiilii gereklidir.
Oksijen molekiil seklindeyken az aktif bir yapiya sahipken kuraklik, agir metal, hava
kirliligi, nanopartikiil, sicaklik stresi ve herbisitlerin bulundugu ortamda yiiksek
derecede toksik ara molekiiller olusturabilir. Toksik ara molekiiller normal

metabolizma sirasinda ve ¢esitli ¢evre sartlarinda da olusabilmektedir [89].

Hiicrede normal metabolik yollarla meydana gelen enzimatik reaksiyonlar sonucunda
serbest radikaller olusur. Olusan bu serbest radikaller bazen enzimlerin aktif
bolgelerinden sizabilmektedirler. Sizan serbest radikaller daha sonra molekiiler

oksijenle tepkimeye girip serbest oksijen radikallerini olusturmaktadirlar [90].

Hiicrelerde olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS), ‘antioksidanlar’ olarak adlandirilan
mekanizmalarla etkisiz hale getirilmektedir. Fakat bazen ¢ok fazla reaktif oksijen
tiirleri (ROS) olusup hiicrenin savunma mekanizmasi bunlar1 ortadan kaldirmakta
yetersiz kalabilmektedir. Iste hiicrenin yetersiz kaldigi yani ortamda hala reaktif

oksijen tiirlerinin olmas1 duruma oksidatif stres denilmektedir [91].
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Sekil 2.6. Oksidatif denge [92]

2.5. Serbest Radikaller

Bir veya birden fazla ortaklanmamig elektrona sahip molekiil veya atomlara serbest
radikal denir. Bu atom veya molekiiller ortaklanmamis elektronunu baska bir molekiile
vererek veya baska bir molekiilden elektron alarak kararli bir hale gegme egiliminde
olduklari i¢in son derece reaktiftirler. Elektronlar atomlarda orbital denilen kisimlarda
bulunur. Bu orbitallerde birbiriyle zit yonde donen en fazla iki elektron bulunmaktadir.
Bir orbitalde tek basina bulunan elektrona ortaklanmamis elektron denilmektedir.

Biyolojik molekiillerin ¢ogu ortaklanmamis elektrona sahiptir [93].
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2.5.1. Serbest radikallerin olusumu

2.5.1.1. Kovalent bagh bir molekiiliin homolitik béliinmesi

Hem yiiksek sicaklik (500-600 °C) hem de yiiksek enerjiye sahip elektromanyetik
dalgalar kimyasal baglarin kirilmasina neden olur. Bu kirilma ile bag yapisinda
bulunan iki elektronun her biri ayr1 ayri atomlar tizerinde kalabilir. Bu sekilde
meydana gelen kirilmaya homolitik kirilma denir. Denklem 2.1°de goriildiigii gibi bu

kirilma sonucunda her iki atomun tizerinde paylasilmamis elektron kalir [89].

X: Y->X +Y (2.1)
2.5.1.2. Normal bir molekiilden elektron kaybi veya heterolitik boliinme

Radikal 6zellige sahip olmayan bir molekiilden tek bir elektronun kaybiyla veya
molekiiliin heterolitik olarak bdliinmeyle meydana gelir. Denklem 2.2°de gorildigi
gibi heterolitik boliinmede kovalent bagi meydana getiren her iki elektron da
atomlardan birinde kalir. Boylelikle serbest radikal olusmayip iyonlar meydana gelir
[89].

X:Y-> X" +Y"F (2.2)
2.5.1.3. Normal bir molekiile elektron eklenmesi

Radikal 6zellige sahip olmayan bir molekiile tek bir elektronun eklenmesiyle meydana
gelirler (Denklem 2.3). Ornegin, molekiiler oksijenin tek elektron ile indirgenmesi,

radikal formu olan siiperoksidin olusumuna neden olur [89].

X +e - X~ (2.3)
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Biyolojik sistemlerde olusan serbest radikaller ¢ogunlukla elektron transferi ile
meydana gelir. Serbest radikaller pozitif veya negatif yiiklii olabilecegi gibi notral de
olabilmektedirler [89].

2.5.2. Serbest radikallerin etkileri

Oksidatif fosforilizasyon ile meydana gelen serbest radikaller hiicrede hasara neden
olurlar. Serbest radikaller enerji iiretimi ve elektron transferi gibi 6nemli gorevlere
sahip oldugu icin yasam i¢in gereklidirler. Fakat bu reaksiyonlar kontrolsiiz bir sekilde

gerceklestigi zaman hiicreye fayda verme yerine zarara sebebiyet olmaktadir [94].

Serbest radikallerin karbonhidratlara, proteinlere, niikleik asitlere ve lipitlere etkisi

bulunmaktadir.

2.5.2.1. Serbest radikallerin karbonhidratlara etkileri

Serbest oksijen radikallerinin karbonhidratlar iizerindeki etkisi énemli olgiidedir.
Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucunda okzoaldehitler, peroksitler ve H202
olugur. Olusan bu maddeler sigara i¢imi ve diabet ile ilgili kronik hastaliklarin
patolojik olusumlarinda rol almaktadirlar. DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve
capraz baglar 6zelligine sahip olan okzoaldehitler karbonhidratlar tizerinde antimitotik
etki gosterirler. Buna bagli olarak yaslanma ve kanser gibi mekanizmalarda gorev
almaktadirlar. Ayrica karbonhidrat oksidasyonu sonucu olusan glioksal hiicre

boliinmesini inhibe etmektedir [95].

2.5.2.2. Serbest radikallerin proteinlere etkileri

Reaktif oksijen tiirevleri proteinlerin peptid baglariyla ya da aminoasit yan zincirleri
ile reaksiyona girerek okside etmektedir. Protein oksidasyonunun belirteci ileri
oksidasyon protein iiriinleri (AOPP)’dir. Proteinlerin serbest radikallerden etkilenme
oranlar1 farklidir. Ornegin, siilfir ve doymamis bag igeren proteinler serbest

radikallerden c¢ok kolay bir sekilde etkilenmektedirler. Bu tiir proteinler serbest
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radikallerle etkilestiklerinde siilfiir radikaller ve karbon merkezli radikaller olusur.
Olusan bu radikaller proteinlerin ii¢ boyutlu yapisini bozarak fonksiyon kaybina neden
olmaktadir. H»20> ve O radikalinin etkisi sonucunda oksihemoglobin

methemoglobine doniisiir [95, 96].

Serbest radikallerin proteinlere verdigi hasar sonucunda c¢apraz baglanma,
fragmantasyon ve protein agregasyonu meydana gelir. Aminoasitlerin kompozisyonu
serbest radikallerin proteinlere verecegi hasarin Olgiitiinii belirlemektedir. Ayrica

radikalin cinsi, toksisite giicii ve proteinin hiicresel lokalizasyonu da hasarin boyutunu
etkilemektedir [97, 98].

2.5.2.3. Serbest radikallerin niikleik asitlere etkileri

Hiicrede niikleik asitler serbest radikallerin etkilerine karsi kendilerini korumada en
zay1f bolgelerden biridir. Serbest radikaller niikleik asitlerin temel yapidaki cifte
sarmalin kirilmasina, molekiiller arasi1 ¢apraz baglanmalara neden oldugu gibi ayni
zamanda yeni seker ve baz gruplariin eklenmesine neden olmaktadir [99]. DNA’nin
yapisinda bulunan baz ve sekerler oksidasyona karsi ¢ok hassastirlar. Oksidasyon
neticesinde bazlarin degredasyonu, tek zincirde kirilma ve proteinlere baglanma gibi

olaylar meydana gelir [68, 100].

Iyonize edici radyasyon ile meydana gelen serbest radikaller DNA’y1 etkileyip hiicrede
mutasyona ve Oliime sebebiyet vermektedir. Hidroksil radikali (OHe) bazlarla ve
deoksiriboz ile kolayca reaksiyona girebilmektedir. Bu reaksiyon neticesinde hiicrede
degisiklikler meydana gelmektedir. Hidrojen peroksit (H202) ise membranlardan
kolayca gecebilme 6zelligine sahiptir. Membrandan gegen hidrojen peroksit hiicre
cekirdegine ulasip DNA hasarina veya hiicrede fonksiyon bozukluklari meydana

getirebilir [101].

Eger hidroksil radikali DNA’ya yakin kisimlarda olusursa pirimidin ve piirin bazlarina

saldirip mutasyona neden olabilir.
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Niikleustaki DNA molekiilleri siki heliks yapida olduklarindan dolayr serbest
radikallerle etkilesimleri sinirhidir. Eger etkilesme meydana gelirse olusan hasar

enzimler tarafindan onarilir [102].

2.5.2.4. Serbest radikallerin lipidlere etkileri

Lipidler serbest radikallere kars1 en hassas olan biyomolekiillerdir. Hiicre membrani
coklu doymamis yag asitlerince zengindir ve serbest radikallerin etkisine ¢cok kolay bir
sekilde maruz kalirlar. Bu tepkime oldukg¢a zararlidir. Sebebi ise zincirleme olarak
ilerlemesinden dolayidir. Membrandaki doymamis yag asitlerinin serbest radikallerle
cok kolay bir sekilde reaksiyona girdigi tepkimenin sonucunda peroksidasyon iiriinleri

olusmaktadir [103].

Coklu doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimina lipid peroksidasyonu
denilmektedir. Membranda lipid peroksidasyonu sonucu olusan hasar geri

doniistimstizdiir [103].

Serbest radikallerin hiicre membranina saldirmasi sonucunda membranin
stabilizayonunun ortadan kalkmasiyla hizli bir bi¢imde hiicre ve dokularda bozulmalar
baslar [104].

Hiicre membraninda lipid peroksidasyonuna ugrayan baslica yag asitleri coklu
doymamis yag asitleridir. Lipid peroksidasyonu ¢ogunlukla yag asitlerinde bulunan
konjuge ¢ift baglardan bir hidrojen atomunun ¢ikarilmasi ile baglar. Boylelikle yag
asidi zinciri artik lipid radikali 6zelligi kazanmis olur. Olusan lipid radikali (Le)
dayaniksiz yapida bir bilesiktir ve baz1 degisikliklere ugrar. Lipid radikallerinin (Le)
molekiiler oksijenle (O2) tepkimesi ile lipid peroksit radikalleri (LOO¢) olusur. Olusan
lipid peroksit radikalleri (LOO*), membran yapisinda bulunan diger ¢oklu doymamis
yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin meydana gelir. Ayni zamanda agiga
¢ikan hidrojen atomlarini yapilarina alarak lipid peroksitlerine (LOOH) doniisiirler.
Bu sekilde tepkimeler siirekli olarak tekrarlanir. Lipid peroksidasyonu ile olusan lipid
peroksitlerinin (LOOH) yikimi gecis metalleri iyon Katalizini gerektirir. Lipid
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peroksitleri (LOOH) yikildiginda aldehitler olusur. Ug veya daha fazla cift bag iceren
yag asitlerinin peroksidasyonu sonucunda malondialdehit (MDA) meydana gelir.
Malondialdehit (MDA) yag asidi oksidasyonunun kantitatif bir indikatorii olmamasina

ragmen lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi bir baglant1 gosterir [105, 106, 107].

Lipid peroksidasyonun son bilesigi olan malondialdehit (MDA) peroksidasyona
ugramis ¢oklu doymamis yag asitlerinin boliinmesiyle olusan ve ii¢ karbonlu bir
yapiya sahip olan bir dialdehittir. MDA oksidatif durumun gostergesi olarak
kullanilmaktadir. Meydana gelen MDA hiicrede deformasyon, iyon transportu, hiicre
yiizey bilesenlerinin agregasyonu ve enzim aktivitesi gibi zar 0&zelliklerinin

degismesine neden oldugu vurgulanmistir [108].

Lipit peroksidasyonunun siirekli olarak devam ederse antioksidan olan E vitamini

sayesinde lipit peroksidasyonu sonlanabilir [108].

Lipid peroksidasyonu ile hiicrenin membran biitlinliigii yok olur. Ayrica hiicrenin
elektrolitlere permeabilitesinin artmasina neden olur. Hiicre igerisine giren kalsiyum
ve sodyum iyonlarinin gegisi ile hiicre ATP tiiketir hale gelir. Boylelikle hiicrenin
enerji mekanizmasi etkilenmis olur. Ca iyonlarindaki artig protein ve lipidlerde daha

fazla hasar veren proteaz ve fosfolipazi aktive eder [109, 110].
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2.6. Reaktif Oksijen Tiirleri

2.6.1. Siiperoksit radikali (O2°)
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Denklem 2.4 ‘te goriildiigii gibi molekiiler oksijenin (O2), bir elektron almasiyla

stiperoksit radikali olusur. Kararsiz bir yapiya sahiptir. Fe ve Cu iyonlariin etkisiyle

de meydana gelebilirler (Denklem 2.5, 2.6) [112].

O,+e — 0Oy

Fe2+ Q,— Fet¥+ 0y

Cu*+0;— Cu*?+ 0y~

(2.4)

(2.5)

(2.6)

Stiperoksit radikali oksijen molekiiliiniin farkli bilesikler ile reaksiyona girmesiyle,

beyaz kan hiicreleri tiretimi sirasinda olusabilmektedir.
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Siiperoksit radikali hem oksitleyici hem de indirgeyici 6zelliktedir. Bu radikal hiicreye
direkt olarak zarar vermemektedir. Bu radikal anyonun en 6nemli 6zelligi hidrojen

peroksitin kaynagidir. Ayn1 zamanda gecis metallerinin indirgeyicisi olarak gorev

yapmaktadir [113].

Bu radikal normal sartlarda antioksidan savunma mekanizmasi ile hizli bir sekilde
ortadan kaldirilabilir. Ornegin sitoplazmada bakir siiperoksit dismutaz (Cu-SOD),
mitokondride manganez siiperoksit dismutaz (Mn-SOD) tarafindan siiperoksit radikali

H202’e ¢evrilir [114].

Molekiiler oksijenin dis orbitallerinde paylasilmayan iki elektron bulunmaktadir. Bu
elektronlar paylasilmayip ayri orbitallerde bulunduklar1 zaman ve spinleri ayn1 yonde
oldugunda en diisiik enerji seviyesine sahip olurlar. Dig orbitallerden her biri birer
elektron daha kabul alabilirler. Bu orbitaller eger tek elektron alirsa ile siiperoksid
radikali, iki elektron almasi ile peroksi anyonu meydana gelir. Meydana gelen peroksi

anyonu eger ortamdan iki proton alirsa hidrojen peroksit (H202) olusturabilir [115].

Stiperoksit radikali insanda en fazla iiretilen serbest radikal ¢esitlerindendir. Ancak bir
kere meydana geldigi anda baska serbest radikallerin iiretimine neden olur. Lipit,
aminoasit ve DNA ile yaptig1 reaksiyonlar ¢cok yavastir. Siiperoksit radikalinin zararl
yonleri oldugu gibi faydal: taraflar1 da vardir. Ornegin, fagositik hiicreler tarafindan
tiretilmis olan siiperoksit radikali bakterileri 6ldiirmede bu hiicrelere yardim etmesinin
yaninda ayni zamanda kandaki oksijen seviyesinin algilanmasinda da 6nemli bir

gorevi vardir [116].

2.6.2. Hidrojen peroksit radikali (H202)
Hidrojen peroksitin olusumu farkli sekillerde olabilmektedir. Bunlardan ilki
siiperoksidin ¢evresindeki molekiillerden bir elektron almasiyla olusmaktadir

(Denklem 2.7).

O +e + 2H"—H202 (2.7)
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Ikincisi ise molekiiler oksijenin ¢evresinde bulunan molekiillerden iki elektron

almasiyla olugsmaktadir (Denklem 2.8) [101].

Oz + 2e" + 2H*—H20> (2.8)

Bir baska olusum mekanizmasi ise su sekildedir. Ilk olarak siiperoksit radikali

perhidroksi radikalini olusturmak {izere protonlanir (Denklem 2.9).

Oz + H* & HOy (2.9)

Daha sonra olusan bu perhidroksi radikali ile siiperoksit radikali birbiriyle reaksiyona
girerek indirgenme ve oksitlenme olur. Bu dismutasyon reaksiyonu sonucunda oksijen

ve hidrojen peroksit olusur (Denklem 2.10) [101].

HO2- + 02" + H*— 02 + H202 (2.10)

Hidrojen peroksit uzun Omiirlii bir oksidan olmasinin yaninda ayrica molekiiler

yapisinda su bulunmadigi i¢in membrandan gegebilme 6zelligine de sahiptir [117].

Hidrojen peroksitin yapist incelendiginde paylasiimamis elektronu bulunmamaktadir.
Bu ytizden radikal bir 6zellik tasimamaktadir. Oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin
sebebi ise demir ve bakir metal iyonlarimin varliginda hidroksil radikalini meydana
getirmesidir. Bu oksitleyici 6zelliginden dolay1 biyolojik sistemlerde olustuklari andan
itibaren hemen uzaklagtirilmasi gerekir. Hiicrede bu uzaklastirma gorevini antioksidan

enzimlerden olan peroksidaz ve katalaz yapmaktadir [118].
2.6.3. Hidroksil radikali (OH-)
Hidroksil radikali oksijen radikalleri i¢erisinde en zararli ve en reaktif olan tiirdiir. Bu

radikal olustugu yerde hangi molekiil var ise direk onunla etkilesime girebilecek

kapasitededir. Bunun sebebi ise bu radikalin eslenmemis elektron bulunduran dis
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orbitalinin elektron alma ilgisinden dolayidir. Olustugu yerde hemen reaksiyona girer

[119].

Bu radikal olustugu yerlerde biiyiik hasarlara neden olur. Hiicre i¢inde neredeyse tiim
yapilarla reaksiyona girebilir. DNA, protein, karbonhidrat ve fosfolipitler ile
reaksiyona girme egilimi yliksektir. Bu radikal lipid peroksidasyonunu baslatip hiicre
zarmin gegirgenliginin artmasina neden olur. Daha ilerleyen asamalarda ise yapiyi
tamamen bozup hiicre Oliimiine sebebiyet verebilir. Ayn1 zamanda DNA {izerinde
kirilmalara ve ayn1 zamanda mutajenik etkileri de bulunmaktadir. Radikal olmayan
biyolojik molekiiller ile reaksiyon verip daha sonra zincirleme reaksiyonlarinin
meydana gelmesine neden olur [120]. Hidroksil radikali eger DNA’ya yakin bir yerde

olusursa pirimidin ve piirin gibi bazlara saldirip mutasyona neden olabilir.

Hidroksil radikali iki sekilde olusabilmektedir. Bunlardan birincisi Fenton
reaksiyonudur. Eger ortamda Fe, Cu, Mn gibi ge¢is metalleri mevcut ise hidrojen
peroksit bu metaller ile reaksiyona girip hidroksil radikali olusabilir (Denklem 2.11)
[121].

H,0 + Fe*2—— -OH + OH" + Fe*3 (Fenton reaksiyonu ) (2.11)
Ikincisi ise Haber-Weiss reaksiyonudur. Ortamdaki hidrojen peroksit siiperoksit
varhiginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu hidroksil radikaline doniisiir (Denklem
2.12).

H202 + O —— - OH + OH™ + O2 (Haber-Weiss reaksiyonu) (2.12)
2.7. Antioksidanlar

Karbonhidratlar, proteinleri, lipitleri, DNA’y1 ve diger oksitlenebilme 6zelligine sahip
substratlart oksidasyondan koruyan maddelere antioksidan denilmektedir. Organik

maddelerin oksidasyonu ile serbest radikaller olusur. Antioksidanlar, serbest

radikallerin stabil hale gegebilmeleri i¢in gereksinim duyduklari elektronu verirler.
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Antioksidanlar hidrojeni verdikten sonra doniistiigii radikaller kararlidir ve ayni

zamanda oksidasyon zincir reaksiyonlarini durdurabilirler [122].

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu 6nleyen veya olusan bu tiirlerin sebep oldugu
hasari1 ortadan kaldirmak i¢in viicutta bir takim savunma mekanizmasi bulunmaktadir.
Bu savunma mekanizmasina dahil olan tiim yapilara antioksidanlar denir. Antioksidan
savunma sistemi ile peroksidasyon zincir reaksiyonlar1 sonlandirilip veya zincir
reaksiyonuna neden olan reaktif oksijen tiirlerini toplayarak lipid peroksidasyonu
inhibe edilmis olur. Antioksidanlar ve oksidanlar arasindaki dengenin bozulmsiyla

reaktif oksijen tiirleri olusur ve bu durum hiicrede oksidatif strese neden olur [95].

2.8. Enzimatik Savunma Sistemi

2.8.1. Siiperoksit dismiitaz (SOD)

Stiperoksit dismiitaz katalitik aktivitesi olduk¢a yiiksek olan bir enzim cesididir.
Oksijeni metabolize eden tiim hiicrelerde bulunmaktadir. Bu enzimin asil gorevi
aerobik organizmalar1 siiperoksitin zararli etkisine karsi korumaktir. Bu koruma
islevini ise O, radikalini, serbest oksijen ve H202’ye ¢evirerek yapmaktadir (Denklem
2.13, 2.14) [123]. Olusan H20> fotosentezi inhibe eder ve kloroplastin fonksiyonunu

bozucu bir etki yapar.

SOD + 07 — SOD + O (2.13)

SOD + O, + 2H* — SOD + H,0; (2.14)

Bu reaksiyon kendiliginden de gergeklesebilir. Fakat SOD varliginda 4000 kat daha
hizl1 gerceklesmektedir.

SOD aktiflesmis oksijen {iireten biitiin hiicre alt yapilarinda ve tiim aerobik
organizmalarda bulunmaktadir. Oksidatif strese karsi savunma mekanizmasinda

onemli bir gorevi oldugu diisiiniilmektedir [124].
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SOD’larin aktif merkezlerinde yer alan metal iyonlaria gore ii¢ gruba ayrilmaktadir.
Birincisi Bakir ve Cinko igeren dismutazlar (Cu, Zn SOD)’dir. Bunlar dkaryotlarin
sitoplazmasinda, kloroplastlarda ve bazi  prokaryotlarin  periplazmasinda
bulunmaktadir. Ikincisi Mangan iceren dismutazlar (Mn-SOD)’dir. ikinci smif
bakterilerde, arkelerde, mitokondri ve kloroplastlarda bulunur. Ugiincii grup ise Demir
iceren dismutazlar (Fe-SOD)’dir. Bunlar hem aerobik hem de anaerobik bakterilerde,

arkelerde ve bitkilerde bulunmaktadir [125].

SOD siiperoksiti uzaklastirarak metallerin katalizledigi Haber-Weiss reaksiyonuyla
hidroksil radikalinin olusumunu azaltir. Boylece SOD enziminin aktivitesi hidroksil
radikallerini tireten Haber-Weiss reaksiyonunun iki bilesenini belirlemis olur.
Hidroksil radikali yiiksek reaktiviteye sahip oldugundan dolayir konsantrasyonlarini
enzimatik olarak kontrol altina almak oldukc¢a zordur. Canli organizmalar SOD enzimi
yardimiyla siiperoksiti parc¢alayarak hidroksil radikalinin etkisinden kurtulmus olurlar

[126].

SOD tamamen detoksifiye edici 6zellige sahip bir enzim degildir. Ciinkii iirlin olarak
H20- olusmaktadir. Olusan bu H20> toksik bir ajandir. Fakat O2-“in dismutasyonuna
giden enzimatik yolun ilk basamagmi olusturmaktadir. Ikinci basamak ise katalaza

dayanir. Katalaz enzimi sayesinde H202’in suya doniisiimii gerceklesir [127].

Hiicreler normal metabolizma sirasinda da yliksek oranda stiperoksit iiretirler. Fakat
siiperoksit dismutaz enzimi sayesinde hiicre i¢indeki siiperoksit miktar1 diisiik

seviyede tutulur. SOD’nin hiicre disindaki aktivitesi oldukc¢a diisiiktiir [108].

2.8.2. Askorbat peroksidaz enzimi (APOD)

Askorbat peroksidaz enzimi hidrojen peroksiti parcalamakla goérevlidir. Bu enzim
parcalama islemini yaparken substrat olarak askorbati kullanir. APOD’un bitki
hiicrelerinde kloroplast ve sitoplazmalarinda olusan H>O’yi temizlemesinde etkili

oldugu disiinilmektedir [128, 129].
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Bitki hiicrelerinde olusan H>O> gideriminde sitosol ve kloroplastta askorbat-glutatyon
dongiisi meydana gelerek detoksifikasyon mekanizmasi gerceklesmektedir. Bu
mekanizma ile H20; askorbat peroksidaz enzimi vasitasiyla askorbik asit kullanilarak
H>O’ya indirgenmektedir. Bu reaksiyon sonucunda monodihidro askorbat (MDHA)
olusmaktadir (Denklem 2.15) [129].

2Askorbat + H,O2 —2 monodehidroaskorbat radikali + 2H,0 (2.15)

Olusan monodehidroaskorbat radikali baska enzimler ile tekrardan askorbata
indirgenmektedir. Askorbat peroksidaz peroksizomlarda, kloroplastlarda ve sitozolde
bulunur. Tiim askorbat peroksidaz enzimleri elektron vericisi olarak askorbata yiiksek

ozgiilliik gosterir [113].

2.9. Mikroalgler

Plankton su i¢inde yasayan, hareket etmek i¢in 6zel organelleri bulunmayan ancak su
hareketleri ile pasif bir sekilde yer degistirebilen organizmalara denmektedir.
Planktonik organizmalar iki gruba ayrilirlar. Bunlar fitoplankton ve zooplankton’dur.
Zooplankton hayvansal planktondur. Fitoplankton ise tek veya ¢ok hiicreli basit yapiya
sahip olan ve klorofil tasiyan bitkisel planktondur. Fitoplanktonlarin boyu birkag
mikron (p) ile birkag yiiz p arasinda degisen bitkisel organizmalardan olugmaktadir.

Fitoplanktonlar algleri nemli boliimiinii olusturmaktadir [130].

Mikroalgler, karbondioksiti giines enerjisini kullanarak biyokimyasal maddelere
doniistiirebilen fotosentetik mikroorganizmalardir. Insan ve hayvan solunumunda

gerekli olan oksijenin yaklasik %73 - % 87’ sinden sorumludurlar.

Algler giines 15181 altinda karbondioksiti alip oksijeni tiretmelerinin yaninda aym
zamanda hiicresel olarak biinyelerinde tuttuklar1 degerli metabolitlerin yiiksek ticari

degere sahip olmasindan dolay1 da yogun ilgi goriilen bir konu haline gelmistir [131].
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Mikroalgler yiiksek yag igerigine sahip olmalarinin yaninda ayni zamanda hizh
biiyiime ve iiretilebilme &zelligine de sahiptir. Uretilebilmeleri i¢in alan ihtiyaglart
diistiktiir. Bu 6zelligi onlar1 yenilenebilir enerji kaynagi olarak kullanma potansiyelini
arttirmaktadir. Mikroalglerden biyodizel iiretim konusu iizerine yapilan aragtirmalar

ve ¢aligmalar her gegen 6nem kazanmaktadir [132].

Tablo 2.3. Bazi biyoyakit kaynaklarinin karsilagtirilmasi [133]

URUN YAG URETIMI (L/ha)
Misir 172
Soya 446
Kanola 1190
Jatropa 1892
Hindistan cevizi 2689
Palmiye 5950
Mikroalg (%70 yag icerikli) 136900
Mikroalg (%30 yag icerikli) 58700

Mikroalgler bakterilerle birlikte kirlenmis sulardaki agir metalleri ve organik
maddeleri giderdigi bilinmektedir. Algler ortamda bulunan agir metalleri hiicrelerinde
absorplayarak aritim saglamaktadir. Organik maddelerin giderimi ise azotlu ve

fosforlu bilesikleri gelismelerinde kullanmalari ile olmaktadir [134].

Mikroalgler fotosentez ile irettikleri iiriinlerin belli bir kismin1 nisasta ve yag seklinde
depolamaktadir. Depoladiklari lipitler cogunlukla triagilgliserol formunda olup 16 ve
18 numaral1 karbon atomlarinca zengin yag asidi icermektedir. Mikroalglerin icermis
olduklar yiiksek orandaki yag asidi ¢esitleri sayesinde yakit olarak kullanimina fayda
saglamaktadir. Ayn1 zamanda yanma noktasi, akigkanlik, yogunluk gibi degerleri
petrole oldukc¢a yakindir. Karasal bitkilerle karsilastirildiginda tiim y1l boyunca tiretim
imkaninin olmasi, logaritmik lireme fazindaki ikiye katlanma siiresinin yaklasik 3,5
saate kadar kisalmasi ve kuru agirligin1 % 1- 70’lik kismin1 yag olarak biriktirebilmesi

mikroalgleri biyodizel iiretiminde 6n plana ¢gikarmaktadir [133, 135].
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Tablo 2.4. Bazi mikroalg tiirlerinin yag igerigi [133]

Mikroalg Yag Icerigi (% Kuru Agirhk)
Schizochytrium sp. 50-77
Botryococcus braunii 25-75
Chlorella sp. 28-32
Crypthecodinium cohnii 20
Dunaliella primolecta 23
Isochrysis sp. 25-33
Nannochloris sp. 20-35
Nannachloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Nitzschia sp. 45-47
Tetraselmis sueica 15-23

Mikroalglerin cesitli alanlarda kullanimlar1 da mevcuttur. Ornegin, akuakiiltiirdeki
karbondioksit ve oksijen dengesini bakterilerle birlikte ayarlamaktadirlar. Kiimes
hayvanlari, bocek ve domuzlarin yem katki malzemesi i¢in kullanilmaktadir. Uzayda
hava temizleyicisi olarak kullanimi i¢in yapilan ¢aligmalar mevcuttur. Karbonhidrat,
protein, vitamin ve mineral yoniinden olduk¢a zengin oldugundan insan
beslenmesinden de dnemli bir yere sahiptir. Yapilan ¢alismalarda mikroalgin sindirim
sistemini destekledigi ve bagisiklik sistemini giiglendirici bir etkiye sahip oldugu
gbzlemlenmistir. Enerji seviyesini korudugu i¢in kilo kaybina yardime1 olmaktadir ve
bu yiizden bazi diyetlerde destekleyici olarak kullanilir. Radyasyon ve bazi toksik
metallerin etkisinden viicudu korur. Mikroalgler ayn1 zamanda tarimda giibre, toprak
tyilestiricisi, havalandirmay1 saglamak, topragin siiriilmesini kolaylastirmak ve

erozyonu azaltmak amaciyla kullanilmaktadir. [136]

Farkl1 sanayi alanlarinda kullanimlariyla mikroalgler biiylik katki saglamaktadirlar.
Alkol sanayisinde sarap ve bira berraklastirmada kullanilmaktadir. Kagit sanayisinde
kagitlarin ylizeylerini cilalamakta ve miirekkebin dagilmasini 6nlemesi amaciyla
kullanimi yaygindir. Kozmetik sanayisinde cilt kremleri, losyonlar, sa¢ spreyi ve

boyalarinda ana madde olarak kullanilirlar. Sabunlarda kopiik arttirict 6zellige
sahiptir.[136]

2.9.1. Chlorella vulgaris

Alem : Protista (Bitkiler ve Hayvanlar)
Boliim : Chlorophyta (Yesil algler)
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Sinif : Chlorophycae
Takim: Chlorococcales
Aile : Oocystaceae
Cins : Chlorella

Tiir : Chlorella vulgaris

— Bilinen en eski canlilardandir.

— Tek hiicrelidir.

— Kiire veya elips seklindedirler.

— Klorofil  tastyip  fotosentez  yaptiklarindan  dolayr  bitkilere
benzemektedirler.

— Yapisinda bol miktarda protein, mineral, niikleik asit, aminoasit, vitamin,
temel yag asitleri ve karotenoidleri barindirir.

— Tek basina tam bir besin kaynagidir.

— Klorofilin dogada bilinen en yiiksek oranli kaynagina sahiptir.

—  Sigir karacigerinin icermis oldugu B12 vitamininden daha fazla miktarda
B12 vitamini igerir.

— Hiicreler ¢gogunlukla 5-8,5 mikrometre ¢apindadir.

— Kuru agirhiginin yaklasik %50-60’1 protein ve klorofilden olusmaktadir.

— Yapisinda fosfor, iyot, demir, ¢inko ve kalsiyum da bulunmaktadir

— Agir metal gideriyle birlikte ayn1 zamanda azot ve fosfor giderimini
saglayip atiksu aritimi 6zelligine sahiptir.

— Bitkiler arasinda en yiiksek lireme hizina sahip algdir.

— PpH dengesini saglamaktadir. Bu yiizden “alkali olusturan besinlerin krali”
olarak adlandirilir.

— Kanser tedavisi uygulamalarinda gelecek vaad etmektedir [137]

Tablo 2.5. Chlorella vulgaris’in kimyasal kompozisyonu [138]

Protein %51-58
Lipit %14-22
Karbonhidrat %12-17

Mineral %5-10




BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calisma Materyali

Calismada, Sakarya Universitesi Cevre Miihendisligi Boliimii’nden temin edilen 21
nanometre boyutundaki titanyum dioksit kullanilmistir. Chlorella vulgaris mikroalg
kiiltiirii ise Sakarya Universitesi Cevre Miihendisligi Boliimii’ne ait Su ve Atiksu

Laboratuvari’ndan temin edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Alg kiiltiiriiniin gelistirilmesi

Toksikoloji ¢calismalarinda kullanilacak olan alg hiicreleri Sakarya Universitesi Cevre

Miihendisligi Boliimii Laboratuvarinda iiretilen C. vulgaris tir.

Alg besi ortami olarak pH 7,5’te 0,05 g/LL MgS04.7H20, 0,03 g/L CaCl..2H20, 0,17
g/L NaNOs, 0,17 g/L NaHCOg3, 0,04 g/L K2HPO4, 0,01 mg/L CuS0O4.5H-0, 0,01 mg/L
CoCl2.6H20, 0,02 mg/L ZnS0O4.7H20, 1,6 mg/L FeCls.6H-0, 0,4 mg/L MnCl,.4H-0,
4,4 mg/L Na2EDTA, 2,5mg/L H3BOs3, 0,1 mg/L thiaminHCI, 6 pg/L Na2M004.4H0,
1,3 ng/L H2SeO3, 0,05 pg/L biotin ve 0.05 ng/L B12 kullanilmistir [139]. Algler 500
ml’lik otaklavlanmig erlene 200 ml olarak alinip as1 olarak gelistirilmistir. Biiyiime
inhibisyon deneyleri boyunca alg hiicreleri 12:12 1s1kli-karanlik dongiisii ile 100 pmol
foton/m?s 151k yogunlugunda iiretilmistir. Testlerde kullanilacak 151k kaynag1 olarak
400-700nm dalga boyu araliginda goriiniir spektrumda sogutmali beyaz floresans

lambalar kullanilmistir. Siseler giinde ti¢ kez 8 saat ara ile ¢alkalanmistir [140, 141].
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Mikroalgler oncelikle BG11 besi yeri kullanilarak, tiipler i¢inde kiiltiire edildikten

sonra erlenlerde ve daha sonra 5 ve 10 L’lik kaplarda tiretime devam edilmistir.

3.2.2. Nanopartikiil ¢ozeltisinin hazirlanmasi

21 nanometre boyutundaki TiO2 nanopartikiili 1 g/L’lik stok g¢ozeltiler halinde
hazirlanmigtir. Tiim ¢ozeltiler hazirlanirken 30 dakika sonikatér ile homojenize
edilmistir. Stok ¢ozeltiden alg ortaminda 1mg/L, 5 mg/L, 10 mg/L, 25 mg/L, 50 mg/L
ve 100 mg/L konsantrasyon olacak sekilde eklenmistir.

3.2.3. Klorofil analizi

Klorofil-a 6l¢iimlerinde alg kiiltiiriiniin 5 m1’si 4000 rpm’de 10 dk santrifiijlenmistir
ve topaklar pigment ekstraksiyonu i¢cin 5 mL HPLC safliginda metanol ile homojenize
edilmistir. Karistm vortex ile kuvvetlice c¢alkalanmistir ve 4 °C’de 24 saat
bekletilmistir. Metanol ekstraksiyonu yapilan numunelerde topaklarin gideriminde
10000 rpm’ de 5 dk satrifiijlenmistir ve supernatant kisim 750, 665 ve 652 nm’de
absorbasliklart UV-Vis spektrofotometre ile okunmustur. Tiim absorbanslar HPLC
safliginda Metanol kullanarak kontrol edilmistir ve asagidaki esitlikten Chl a
hesaplanmustir [142].

Chl a (ug/L) = 16,29.(Aee5-A750)-8,54(Ass2-A750)

3.2.4. Toplam siiperoksit dismutaz (SOD)

Toplam SOD aktivitesini belirlemek i¢cin Beyer ve Fridovich (1987) metodu
kullanilmistir. 2 mL hacimde alinan kiiltiirler +4°C’de ve 15000 rpm’de 20 dk boyunca
santrifiijlendikten sonra elde edilen pellet %2’lik PVP (polivinilpirolidon), 1 mM
Sodyum EDTA (Na2EDTA) ve 100 mM potasyun-fosfat (pH = 7.0) iceren ¢ozelti ile
ekstrakte edilmistir. +4 °C’de 14.000 rpm’de 20 dk. santrifiijden sonra siipernatantlar
alimmustir. % 1°lik triton X-100, 100 mM potasyun-fosfat tamponu (pH =7.8), 5.7x10"

> M NBT (nitroblue tetrazolyum), 9.9x10° M metionin kullamlarak hazirlanan
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reaksiyon ¢ozeltisine son hacim 1030 pL olacak sekilde ilave edilmistir. Reaksiyonun
baslamast i¢in 0.9 pM riboflavin eklenmistir. Tiipler 375 pmol ms™ siddetindeki 15132
15 dakika boyunca maruz birakilmistir. Bu siirenin sonunda 560 nm’de
spektrofotometrede absorbans degerleri okunmustur. Toplam SOD aktivitesi daha

once hazirlanmis olan standart grafik kullanilarak bulunmustur (U/mg protein) [143].

3.2.5. Toplam askorbat peroksidaz (APOD)

Toplam APOD aktivitesini belirlemek i¢cin Wang ve ark. (1991) metodu kullanilmastir.
2 mL’lik kiiltiirler +4°C’de 15000 rpm’de 20 dk boyunca santrifiijlendikten sonra elde
edilen pellet 1 mM sodyum EDTA (Na:EDTA), 50 mM Tris-HCI (pH = 7.2), % 2’lik
PVP ve 2 mM askorbat igeren ¢ozelti ile ekstrakte edilmistir. +4°C’de 14000 rpm’de
20 dk boyunca santrifiijlendikten sonra stipernatantlar alinmistir. 100 pg protein igeren
enzim karisimi, 2.5 mM askorbat ve 50 mM potasyum-fosfat tamponundan (pH = 6.6)
olusan reaksiyon ¢ozeltisine eklenmistir. Son hacim 1000 pL olacak sekilde reaksiyon
10 mM hidrojen peroksit (H20.) ilavesiyle baslatilmistir. Spektrofotometrede 290
nm’de 1 dk boyunca absorbans degerleri alinmistir. Enzim aktivitesi, askorbatin
ekstinksiyon katsayist (2.8 mM/cm.290 nm) ile reaksiyonun baglangi¢c hizindan

hesaplanmistir (nmol askorbat/dakika/mg protein).

3.2.6. Malondialdehit (MDA) analizi

Malondialdehit miktarinin belirlemek i¢in  Heath ve Packer (1968) metodu
kullanilmistir. 15 mL kiiltiir ortam1 +4°C’de 4000 rpm’de 15 dk. boyunca
santrifiijlendikten sonra pellet elde edilmistir. elde edilen bu pellet 5 mL 0.1%
triklorikasit (TCA) (4°C) ile homojenize edildikten sonra 10 dk boyunca 4100 rpm’de
santifiiriij edilmigstir. 0.5 mL siipernatant, 1 ml TCA-TBA ¢o6zeltisi (15% w/v)
(trikloroasetik asit—0.375% w/v tiyobarbitiirikasit) ve 0.5 mL 0.1 M Tris—HCI (pH 7.6)
) ile karigtirilmigtir. Daha sonra 30 dk sicak su banyosunda (95 °C) bekletilmistir.
Reaksiyon karigimlarinin absorbanslari 532 ve 600 nm dalga boyunda 6l¢lilmiis ve

MDA miktari ekstinksiyon katsayisi kullanilarak hesaplanmistir [143].
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3.2.7. Hidrojen peroksit (H202) analizi

H202 miktarinin belirlenmesi Heath ve Packer (1968) metodu kullanilmistir. 15 mL
hacimde alinan kiiltiirler +4°C’de 4000 rpm’de 15 dk. boyunca santrifiijlendikten sonra
pellet elde edilmistir. Elde edilen bu pellet 5 mL 0.1% TCA (4°C) ile homojenize
edilmis ve sonra 4100 rpm’de 10 dk. boyunca santrifiij edilmistir. 0.5 mL silipernatanta,
1 mL 1 M KI (potasyum iyodiir) ve 0.5 mL 0.1 M Tris—HCI (pH = 7.6) eklenerek
ardindan 390 nm dalga boyundaki absorbans degerleri belirlenmistir. H2O> miktar1

daha 6nce hazirlanmis olan standart grafik yardimiyla hesaplanmigtir [143].

3.2.8. Lipid ekstraksiyon yontemi

Lipid ekstraksiyonu, hasat edildikten sonra 60 °C’de kurutulan mikroalg kiitlesinin
mikrodalga ve hidrotermal asit uygulamasiyla hiicre yapisinin bozundurulmasindan
sonra kloroform/methanol ve hegzan solvent ekstraksiyonu ile yapildi. Hidrotermal

asit uygulamasi, %70 nitrik asit ve % 70 siilfiirtik asit ile yapildi [144].

Kloroform/methanol ekstraksiyonu ile toplam lipid miktar1 bulundu. On islemden
sonra yapilan solvent ekstraksiyonunda kloroform/metanol oranlar1 3/2, 1/1, 2/3, 1/2,
1/3 seklinde degistirilerek optimum oran belirlendi. Ornek olarak 1/2'lik oranla
calisma soyle yapildi: 10 g numune 10 mL kloroform ve 10 mL metanol ile
karistirilarak homojenize edildi. Karisima 10 mL kloroform ilave edildi ve 30 s
karistirildi. Daha sonra 10 mL destile su ilave edilip 30 s daha karistirildi. Homojen
hale getirilmis karigim solvent tam olarak geri kazanilincaya kadar filtre edildi. Solvent
karigim1 bir ayirma hunisine aktarildi ve fazlarin tam olarak ayrilmasi i¢in beklendi.
Ayrilan kloroform fazi alindi. Lipid ekstraksiyonu yapildiktan sonra solvent su
banyosunda buharlastirildi ve elde edilen yag sabit tartima getirilmis kap i¢inde tartildi
[144, 145, 146, 147].
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3.2.9. Cahsmada uygulanacak lipid analiz yontemi

Mikroalg lipidindeki yag asitleri metil esterlerine transesterifike edildikten sonra GC-

MS (Shimadzu) analiz edildi. Lipid ekstraktinin transesterifikasyonu soyle yapildi.

Lipid tartildi. 0,5 mL 0,5M NaOH metanol ilave edildi ve karisim tiip igerisinde 10 dk.
90°C’lik su banyosunda 1sitild1. Tiip buz banyosunda sogutuldu ve 1,5 mL asagidaki

esterlestirme karisimi eklendi.

Esterlestirme karigimi: 2 g NH4Cl, 60 mL CH30OH’a ilave edilir. Takiben 3 mL derisik
H2SOs ilave edildi. Karisim bir balona konuldu ve elle ¢alkalanarak 15 dakika geri

sogutucuda reflux edildi. Bu reaktif cam kapakli bir balon jojede saklandi.

Esterlestirme karigimi eklenmis olan tiip tekrar 90°C’de 10 dk 1sitildi. Tiip buz
banyosunda sogutuldu ve 5 mL n-heptan ve 10 mL saf su eklendi. Test tiipii birkag
kere calkalandiktan sonra, fazlarin ayrilmasi icin beklendi. Ustteki faz n-heptanda

¢oOziilmiis olan FAME’yi igerir.

Ust faz pastor pipeti ile alinarak bir viale transfer edildi. GC-MS’de FAME

kompozisyonu tayin edildi.

Lipid analizinde uygulanacak GC/MS programi; Kolon Sicakligi: 100 °C’ de 4dk,
sonra 220 °C (3 °C/dk) 36 dk, enjeksiyon sicakligi: 225 °C, split oran1 50:1, dedektor
sicakligi: 225 °C /MS, tastyict gaz: Helyum, kolon basinct (kPa): 82,5, kolon akisi
(ml/dk): 0,33, dogrusal hiz (cm/s): 11,8, toplam akis (ml/dk): 20,3 olarak
kullanilmigtir [149].



BOLUM 4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Nanotitanyum Dioksit Dozunun SOD, APOD Enzim Aktivitesi ve MDA,
H202, Klorofil-a Olusumu Uzerine Etkisi

1 g/L’lik nanotitanyum dioksit stok ¢ozeltisi kullanilarak 1, 5, 10, 25, 50 ve 100
mg/L’lik nanotitanyum dioksit i¢eren alg ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan bu alg
cozeltileri 1 giinliik siire boyunca 100 pumol foton/m?s 151k siddetindeki sogutmali
beyaz floresans lambalar altinda bekletilmistir. 1 giiniin sonunda ise alg ¢ozeltileri
alinarak SOD, APOD enzim aktivitesi ile MDA, H202 ve klorofil-a miktarlari
Olciilmiistiir. Biitiin deneyler 3 tekrarl olacak sekilde yapilmastir.

120

| I I
5 10 25 50 100

Kontrol 1

SOD(%kontrol)
S & 8 38

o

Doz(mg/L)

Sekil 4.1. C. vulgaris algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki titanyum dioksit nanopartikiiliine bagh olarak
toplam SOD aktivitesinde goriilen degisim
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C. wvulgaris mikroalgine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki titanyum dioksit
nanopartikiiliiniin SOD enzim aktivitesi lizerine olan etkisi Sekil 4.1.”de verilmistir. 1,
10, 25 ve 50 mg/L konsantrasyonlarinda titanyum dioksit nanopartikiiliinii maruz
birakilan C. vulgaris mikroalg kiiltiirlerindeki SOD enzim aktivitesi kontrol grubuna
gore anlamli olarak degisim gdstermemistir.5 mg/L ve 100 mg/L konsantrasyonunda

istatistiksel olarak anlamli azalma gostermistir (p<0,05).
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Sekil 4.2. C. vulgaris algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki titanyum dioksit nanopartikiiliine bagl olarak
toplam APOD aktivitesinde goriilen degisim

C. vulgaris mikroalgine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki titanyum dioksit
nanopartikiiliiniin APOD enzim aktivitesi {izerine olan etkisi Sekil 4.2.’de verilmistir.
1, 10, 25 ve 50 mg/L konsantrasyonlarinda titanyum dioksit nanopartikiiliinii maruz
birakilan C. vulgaris mikroalg kiiltiirlerindeki APOD enzim aktivitesi kontrol grubuna
gore anlamli olarak degisim gostermemistir. 5 mg/L ve 100 mg/L konsantrasyonunda

istatistiksel olarak anlamli azalma gostermistir (p<0,05).
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Sekil 4.3. C. vulgaris algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki titanyum dioksit nanopartikiiliine bagl olarak
H202 miktarinda goriilen degisim

C. vulgaris mikroalgine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki titanyum dioksit
nanopartikiiliniin H2O> miktarina etkisi Sekil 4.3.’de verilmistir. 1, 5, 10, 25 ve 50
mg/L  konsantrasyonlarinda titanyum dioksit nanopartikiilini maruz birakilan
C.vulgaris mikroalg kiiltiirlerindeki H2O2 miktari kontrol grubuna gore anlamli olarak
degisim gostermemistir. H202 miktar1 100 mg/L konsantrasyonunda istatistiksel
olarak anlaml1 artmistir (p<0,05). H202 miktarmin en yiiksek (2,5nmol g TA?) oldugu
N-TiO2 dozu 100 mg/L iken en diisiik oldugu miktar (0,95nmol g TAY) ise 25 mg/L
n-TiOz dozudur.
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Sekil 4.4. C. vulgaris algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki titanyum dioksit nanopartikiiliine bagh olarak
MDA miktarinda goriilen degisim

C. vulgaris mikroalgine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki titanyum dioksit
nanopartikiiliiniin MDA miktarina etkisi Sekil 4.4.’de verilmistir. 1, 5, 10, 25 ve 50
mg/L konsantrasyonlarinda titanyum dioksit nanopartikiiliinii maruz birakilan C.
vulgaris mikroalg kiiltiirlerindeki MDA miktar1 kontrole gére anlamli olarak degisim
gostermemistir. MDA miktar1 100 mg/L. konsantrasyonunda istatistiksel olarak
anlamli artmistir (p<0,05). MDA miktarinin en yiiksek (10,99nmol g TA) oldugu n-
TiO2 dozu 100 mg/L iken en diisiik oldugu miktar ise (6,48nmol g TA™) 25 mg/L n-
TiO2 dozudur.
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Sekil 4.5. C. vulgaris algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki titanyum dioksit nanopartikiiliine bagh olarak
klorofil-a miktarinda goriilen degisim

C. vulgaris mikroalgine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki titanyum dioksit
nanopartikiiliiniin klorofil-a miktarina etkisi Sekil 4.5’te verilmistir. 1, 10, 50 ve 100
mg/L konsantrasyonlarinda titanyum dioksit nanopartikiiliine maruz birakilan C.
vulgaris mikroalg kiiltiirlerindeki klorofil-a miktar1 kontrol grubuna gére anlamli
olarak artis gostermistir.  Klorofil-a miktar1 5 ve 25 mg/L konsantrasyonunda
istatistiksel olarak anlamli degisim gostermemistir (p<0,05). Klorofil-a miktarinin en
yiksek (12,29 mg/L) oldugu n-TiO2 dozu 100 mg/L iken en diisiikk oldugu miktar ise
(6,72 mg/L) 25 mg/L n-TiOz dozudur.

4.2. Aydinhk / Karanhk Oraninin SOD, APOD Enzim Aktivitesi Ve MDA, H20z,

Klorofil-a Olusumu Uzerine Etkisi

1 g/L’lik nanotitanyum dioksit stok ¢ozeltisi kullanilarak 100 mg/L’lik nanotitanyum
dioksit igeren alg c¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan bu alg ¢ozeltileri aydinlik
ortamin 151k siddeti 100 pumol foton/m?s olan sogutmali beyaz floresans lambalar
altinda 24 saat aydinlik, 18 saat aydinlik-6 saat karanlik, 12 saat aydinlik-12 saat
karanlik ve 6 saat aydinlik- 18 saat karanlik olacak sekilde toplamda 1 giinliik siire
boyunca bekletilmistir. 1 giinliin sonunda ise alg ¢ozeltileri alinarak SOD, APOD
enzim aktivitesi ile MDA, H20- ve klorofil-a miktarlar1 6lgiilmiistiir.. Biitiin deneyler

3 tekrarli olacak sekilde yapilmistir
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Sekil 4.6. C. vulgaris algine uygulanan farkli oranlardaki aydinlik/karanlik siirelerine bagli olarak Toplam SOD
aktivitesinde goriilen degisim

Farkli aydinlik / karanlik oranlarindaki siirelerde 1s1ga maruz birakilan C. vulgaris
mikroalginde SOD enzim aktivitesindeki degisim Sekil 4.6.’da verilmistir. 18 saat
aydinlik- 6 saat karanlik olan grupta meydana gelen enzim aktivitesi anlamli artig
gosterirken, 6 saat aydinlik-18 saat karanlik olan grup ise kontrol grubuna gore

aktivitede anlamli azalma meydana gelmistir (p<0,05).
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Sekil 4.7. C. vulgaris algine uygulanan farkli oranlardaki aydinlik/karanlik siirelerine bagli olarak Toplam APOD
aktivitesinde goriilen degisim
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Farkli aydinlik / karanlik oranlarindaki siirelerde 1s18a maruz birakilan C. vulgaris
mikroalginde APOD enzim aktivitesindeki degisim Sekil 4.7.’de verilmistir. 18 saat
aydinlik- 6 saat karanlik olan grupta meydana gelen enzim aktivitesi anlamli artig
gosterirken, 6 saat aydinlik-18 saat karanlik olan grup ise kontrol grubuna gore

aktivitede anlamli azalma meydana gelmistir (p<0,05).
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Sekil 4.8. C. vulgaris algine uygulanan farkl oranlardaki aydinlik/karanlik siirelerine bagli olarak H202 miktarinda
goriilen degisim

Farkli aydinlik / karanlik oranlarindaki siirelerde 151§a maruz birakilan C. vulgaris
mikroalginde olusan H2O2 miktarlar1 Sekil 4.8.’de verilmistir. 18 saat aydinlik- 6 saat
karanlik olan grupta meydana gelen HO2 miktar1 anlamli azalirken, 6 saat aydinlik-18
saat karanlik olan grup ise kontrol grubuna gére H20. miktarinda anlamli artma

gostermistir (p<0,05).
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Sekil 4.9. C. vulgaris algine uygulanan farkl oranlardaki aydinlik/karanlik siirelerine bagli olarak MDA miktarinda
goriilen degisim

Farkli aydmlik / karanlik oranlarindaki siirelerde 1s18a maruz birakilan C. vulgaris

mikroalginde olusan MDA miktarlar1 Sekil 4.9.’da verilmistir. 18 saat aydinlik- 6 saat

karanlik olan grupta meydana gelen MDA miktar1 anlamli azalirken, 6 saat aydinlik-

18 saat karanlik olan grupda ise kontrol grubuna gére MDA miktar1 anlamli artma

gostermistir (p<0,05).
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Sekil 4.10. C. vulgaris algine uygulanan farkli oranlardaki aydinlik/karanlik siirelerine bagl olarak klorofil-a
miktarinda goriilen degisim
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Farkli aydinlik / karanlik oranlarindaki siirelerde 1s18ga maruz birakilan C. vulgaris
mikroalginde olusan klorofil-a miktarlar1 Sekil 4.10.’da verilmistir. 24 saat aydinlik,
18 saat aydinlik-6 saat karanlik, 12 saat aydinlik-12 saat karanlik olan gruplarda
meydana gelen klorofil-a miktar1 kontrol grubuna gore anlamli artarken, 6 saat
aydinlik-18 saat karanlik olan grupda ise kontrol grubuna gore anlamli degisim

gozlemlenmemistir (p<0,05).

4.3. Siirenin SOD, APOD Enzim Aktivitesi ve MDA, H202, Klorofil-a Olusumu

Uzerine Etkisi

1 g/L’lik nanotitanyum dioksit stok ¢ozeltisi kullanilarak 100 mg/L’lik nanotitanyum
dioksit iceren alg ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan bu alg ¢ozeltileri 2, 6, 12, 24, 48,
72 ve 96 saat olacak sekilde 100 pmol foton/m?s 151k siddetindeki sogutmali beyaz
floresans lambalar ile aydinlatilmistir. Her bir siirenin sonunda alg ¢ozeltisi alinarak
SOD, APOD enzim aktivitesi ile MDA, H>O; ve klorofil-a miktarlar1 6lgiilmiistiir.
Biitiin deneyler 3 tekrarli olacak sekilde yapilmistir.
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Sekil 4.11. C. vulgaris algine uygulanan titanyum dioksit nanopartikiiliin farkli siirelere bagli olarak Toplam SOD
aktivitesinde meydana gelen degisim

Farkli siirelerde titanyum dioksit nanopartikiiline maruz birakilan C. vulgaris

mikroalginde SOD enzim aktivitesinde meydana gelen degisim Sekil 4.11.’de
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verilmistir. 6,12 ve 96 saatlik siirelerde kontrol grubuna gore enzim aktivitesi anlaml

artma gostermistir (p<0,05).

Kontrol 2

180
160
140
12
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8
6
4
2

APOD(%kontrol)
o O O O o o

o

Sure(saat)

Sekil 4.12. C. vulgaris algine uygulanan titanyum dioksit nanopartikiiliin farkli siirelere bagli olarak Toplam APOD
aktivitesinde meydana gelen degisim

Farkli siirelerde titanyum dioksit nanopartikiiline maruz birakilan C. vulgaris
mikroalginde APOD enzim aktivitesinde meydana gelen degisim Sekil 4.12.°de
verilmistir. 6,12 ve 96 saatlik siirelerde kontrol grubuna gore enzim aktivitesi anlaml

artma gostermistir (p<0,05).
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Sekil 4.13. C. vulgaris algine uygulanan titanyum dioksit nanopartikiiliin farkli siirelere bagli olarak H202
miktarinda meydana gelen degisim
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Farkli siirelerde titanyum dioksit nanopartikiiline maruz birakilan C. vulgaris
mikroalginde olusan H>O» miktarlart Sekil 4.13.’de verilmistir. 12 ve 96 saatlik
stirelerde kontrol grubuna gore H2O miktarlari anlamli azalma géstermistir (p<0,05).
En yiiksek H202 miktari(1,65nmol g TA™) 2 saatlik siire sonunda olusurken en diisiik

H202 miktar1(0,72nmol g TA™?) ise 96 saatlik siirenin sonunda olusmustur.

16,00
14,00
12,00

10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

kontrol 2 SA 6SA 12SA 24SA 48SA T2SA 96 SA
Siire (sa)

MDA miktart (nmol g TA-1)

Sekil 4.14. C. vulgaris algine uygulanan titanyum dioksit nanopartikiilin farkli siirelere bagli olarak MDA
miktarinda meydana gelen degisim

Farkli siirelerde titanyum dioksit nanopartikiiline maruz birakilan C. vulgaris
mikroalginde olusan MDA miktarlar1 Sekil 4.14.’de verilmistir. 6,12 ve 96 saatlik
stirelerde kontrol grubuna gore MDA miktarlart anlamli azalma gostermistir (p<0,05).
En yiiksek MDA miktar1(9,5nmol g TA'Y) 72 saatlik siire sonunda olusurken en diisiik
MDA miktar1(3,54nmol g TA?) ise 96 saatlik siirenin sonunda olusmustur.
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Sekil 4.15. C. vulgaris algine uygulanan titanyum dioksit nanopartikiiliin farkli siirelere bagli olarak klorofil-a
miktarinda meydana gelen degisim

Farkli siirelerde titanyum dioksit nanopartikiiline maruz birakilan C. vulgaris
mikroalginde olusan klorofil-a miktarlar1 Sekil 4.15.’de verilmistir. Tiim gruplarda
kontrol grubuna gore klorofil-a miktarinda anlamli artis meydana gelmistir (p<0,05).
En yiiksek klorofil-a miktar1 (8,84 mg/L) 96 saatlik siire sonunda olusurken en diisiik

klorofil-a miktar1 (6,4 mg/L) ise 12 saatlik siirenin sonunda olugmustur.
4.4. Titanyum Dioksit Nanopartikiiliiniin Toplam Lipid Miktarina Etkisi

1 g/L’lik nanotitanyum dioksit stok ¢6zeltisi kullanilarak 100 mg/L’lik nanotitanyum
dioksit igeren alg ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan bu alg ¢ozeltileri 1 glinliik siire
boyunca 100 pmol foton/m?s 151k siddetindeki sogutmali beyaz floresans lambalar
altinda bekletilmigstir. 1 giinilin sonunda ise alg ¢ozeltileri alinarak toplam lipid

miktarlar 6l¢iilmiistiir. Biitiin deneyler 3 tekrarli olacak sekilde yapilmustir.

Tablo 4.1. Toplam Lipid Miktarlari

Kontrol Grubundaki Toplam Lipid Miktar 0,1267 gram
Nano TiO2’li Gruptaki Toplam Lipid Miktari 0,1285 gram

Kontrol grubuna gore toplam lipid miktar1 artmistir.
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4.5. Titanyum Dioksit Nanopartikiiliiniin Yag Asidi Metil Esterlerine Etkisi

1 g/L’lik nanotitanyum dioksit stok ¢ozeltisi kullanilarak 100 mg/L’lik nanotitanyum

dioksit igeren alg ¢Ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan bu alg ¢ozeltileri 1 glinliik siire

boyunca 100 pmol foton/m?s 1s1k siddetindeki sogutmali beyaz floresans lambalar

altinda bekletilmistir. 1 giiniin sonunda ise alg ¢ozeltileri alinarak GC-MS cihazinda

yag asidi metil esterleri Olgiilmistiir. Biitiin deneyler 3 tekrarli olacak sekilde

yapilmustir.
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Sekil 4.17. Nanotitanyum Dioksitli Grubun GC-MS Sonuglari

Hem kontrol grubunda hem de nanotitanyum dioksitli grupta yag asidi metil esteri

olarak GC-MS cihazindan C18:2T (linoleik asit) okunmustur.



BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Yapilan bu ¢alismada C.vulgaris mikroalginin {izerine nano titanyum dioksitin farkli
stirede, farkli konsantrasyonlarda ve farkli aydinlik/karanlik oranlarindaki stirede etki
etmesi sonucu mikroalgin klorofil-a miktari, toplam lipit miktar1, bazi antioksidan
enzimlerin aktiviteleri (siiperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz) ile H20> ve

malondialdehit miktar1 degerlerinde goriilen de§isimler incelenmistir.

Yapilan doz ¢alismasi incelendiginde SOD ve APOD enzim aktivitesi birbirine paralel
olarak 5 mg/L ve 100 mg/L’lik dozlarda kontrol grubuna gore azalis gostermistir. Li
ve ark. (2015) titanyum dioksit nanopartikiiliiniin K. brevis algi tizerindeki yaptigi
calismada 10 mg/L’yi asan dozlarda SOD enzim aktivitesinin azaldiginit rapor
etmiglerdir [150]. Yiiksek konsantrasyona maruz birakilan algin SOD ve APOD
enzimi inhibe olmaktadir. Bunun sebebi ise titanyum dioksit nanopartikiilin SOD ve

APOD genine etki etmesi ve yapisint bozmasindan ileri gelmektedir.

Yaptigimiz ¢alismada artan doz ile MDA miktarinin da arttig1 gozlemlenmistir. Benzer
sekilde Phaeodactylum tricornutum algleri ile yapilan bir ¢aligmada, nano-titanyum
dioksit ve sezyum oksit dozunun artmasiyla birlikte MDA miktar1 yiikselmistir [142].
Aym sekilde Li ve ark. (2015) titanyumdioksit nanopartikiiliiniin K. brevis algi
lizerinde yaptig1 incelemeler sonucunda artan konsantrasyonlar ile dogru orantili
olarak MDA miktarinin da arttigint tespit etmislerdir [150]. Ortama verilen
nanopartikiil, hiicre igin oksidan bir etkiye sahiptir. Bu nedenle MDA seviyesi, nano-
titanyum dozundaki artisa paralel olarak artmaktadir. Bu etki ile {iretilen antioksidan
enzimlerin yiiksek konsantrasyonlarda inhibe olmasina bagli olarak da MDA miktari

artabilir.
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H202 miktar1t MDA artisi ile paralellik gostermistir. Artan doz ile meydana gelen H20>
miktar1 da artmustir. Li ve ark. (2015) titanyumdioksit nanopartikiiliiniin K. brevis algi
tizerindeki yaptig1 calismada dozun artmasiyla birlikte H2O2 miktarin da arttigini rapor
etmislerdir [150]. Bunun sebebi ise APOD enziminin yiiksek konsantrasyonlarda

inhibe olmasindan ileri geldigi disiiniilmektedir.

Doz miktarindaki artis ile C. vulgaris mikroalgindeki klorofil-a miktar1 da artis
gostermistir. Ozellikle 50 ve 100 mg/L’lik yiiksek konsantrasyonlarda klorofil-a
miktart daha fazla artis gostermistir. Deng ve ark. (2017) titanyum dioksit
nanopartikiiliiniin Phaeodactylum tricornutum diatomu {izerindeki yaptigi ¢alismada
ozellikle yiiksek dozlarda(10,20 ve 40 mg/L) Klorofil-a miktarin arttigini rapor
etmislerdir [142].

Yapilan farkli aydinlik/karanlik oranlarindaki siireler incelendiginde SOD ve APOD
enzim aktivitesinde 18 saat aydinlik- 6 saat karanlik olan grupta meydana gelen enzim
aktivitesi anlamli artig gosterirken, 6 saat aydinlik-18 saat karanlik olan grup ise
kontrol grubuna gore aktivitede anlamli azalma meydana gelmistir. 18 saat aydinlik-
6 saat karanlik olan grupta SOD enzim aktivitesinin artmasinin nedeni titanyum dioksit
nanopartikiiliinin Oz ve diger serbest radikallerin {retimini artirmasindan
kaynaklanmaktadir. APOD enzim aktivitesinin artmasinin nedeni ise H202’in
artmasindan ileri gelmektedir. 6 saat aydinlik-18 saat karanlik olan grup ise kontrol
grubuna gore aktivitede anlamli azalma meydana gelmesinin nedeni ise SOD ve

APOD enzimlerin inhibe olmasindandir.

18 saat aydinlik- 6 saat karanlik olan grupta meydana gelen H202 ve MDA miktari
anlamli azalirken, 6 saat aydinlik-18 saat karanlik olan grup ise kontrol grubuna gore
H20, miktarinda anlamli artma gostermistir. C. wvulgaris, uzun siireli karanlik
ortamlarda fotosentez yapamamaktadir. Boylelikle hiicrede oksidatif stres meydana
gelmis olur. Bu da MDA seviyesinin artmasina neden olmaktadir. Antioksidan
enzimlerin aktivitesi stres kosullar1 nedeniyle yavasladigindan dolayr da MDA'da bir

artis gozlenmis olabilir. Bdylelikle hiicrede membran hasar1 olusmustur. 18 saat
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aydinlik-6 saat karanlik olan grupda MDA’nin azalmasinin sebebi ise artan

antioksidan enzim aktivitelerinden kaynaklanmaktadir.

24 saat aydinlik, 18 saat aydinlik-6 saat karanlik, 12 saat aydinlik-12 saat karanlik olan
gruplarda meydana gelen klorofil-a miktar1 kontrol grubuna gore anlaml artarken, 6
saat aydinlik-18 saat karanlik olan grupda ise kontrol grubuna gore anlamli degisim
gozlemlenmemistir. Karanlik ortam kosullarinda fotosentetik  pigmentlerin
aktivitesinin azalmasinin nedeni toksik ortam sartlarina bagl olarak oksidatif stresin

meydana gelmis olmasindan kaynaklanmis olabilir.

Yapilan siire ¢aligmasinda ise SOD ve APOD enzim aktivitesi birbirine paralel olarak
6, 12 ve 96. saatlerde kontrol grubuna gore artis gostermistir. Li ve ark. (2019)
Alexandrium tamarense tiirii iizerinde titanyum dioksit nanopartikiiliiniin oksidatif
etkisini incelemislerdir. incelemeleri sonucunda siire artisiyla birlikte SOD enzim
aktivitesinin de arttigin1 goézlemlemislerdir [151]. Dauda ve ark. (2017) Chlorella
vulgaris Beyerinck iizerine titanyum dioksit nanopartikiiliiniin osidatif etkisini
incelemek amaciyla yaptiklari ¢alismada APOD enzim aktivitesinin zamana bagl
olarak arttigini tespit etmislerdir [152]. SOD ve APOD enzim aktivitesinin artmasinin
nedeni olarak ortamdaki O>, H>O0> ve diger serbest radikallerin {iretiminin

artirmasindan kaynaklanmaktadir.

6,12 ve 96 saatlik siirelerde kontrol grubuna gore MDA miktar1 anlamhi azalis
gosterirken, 12 ve 96. saatte ise H2O miktart anlamli azalma gostermistir. Chen ve
ark. (2012) yaptiklar1 ¢caligmada Chlamydomonas reinhardtii algi tizerine titanyum
dioksit nanopartikiiliiniin toksik etkisini arastirmiglardir. Siire artisiyla birlikte MDA
miktarimin azaldigini tespit etmislerdir [153]. Bunun sebebi ise hiicredeki antioksidan
enzimlerin aktivitesiyle kontrol altina alindig: diisiiniilmektedir. Boylelikle hiicredeki

lipid peroksidasyonu dnlenmis olmaktadir.

Stire caligmasinda artan maruziyet siirelerine paralel olarak klorofil-a miktar1 da
kontrol grubuna gore artis gostermistir. Chen ve ark. (2012) Chlamydomonas

reinhardtii algi iizerine titanyum dioksit nanopartikiiliiniin toksik etkisini arastirdig
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calismasinda artan siireye bagli olarak klorofil-a konsantrasyonunda da artiglarin

meydana geldigini bulmustur [153].

Sonug olarak yaptigimiz ¢alismada artan nanotitanyum dioksit dozuna bagli olarak
SOD ve APOD enzim aktivitesinde azalis meydana gelirken MDA, H20: ve klorofil-
a miktarinda artis gézlemlenmistir. Farkli aydinlik/karanlik oranlarindaki siirelere
bagli olarak yapilan ¢alismada ise SOD, APOD enzim aktivitesinde ve MDA, H20o,
kolorofil-a miktarinda degisiklikler meydana gelmistir. Nanotitanyum dioksite
maruziyet siiresi arttikga SOD ve APOD enzim aktivitesinde artig olurken MDA ve
H202 miktarinda azalis olmustur. Klorofil-a miktarinda ise artig gozlemlenmistir. Lipid
caligmasinda nano TiO2’li olan grupta kontrol grubuna kiyasla lipid miktarinda artis
olmustur. Tiim c¢alismada meydana gelen enzim aktivitelerinde ve MDA, H20:
miktarindaki artis veya azalisin sebebi doz, siire ve farkli aydinlik/karanlik
oranlarindaki siirelere bagli olarak mikroalgin ROS iiretme kabiliyetinin

degismesinden ileri gelmektedir.
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