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OZET

Anahtar kelimeler: Arthrospira platensis, antioksidan, SOD, GR, APOD, MDA,
H20., prolin

Fitalosiyanlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri incelendiginde en 6nemli iki 6zelligi
renk maddesi ve yiiksek kararlilifa sahip olmasidir. Pigment, boya ve katalizor
maddesi olarak genis kullamm alanlar1 bulunmaktadir. Ozellikle boya ve tekstil
endiistrisinde kullanimlar1 ger¢eklesmekte olup bu kullanima bagli olarak endiistriyel
atiklar topraga ve suya karigmaktadir. Tekstil endiistrisi atiksularinda yer alan
fitalosiyaninler renk kirliliginin yanisira, 151k azalimina neden olarak fotosentetik
aktiviteyi olumsuz olarak etkilemektedir.

Bu c¢alismada, 2(3),9(10),16(17),23(24)- tetrakis- (sodyum merkaptoetanesulfonat)-
bakir (1 ftalosiyanin ve 2(3),9(10),16(17),23(24)-tetrakis-(sodyum
merkaptoetanesulfonat)-metalsiz  fitalosiyaninlerin ~ Arthrospira platensis algi
gelisimi lizerindeki etkisi incelenmistir.

Fitalosiyanin konsantrasyonlarindaki artisa paralel olarak biitiin uygulamalarda 7
giinliik siiregte OD560 absorbansinda ve klorofil-a miktarinda azalma goriilmiistiir.
Bu parametreler acgisindan uygulanan konsantrasyonlar kiyaslandiginda en fazla
inhibisyonun gerceklestigi 2(3),9(10),16(17),23(24)-tetrakis-(sodyum
merkaptoetanesulfonat)-metalsiz ~ fitalosiyanin olarak belirlenmigtir.  SOD
aktivitesinde konsantrasyonlar kiyaslandiginda 2(3),9(10),16(17),23(24)- tetrakis-
(sodyum  merkaptoetanesulfonat)-bakir ~ (Il)  ftalosiyanin ~ uygulamasinda
konsantrasyon artis1 ile artma meydana gelmistir. APOD aktivitesinde en fazla
azalma 2(3),9(10),16(17),23(24)-tetrakis-(sodyum merkaptoetanesulfonat)-metalsiz
fitalosiyanin uygulamasinda goézlemlenmistir. GR enzim aktivitesinde en fazla
azalmay1 2(3),9(10),16(17),23(24)- tetrakis- (sodyum merkaptoetanesulfonat)-bakir
(I) ftalosiyanin uygulamasi gostermistir. MDA miktarinda en fazla artig ise

2(3),9(10),16(17),23(24)-tetrakis-(sodyum merkaptoethanesulfonat)-metalsiz
fitalosiyanin uygulamasinda goriilmistiir. H20. miktarindaki artma en fazla
2(3),9(10),16(17),23(24)-tetrakis-(sodyum merkaptoethanesulfonat)-metalsiz

fitalosiyanin  uygulamasinda meydana gelirken, en fazla prolin artist
2(3),9(10),16(17),23(24)- tetrakis- (sodyum merkaptoetanesulfonat)-bakir (1)
ftalosiyanin uygulamasinda ger¢eklesmistir.

Sonug olarak, uygulanan konsantrasyonlar kiyaslandiginda 2(3),9(10),16(17),23(24)-
tetrakis-(sodyum merkaptoethanesulfonat)-metalsiz fitalosiyanin’in diger
fitalosiyaninden daha toksik oldugu ve enzim aktivitelerinde degisiklige bagli , MDA
ve H202 miktarlarinin artirdig goriilmektedir.



THE EFFECT OF WATER-SOLUBLE PHTHALOCYANINES
SUBSTITUTED WITH SULFONATE GROUPS ON ARTHROSPIRA
PLATENSIS DEVELOPMENT AND ANTIOXIDANT PARAMETERS

SUMMARY
Keywords: Arthrospira platensis, antioxidant, SOD, GR, APX, MDA, H;O, proline

Two of the most important physical and chemical properties of phthalocyanines are
colorants and high stability. They are widely used as pigments, dyes and catalyst
materials. It is used especially in the paint and textile industries and the industrial
wastes generated as a result of this use are mixed with soil and water.
Phthalocyanines in textile industry wastewaters have negative effects on
photosynthetic activity by causing light reduction as well as color pollution.

In this study, 2(3), 9(10), 16(17), 23(24) -tetrakis- (sodium mercaptoethanesulfonate)
-copper (I1) phthalocyanine and 2 (3), 9 (10), 16 (17) The effect of 23 (24) -tetrakis-
(sodium  mercaptoethanesulfonate) -non metallic phthalocyanines on the
development of Arthrospira platensis algae was investigated. In the 7-day period,
parallel to the increase in phthalocyanine concentration, OD560 absorbance and
chlorophyll-a were decreased in all applications. The concentrations applied for these
parameters were compared to 2(3), 9(10), 16(17), 23(24) -tetrakis- (sodium
mercaptoethanesulfonate) -non metalic phthalocyanine, with the greatest inhibition
occurring. When concentrations in SOD activity were compared, 2(3), 9(10), 16(17),
23(24) -tetrakis- (sodium mercaptoethanesulfonate)-copper(ll) phthalocyanine
administration resulted in an increase, in concentration. The greatest decrease in
APX activity was observed in 2(3), 9(10), 16(17), 23(24) -tetrakis- (sodium
mercaptoethanesulfonate) -non metallic phthalocyanine. The greatest decrease in GR
enzyme activity was shown by 2 (3), 9 (10), 16 (17), 23 (24) - tetrakis- (sodium
mercaptoethanesulfonate) -copper (1) phthalocyanine. The highest increase in MDA
was observed in 2(3), 9(10), 16(17), 23(24)-tetrakis-(sodium
mercaptoethanesulfonate)-non metallic phthalocyanine.The increase in the amount of
H202 occurs at most 2 (3), 9 (10), 16 (17), 23(24)-tetrakis-(sodium
mercaptoethanesulfonate)-non metallic phthalocyanine, while the highest proline
increase is 2(3), 9(10), 16(17), 23(24) -tetrakis- (sodium mercaptoethanesulfonate)-
copper(I)phthalocyanine. As a result, when the concentrations applied were
compared, 2 (3), 9 (10), 16 (17), 23 (24) -tetrakis- (sodium mercaptoethanesulfonate)
-non metallic phthalocyanine was more toxic than other phthalocyanine, although it
does chance enzyme activities, it is seen that amount of MDA and the H.O>
increases.
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BOLUM 1. GIRiS

Gliniimiizde degisen g¢evre kosullarmin sundugu teknolojik gelismeler sonucu olarak
yant sira ¢evre ve dogaya verilen zararin boyutu her gegen giin hizla artmaktadir.
Farkli kaynaklardan ¢ikan radyoaktif, kati, sivi ve gaz halindeki kirletici faktorlerin
hava, su ve toprakta yiliksek oranda birikmesi ¢evre kirliliginin olusmasina sebep
olmaktadir. Ozellikle, sanayi endiistrisinde yer alan ve dogaya salinan atik
maddelerin topragi ve suyu kirletmesi, havaya karisan zehirli maddelerin buharlagma
yolu ile suya ve topraga karigmasi, evsel atik sularin dogaya karismasi, denize
dokiilen petrol gibi kat1 ve sivi atiklarin artmasi ve buna benzer birgok Ornek su
kirliliginin ortaya ¢ikmasina ve doganin dengesinin bozularak canli hayatinda tehdit

edilmesine neden olmaktadir (Schaefer ve Roger, 1991).

Fitalosiyaninlerin ancak kesfinden 27 yil sonra yapist tanimlanabilmistir. Dikkat
ceken en Onemli Ozelligi mavi ve yesil renklere sahip olmalar1 olan fitalosiyanin
bilesikleri uzun yillar boyar madde olarak kullanilmistir. Fitalosiyaninlerin ilk
zamanlarda kullanim alanlarmmin az olmasinin sebebi ¢oziintirliiklerinin - az
olmasindan kaynaklanmistir. Fakat farkli substitiie gruplarin baglanmas: ile

¢oziinlirliik problemi asilmaya calisilmistir ve bdylece yeni kullanim alanlar

kesfedilmistir (Leznoff, 1996).

Parlak mavi ve yesil renklere sahip olan ftalosiyaninler matba miirekkepleri, plastik,
aliminyum, sentetik elyafin renklendirilmesinde, duvar boyaciliginda ve tekstilde
baski boyamada yaygin olarak kullanilmaktadir (Robertson, 1940). Ayrica
hidrokarbonlarin ve kiikiirdiin yiikseltgenmesinde, yakit pillerinde, hidrojenasyon
olaylarinin  katalizlenmesinde oldugu gibi  katalitik uygulamalarda da

kullanilmaktadir.



Coziiniirliklerinin yiiksek olmasi sebebiyle, sentetik boyar maddeler endiistriyel
atiksularda bulunan en yaygin su kirleticileridir. Boyar maddelerin %2’si direkt
olarak atik sulara birakilmaktadir (Pearce ve ark. 2003, Robinson ve ark. 2001).
Boyar maddelerin suda 1 ppm’den daha diisiik seviyelerde bile bulunmasi hem saglik
acisindan hem de g¢evresel agidan istenmeyen bir durum olusturmaktadir (Robinson
ve ark. 2001, Banat ve ark. 1996). Gliniimiizdeticari olarak elde edilen 100.000
cesidin iizerinde boyarmadde vardir ve yillik boyar madde iiretimi 7x10° tonun

tizerindedir (Pearce ve ark. 2003, McMullan ve ark. 2001).

Boyar maddelerin ¢ogu toksik etki etmekte ve suda yasayan canlilar i¢in ciddi
tehlikeler olusturmaktadirlar (Vandevivere ve ark., 1998). Sentetik boyar
maddelerden fitalosiyaninler aromatik yapiya sahiptirler ve 1siya, 1s18a ve yiikseltgen
maddelere karsit olduk¢a dayaniklidirlar. Bu ozellikler nedeniyle, c¢evrede

bozunmadan uzun siire kalabilmektedirler.

Algler su ekositemi ortaminda birincil {iretici canlilardir. Morfolojilerinde bulunan
pigmentlere istinaden giines 1s1¢min katkisiyla karbondioksit ve suyu organik
bilesiklerden karbonhidratlara c¢evirirler. Dolayisiyla kendileri ve akuatik
ortamindaki canlilarin hem besin kaynagini olustururlar hem de ¢oziinmiis oksijen
oraninin artmasini saglamaktadirlar. Algler, su ekosisteminde besin zincirinin ilk
halkasinda bulunduklari i¢in kompozisyonlar1 ve yogunluklari suda meydana gelen
fiziksel ve kimyasal farkliliklardan hizlica etkilemektedir. Su ekosistemine karigan
kimyasallar, biyolojik ¢esitlilige ve 6zellikle su kompozisyonuna etki etmekte ve alg
tirlerinde degisiklik olusturmaktadir (Elliot ve ark., 1992).

Serbest radikaller, atomik orbitali lizerinde eslenmemis elektron (e-) tasiyan
molekiiller olarak tanimlanmaktadir. (Bast ve ark., 1991; Halliwell ve Gutteridge,
1985; Nawar, 1996). Serbest radikal olusumunun artmasina paralel olarak oksidatif
stres olusumunun hizlandirmasini saglamaktadir. (Yan, 1998) Basit olarak oksidatif
stres biyolojik sistemde prooksidanlarla antioksidanlar arasindaki dengenin,
prooksidanlarin daha agir gelmesi ile lehine bozulmasi olarak tanimlanmaktadir.

Hiicreler az siddetli oksidatif stresi bazen tek baglarina tolere edebilirken ¢ogu zaman



antioksidan enzim sistemleri ile kontrol etmektedirler (YYan, 2014). Ancak, hiicre ici
savunma sistemlerinin giiclii olmadigi durumlarda, oksidatif stresin taniminda
anlatildig1 tizere, reaktif oksijen bilesikleri ile antioksidanlar arasindaki denge
bozulmaktadir, oksidatif hasara duyarli olan DNA, protein, karbonhidratlar ve lipitler
gibi hiicresel makromolekiiller zarar goriilmektedir. Yapilan ¢aligmalar, farkli
sitotoksik ajanlarin hem in vivo hem de in vitro olarak serbest radikal iiretimine

neden oldugunu géstermistir. (Dokuyucu, 2014).

Oksidatif stres altindaki alglerde antioksidan savunma sistemininde meydana gelen
degisiklikler algin maruz kaldig1 kimyasala gore tolerans ve duyarlilik derecesini

olusturmaktadir.

Bu ¢alismada fitalosiyaninlerin etkilerini Arthrospira platensis algi tizerinde tespit
ederek olusturacagt olumlu ya da olumsuz kosullarin belirlenmesini tespit

etmektedir.



BOLUM 2. LITERATUR OZETi

2.1. Fitalosiyaninler ve Tarihgesi

Fitalosiyanin kelimesi Yunanca naphtha (mineral yagi) ve cyanine (koyu mavi)
kelimelerinin bir araya gelmesi ile olugsmaktadir. Renkleri maviden acik yesile kadar
degisebilen fitalosiyanin bilesikleri ilk kez 1907°de Braun ve Tcherniac tarafindan,
kimyasal bir tepkime sirasinda, koyu renkli ¢éziinmeyen bir yan {iriin olarak elde
edilmistir. 1927°de Freiburg Universitesinde yaptiklari bir c¢alisma sirasinda
Diesbach ve Von der Weid %23 verimle mavi renkli bakir fitalosiyanin elde etmisler

fakat yapisin1 aydinlatamamuislardir (Diesbach ve ark., 1927).

Fitalosiyaninler diizlemsel konjuge 18n elektron sistemli aromatik bir makro
halkadan olusmaktadir. Fitalosiyaninler, dogada kendiliginden mevcut hemoglobin,
Klorofil-a, vitamin B12 gibi yapilara benzemelerine ragmen, sentetik {irlin olarak

bulunmaktadir (Ziolo ve Extine, 1981).

2.2. Fitalosiyaninlerin Genel Ozellikleri

Fitalosiyaninler peryodik cetveldeki metallerin hemen hemen hepsi ile kompleks
olusturabilmektedirler. Yanlizca kuvvetli yiikseltgenlerin etkisiyle ftalik asit veya

ftalimide boliinerek makro halka yok olmaktadir.

Fitalosiyaninler kimyasal ve sicaklik ozelligiyle kararliliga sahip gruplardir.
Fitalosiyaninlerin yapisinda 400-500°C ye kadar yiiksek sicaklikta bozunma
gerceklesmez (Bekaroglu ve ark., 2007). Vakum igleminde metal karisimlarin biiyiik
bir kesiminde 900°C sicakliga kadar etkilenmezler. Fitalosiyaninleri kristallendirmek

ve siiblimlestirmek kolaydir. Sonucun da saf iiriinler elde edilir (Bekaroglu ve ark.,



2010). Fitalosiyanine eklenen metal iyonu cinsinin fizikokimyasal ozellikleri

belirlenmesinde dogrudan etkisi vardir (Bekaroglu ve ark., 2011).

2.3. Fitalosiyaninlerin Siniflandirilmasi

Fitalosiyaninler siibstitie olmamis fitalosiyaninler, benzen halkasi iizerinden
siibstitiie olmus fitalosiyaninler, metal iizerinden (aksiyel pozisyondan) siibstitiie
fitalosiyaninler, subfitalosiyaninler ve siiperfitalosiyaninler olmak {izere bes grupta

incelenmektedir.

2.3.1. Fitalosiyaninlerin fiziksel 6zellikleri

Fitalosiyaninler iki onemli fiziksel 6zellige sahip olup bu ozelliklerden ilki rengi
digeri ise yiiksek kararliga sahip olmasidir. Fitalosiyaninlerin renkleri kimyasal ve
kristal Ozelligine gore koyu maviden metalik bronz yesile kadar farklilik
gostermektedir. Ornegin, bakir fitalosiyaninin rengi substitiie klor atomlarmin
sayisinin ~ artmast  ile maviden yesile dogru degisiklik gostermektedir.
Fitalosiyaninlerin iiretim sekline bircok kristal yapinin olugmasini saglanmistir. Bu
kristal formlarindan en 6nemlisi a-formudur. Termodinamik ac¢idan daha kararli olan
ise B-formudur. a-formu, 200 °C ‘nin iizerinde isitma ile B-formuna donisiir. Bir
diger kristal yap1 x-formu olup metalsiz ve diizlemsel metaloftalosiyanindir (Sharp,

1968).

2.3.2. Fitalosiyaninlerin kimyasal 6zellikleri

Fitalosiyaninlerin kimyasal 6zelliklerini merkezindeki bosluga yerlesecek olan metal

iyonu belirlemektedir (Leznof ve Lever, 1993).

Metalli fitalosiyaninlerin elektrovalent ve kovalent olmak iizere genel olarak iki tip
bagolusturular. Elektrovalent fitalosiyaninler ¢ogunlukla alkali ve toprak alkali
metallerle tepkimeye girerler, organik ¢oziiciilerde ¢oziinmezler ve yiiksek sicaklikta

siiblime olmazlar. Seyreltik anorganikasitler, sulu alkol, hatta su ile tepkimeye



girdiginde kolayca metal iyonu metalden ayrilmaktadir ve bdylelikle metalsiz
fitalosiyaninler elde edilmektedir. Kovalent fitalosiyanin kompleksleri ise,
elektrovalent olanlara kiyasla daha kararlidirlar ve organik ¢oziciilerde

¢Oziinebilmektedirler (Degirmencioglu ve ark., 2010).

2.3.3. Fitalosiyaninlerin c¢oziiniirliigii

Siibstitie  olmamus  fitalosiyanin ~ komplekslerinin ~ organik  ¢0ziiciilerde
¢Oziiniirliiklerinin  olmamasi, yapilacak arastirmalar ve kullanim alanlarini
kisitlamaktadir.  Fitalosiyaninlere periferal pozisyonlara siibstitiientlerin ilave
edilmesi ile mesafeyi arttirarak istiflenme durumunu azaltilmakta ve ¢oziiniirliik
ozelligi kazandirilmaktadir. Bu sekilde ¢6ziiniirliik problemini periferal pozisyonlara
hacimli gruplar ya da uzun zincirlerin ilave ederek ortadan kaldirilirken
farkliuygulama alanlart ve farkli malzemelerin olusumu saglanmaktadir (Darwent,

1982).

2.4. Fitalosiyaninlerin Genel Sentez Metotlari

Fitalosiyaninlerin  periyodik  tablodaki hemen her metalle kompleksleri
sentezlenebilmektedir (Leznoff ve Lever, 1996). Degisik gruplardaki alkali-metal

fitalosiyaninlerden metal degisimiyle metalli fitalosiyaninler sentezlenebilmektedir.

2.4.1. Siibstitiie olmus fitalosiyaninlerin sentezi

Siibstitlisyona ugramamus fitalosiyaninler derigsik H2SO4 hari¢ hemen hemen diger
tiim coziiciiler de ¢oziinmemektedir. Coziinlirliigili artirmak ve dolayisiyla da fiziksel,
kimyasal ve diger Ozelliklerini inceleyebilmek icin degisik stibstitiientli
ftalosiyaninler sentezlemek gerekmektedir. Siibstitiie edilmis fitalosiyaninler ile
slibstitlie olmayanlar arasinda 6nemli farliliklar mevcuttur. En 6nemlisi de, dallanmis
bliylik bir grubun katilmi ile fitalosiyaninin ¢ozlniirliigiiniin degistirilmesidir

(Kennedy ve ark., 1986).



Fitalosiyanin ¢ekirdegi etrafindaki periferal substituentlerin uzun zincirli olmasi ya
da biiyiik hacimli gruplar ihtiva etmesi ve metalofitalosiyaninlerdeki merkezi metal
atomunun  yer  degisitirmesi  durumunda fitalosiyaninlerin  ¢Oziiniirligi
artirtlabilmektedir (YYaman, 2007).

2.5. Fitalosiyaninlerin Kullanim Alanlari

Fitalosiyaninler parlak mavi, yesil renklere sahip olmalari, Yiiksek kimyasal
kararliliklar1 ve 1s18a karsi dayanikli olmalar1 nedeniyle genis bir kullanim alanina

sahiptir.

1990’1 yillarin baglarinda kesfinden sonra fitalosiyaninler yogun mavi-yesil rengi,
yiiksek boyama seviyesi, 1518a karsi direnci, farkli c¢oziiclilerdeki ¢oziiniirliigii ve
kimyasal kararlilig1 nedeniyle pigment ve boyar madde, tekstil ve kagit endiistrisinde

yogun olarak kullanilmaktadir.

Giinlimiizde en fazla iiretilen sentetik renklendiricilerinden biri bakir fitalosiyanindir.
Fitalosiyaninler kimyasal bir¢ok reaksiyon i¢in katalizér olarak gérev almaktadirlar.
Son yillarda fitalosiyaninler elektrofotografi, miirekkep piiskiirtmeli baski, fotokopi
aletlerindeki fotoiletken ajanlar gibi ileri teknoloji uygulamalarinda da yer
almaktadirlar. Fitalosiyaninlerin diger bir¢ok alanda oOnemi ve kullanimi
gelismektedir. Bunlar arasinda kimyasal sensorler, elektrokromizm, sivi kristaller,
Langmuir-Blodgett filmler, fotodinamik tedavi, nonlineer optik uygulamalar,
infrared radyasyon absorplayicilari, molekiiler yari-iletkenler, optik veri depolama ve

kromatografik ayirma bulunmaktadir (Misra ve ark., 2006).

Metalfitalosiyaninler (MPc’ler); zengin ve Ozellikle tersinir redoks davranislari,
yiiksek termal ve kimyasal kararliliklari, farkli metal iyonlar1 ve siibstitiientler ile
kolayca entegre olmalar1 ve degisik altlik malzemeleri lizerinde kolayca filmlerinin
olusturulabilmesi nedeniyle yeni sensor sistemlerinin dizayn edilmesinde tercih
edilmektedir. Bu nedenle MPc’ler, elektrokimyanin bir¢ok teknolojik uygulamasinda

oldugu gibi sensor uygulamalarinda da oldukca fazla ¢alisilan bir bilesik sinifidir



(Martin, 1978). S6z konusu bilesikler; hidrazin, glikoz, askorbik asit, ¢esitli pestisit
maddeleri ve ilag sektdriinde kullanilan degisik aktif maddeler de dahil olmak iizere
bircok hedef tiirlin algilanmasi i¢in kullanilmistir. Aslinda, bu tiir biyolojik tiirlerin
algilanmasi i¢in giiniimiizde en fazla tercih edilen sistemler enzim ihtiva eden
biyosensorlerdir. Literatiirler incelendiginde; biyosensor olarak kullanilan biyolojik
reseptorlerin  ya da enzimlerin bazi O6nemli smirliliklara sahip olduklar
gozlenmektedir. Bunlardan bazilari, biyolojik tiiriin diisiik stabilitesi, substratlar
lizerinde yerlesimi veya hareket zorluklari, substrat yiizeyinden sizinti ve diisiik
kimyasal ve termal kararliliklar1 olarak siralanabilir. Bu nedenle arastirmalarda
enzimlerin yerine kullanilabilecek taklit enzimler olarak adlandirilan fonksiyone
yapay reseptOrlerin gelistirilmesi gerektirmektedir. Son on yilda, dogal protein tiirevi
olan porfirin bilesikleri, insektisit gibi bir¢ok zararli biyolojik hedef tiiriin
algilanmasi i¢in taklit enzim reseptorleri olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir

(McKeown, 1998).

2.6. Fitalosiyaninlerin Sucul Ekosisteme Girisi ve Etkisi

Sucul ekosistemlerde algler zengin biyolojik ¢esitlilige sahip dnemli organizmalardir.

Tath, ac1 ve tuzlu ekosistemlerde, makro ve mikro formlarda bulunan canlilar,
yeryliziindeki diger canlilarin yasamlarini devam ettirmesi agisindan oldukca
onemlidir. Algler primer {ireticiler olmasi sebebiyle besin aginin ilk basamaginda yer
almaktadirlar. Klorofil olmak iizere sahip olduklar1 cesitli fotosentetik pigmentler

besin tiretiminde fonksiyonel olmalarini saglamaktadir.

Diinyanin dortte iigiiniin sularla kapli oldugunu diisiiniirsek, algler yeryiiziindeki
biyokimyasal dongiide organik madde aktarimi ve oksijen iiretiminde 6nemli bir yere

sahiptir (Reynolds ve Hamilton, 1992).

Evsel, endiistriyel, tarimsal ve diger uygulamalar sonucu a¢iga ¢ikan ve iginde
sagliga zararli biyolojik ve kimyasal maddeler bulunan atik sular, sucul ekosisteme

kontamine olmakta ve alglerin yasami i¢in ciddi boyutta risk olusturmaktadirlar.



Fitalosiyaninlerin kullanim alanlarina bagli olarak gerek boya endiistrisinde gerek
tekstil endiistrisinde kullanimi1 gerceklesmektedir. Bu kullanima istinaden olusan
endiistriyel atiklar topraga ve suya karigsmaktadir. Tekstil endiistrisi atik sularinda yer
alan fitalosiyaninler renk kirliliginin yanisira, suda 151k azalimmma neden
olmaktadirlar. Ayrica suyun renginin degigmesi, tadinin ve kokusunun bozulmasi
gibi etkiler olugsmaktadir. Bunun sonucu olarak aglerin fotosentez aktiviteleri negatif
olarak etkilenmektedir. Turkuaz, parlak yesil, mavi ftalosiyaninlerin bazilar1 bakir

icermeleri nedeniyle suda yasayan canlilar i¢in toksik etki etmektedir (Acemioglu,
2004; Kaushik, 2009).

2.7. Fitalosiyaninlerin Alg Hiicrelerine Alinimi

Alglerin hiicresel fonksiyonlar1 i¢in metaller olduk¢a 6nemlidir. Fotosentez dongiis,
DNA transkripsiyonu, fosfor alimi ve azot asimilasyonuna katilan enzimler igin
kofaktor olarak gorev almaktadir. Metaller ayrica mikroalgal hiicrelerin morfolojisini
de etkilemektedir. Metallerin varligi klorofil, karotenoid ve fikobilinler gibi
fotosentez isleminde gorev alan pigmentlerin {izerinde de etkilidir. Bununla birlikte,
metallerin  ve metal fitalosiyaninlerin yiiksek konsantrasyonlart mikroalg

hiicrelerinde negatif etkilere neden olabilmektedir (Blaby Haas ve Merchant, 2012).

Metaloid ve metal fitalosiyaninler mikroalgler iizerinde dogrudan etkiye sahiptir.
Fitalosiyaninlerin inhibe edici aktivitesi; biiyiikliiklerine, mikroalg kiiltiiriinlin yasina
ve blylime ortaminin bilesimine baglidir. Alglerin metal partikiillerinin
biyoabsorbsiyonu, bu pargaciklarin yiizey yiikii ile iliskilidir. Alglerin hiicre
duvarlariin eleme 6zelliginden dolay1 bir¢ok pargacik hiicre duvari engelini asarak,
hiicre zarma ulasmak zorundadir. Bircok metal, metalloid ve metal fitalosiyanin alg
bliylimesi ve metabolizmasi i¢in stres olusturabilir veya yonlendirici olarak islev
gorebilecegi yapilan calismalarla gozlenmektedir. Diger taraftan, bazen de
fitalosiyaninlerden salinan metal iyonlar1 siyanobakteri ve alg biiyiimesine katki

saglayabilmektedir (Yan ve ark., 2017).
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2.8. Alglerin Fitalosiyanini Uzaklagtirmasi

Mikroorganizmalarin iki farkli yontem ile istenmeyen maddeleri ortamdan
uzaklagtirilmaktadir. Bunlar ilki enerjiye bagimli olan mekanizma yani biyolojik
birikim (bioaccumulation) ile bir diger ise enerjiden bagimsiz olarak fiziko-kimyasal
adsorpsiyon olan biyosorbsiyondur. Bu terim &zellikle hiicre duvarinda meydana
gelen fiziksel ve kimyasal adsorpsiyon, iyon degistirme, jelatinlestirme ve mikro

presipitasyon gibi ¢cok sayida islem i¢in kullanilmaktadir (Aksu ve Tezer, 2000).

Biyosorbsiyon mekanizmasinda, mikroorganizmalarin hiicre duvari ozellikleri ve
bunlarin elektrostatik etkilesimleri 6nemli rol oynamaktadir. Algler bir¢ok habitatta
bol bulunmalari, kolay ve hizli gelisimleri gibi bircok nedenlerden dolay1 potansiyel
biyosorbentlerdir. Alg tiirlerinin hiicre yiizeylerinde hidroksil (-OH), karboksil (-
COO0), amino (-NH2) ve fosfat (-POa) gibi ¢esitli fonksiyonel gruplar bulunmaktadir
(Aksu, 2005). Her alg tiiriiniin kendine 6zgii hiicre duvari ve hiicre duvarini kaplayan
fonksiyonel gruplar bulunmaktadir. Alglerdeki bu fonksiyonel gruba istinaden

ortamdaki istenilen fitalosiyaninlerin uzaklastirilmasina yardimci olunmaktadir.

Uzaklastirma isleminde alg tiirlerinin 6zelliklerini inceledigimizde Kendine 6zgii bir
yiizey yapis1t mevcuttur. pH, sicaklik, baslangi¢ konsantrasyonu, tuz, metal iyonlari,
soliisyonun calkalanmasi, gibi fiziko-kimyasal degiskenleri farklidir. Biyosorbent
olarak kullanilan farkli biyokiitle miktarinin olmasi uzaklagtirma islemlerinde biiyiik

rol oynamaktadir (Aksu, 2005).

2.9. Calismada Kullanilan Fitalosiyaninler

2.9.1. 2(3),9(10),16(17),23(24)-Tetrakis-(Sodyum merkaptoetanesulfonat)-
bakar(l1) fitalosiyanin

Bakir fitalosiyanin ticari olarak 1935’te ICI (International Chemical Imperial)
tarafindan bakir tuzlari, iire ve ftalik anhidritten yola cikilarak sentezlenmistir (Keen,

1964). Suda c¢oziinebilen fitalosiyanin boyasi ve fitalosiyaninlerin polisulfonat
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tiirevleridir. Fitalosiyaninler yazici miirekkebi, boya, plastik ve tekstilde renklendirici
olarak kullamlmaktadir. Ozellikle yazici miirekkeplerinde bakirfitalosiyanin
kullanim1 olduk¢ca 6nemli yer tutar. Yesilimsi mavi renk tonuna sahip bakir
ftalosiyanin renkli yazicilar i¢in uygundur. Isi8a, 1s1ya ve ¢oziiciilere kars1 dayanikli
olduklarindan plastiklerde ve yagli boyalarda mavi pigment olarak kullanilmaktadir

(Bamfield ve Hutchings, 2010).

2.9.2. 2(3),9(10),16(17),23(24)-Tetrakis-(Sodyum merkaptoetanesulfonat)-

metalsiz fitalosiyanin

Fitalosiyaninler merkezinde iki hidrojen atomu oldugu zaman metalsiz fitalosiyanin

(H2Pc) adinm1 almaktadir.

2.10. Oksidan ve Antioksidan Maddeler

Oksijen yasam i¢in vazgecilmezken ayni zamanda da potansiyel bir zehir olarak
nitelendirilmektedir. Oksijen renksiz, kokusuz ve atmosfer hacminin beste birini
olusturan bir gazdir. Oksijen, enerji eldesinde hem bitkiler hem de hayvanlar
tarafindan degisiklige ugramadan dogrudan kullanilmaktadir. Oksijen, dogada iki
atomu olan ve disg yoriingesinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron igeren
serbest radikaldir. Oksijen, c¢ok gii¢lii bir oksidan olmamasina ragmen, suya
rediiksiyonu sonucunda birgok reaktif ara {iriinler olusmasimma neden olmaktadir

(Gutteridge,1994).

Oksidasyon, bir maddenin oksijen ile birlesirken bir elektron kaybettigi kimyasal bir
stiregtir. Biyolojik bilesiklerin oksidasyonu, organizmalar igin gerekli enerjinin

olusumunu saglar (Halliwel ve Gutteridge, 1984).

Oksijen, iki elektronu eslesmemis sekilde bir elektron dagilimina sahip olup bazen
radikal olarak degerlendirilmektedir. Oksijen molekiiliiniin reaktif o6zelligi
olmamasina ragmen diger radikallerle reaksiyona girebilmektedir. Serbest radikaller

en dis halkalarinda eslenmemis atom veya atom gruplar ile diger bilesiklerle
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reaksiyona girerek bir elektron alma egilimi gosteren ve yiiksek oranda reaktif
kimyasal {irlinlerdir. Serbest radikaller diger molekiillerle hizla reaksiyona girmeye
ve onlarin yapisint degistirme 6zelligindedir. Bagka molekiiller ile ¢ok kolayca
elektron aligverigine girebilen bu molekiillere oksidan molekiiller veya reaktif oksijen
tirleri (ROT)’de denmektedir. (Cavdar ve ark., 1997). Bu eslesmemis elektronlar
yiiksek enerjilidir ve eslesmis elektronlar1 ayirip islevlerine engel olmaktadir. Bu

durum serbest radikalleri hem tehlikeli hem de kullanigli yapmaktadir.

Oksidasyona neden olan serbest radikaller temel olarak oksijen kaynakli
metabolitler, (superoksit anyonlar1 Oz, hidrojen peroksit H>O, hidroksil radikali
OH"), hipoklorik asit, kloraminler, azot dioksit, lipit peroksitler ve ozondur (Kaur ve
ark. 2001).

DNA, proteinler, yaglar ve kiiclik hiicresel molekiillerin reaktif oksijen tiirleri ile
oksidatif modifikasyonu birgok hastalik ve dejenerasyonlarda yaygin bir rol
oynamaktadir (Borek,1991). Hiicre i¢inde diger molekiiller ile hizla reaksiyona girip
onlarin yapisini bozacak oksidan molekiilleri ancak antioksidan molekiiller
tarafindan engellenebilmektedir. Serbest radikallerin hiicre igerisinde iiretimi oldukca
fazla olup, iiretim ve yikim dengesini bozmayacak sekilde, bircok koruma ve
savunma sistemi tanimlanmustir. Antioksidanlar, diisiik konsantrasyonlarda bile
hiicre iginde etkili olup oksidasyon hizin1 anlamli sekilde indirgeyen ya da geciktiren

molekiillerdir (Maxwell, 1995).

Dogal veya farmakolojik olmak tizere iki grup olan antioksidanlar; enzimatik
antioksidanlar, Onleyici antioksidanlar, siipiiriici ya da zincir kiran antioksidanlar

olarak siniflandirilmaktadir (Gutteridge,1994; Halliwell ,1997).

Antioksidanlar dort farkli yol ile oksidanlart etkisiz hale getirmektedir (Gokpinar ve
ark.,2006). Siipiirme etkisi (scavenging): oksidanlari zayif yeni bir molekiile
doniistiirerek etkisizlestirmektedir. Antioksidan enzimler ve mikromolekiiller bu
yolla etki etmektedirler. Sondiirme etkisi (quenching): oksidanlara bir hidrojen

aktararak inaktive etmektedirler. Vitaminler, flavanoidler, timetazidin ve mannitol bu
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sekilde etki etmektedir. Zincir reaksiyonlarini kirma etkisi (Chain Breaking):
Hemoglobin, seriiloplazmin ve agir mineraller oksidanlar1 kendilerine baglar ve
inaktive etmektedir. Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasar gormiis biyomolekiilii

onarilmaktadirlar.

2.11. Antioksidan Savunma Sistemleri

Organizmalarda i¢ veya dis kaynakli serbest radikallerin olusumunu engelleyecek,
zararli etkilerini azaltacak veya yok edecek “antioksidan savunma sistemleri” veya
“antioksidanlar” adi verilen enzimatik ve enzimatik olmayan koruyucu sistemler
olugmaktadir. Hiicre i¢i enzimatik antioksidanlari, siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz (GPX) askorbat peroksidaz (APOD) ve
glutatyon rediiktaz (GR) olup enzimatik olmayanlar ise glutatyon (GSH),
membranlara baglanabilen a-tokoferol ve [-karoten, askorbat, transferin,
seruloplazmin ve bilirubindir. Hiicre dis1 sistemde ise; metallotionin ve Zn gibi iz

elementler yer almaktadirlar (Halliwell ve Gutteridge, 1984).

2.11.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismiitaz(SOD) antioksidatif stres savunma mekanizmasimin en kilit
enzimidir. SOD yiiksek derecede reaktif olan aktif oksijen tiirlerinden siiperoksit
anyon radikallerinin (O2) pargalanmasini katalizleyerek, organizmalarin oksijen
varhiginda canli kalmasini saglayan bir enzimdir. Bu reaksiyon oksijen metabolize
eden tiim organizmalarda ve bazi anaerobik canlilarda gergeklestirmektedir ve sonug
olarak molekiiler oksijen(O2) ve hidrojen peroksit(H202) olusmaktadir (Scandalios,
1993; Martin, 1978).

Aktif oksijen tiirleri yiiksek reaktif Ozelliklerinden dolayr herhangi bir koruma
mekanizmas1 olmadiginda hiicre duvarinin yapisina ve fonksiyonlarma zarar
vermektedir (Hensley, 2000). SOD enzimi, siiperoksitleri molekiiler oksijen (O2) ve
hidrojen peroksite (H202) doniistiirdiigiinden dolay1 stiperoksit ve hidrojen

peroksitlerin hiicre derisimlerini dogrudan belirlemektedir (Van Camp ve ark., 1994)
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Birkag istisna diginda SOD’ lar biitiin aerobik organizmalarda bulunmaktadir ve
aktiflegsmis oksijen ara iriinleri ile zorunlu olarak temas halinde olan biitiin hiicre
boliimlerinde yer almaktadir. Bu mekanizma metal iyonunun ardisik oksidasyon ve
rediiksiyonuna dayanir. SOD’lar bakir/¢inko (Cu/Zn), demir (Fe) ve mangan (Mn)
iceren izoenzimler olarak metal kofaktorlerine gore siiflandirilmaktadir. FeSOD ve
MnSOD proteinlere yap1 olarak benzemelerine ragmen Cu/ZnSOD’lar farklidir (Dat
ve ark., 2000). SOD izoenzimlerinin inhibitorlere karsi, farkli hassasiyetleri yaninda
hiicredeki dagilimlar1 da ayirt edici bir 6zelliktir. SOD enzimlerinin miktar1 da her
bir organizma i¢in farklidir. Kontrollii gelisim ve cevresel streslerin (UV, ozon,
atmosfer kirleticileri, diistik sicaklik, tuz stresi, kuraklik, sicak soku, agir metal gibi)
aktif oksijen tiirlerini meydana getirerek SOD aktivitesini tetikledigi gosterilmistir
(Van Camp ve ark., 1994). MnSOD okaryotik hiicrelerin mitokondrilerinde,
Cu/ZnSOD yiiksek bitkilerin kloroplastlarinda, peroksizomlarda ve sitosolde
bulmaktadir. Yapilan calismalarda FeSOD sadece prokaryotlar ve bitkilerin

kloroplastlarinda bulunmustur.

2.11.2. Askorbat peroksidaz (APOD)

Ik olarak 1979 yilinda kesfedilen askorbat peroksidaz (APOD), peroksidaz
enzimlerinden olup mayadan insana kadar pek ¢ok canli da bulunmaktadir. Askorbat
peroksidaz hidrojen perokside bagli olarak farkli substratlari katalizlemektedir. Fakat
enzimin substrati askorbattir (vitamin C). Askorbatin disinda bazi aromatik
substratlarin (AHz) da oksidasyonunu katalizlemektedir (Sharp ve Raven, 2003).
Fizyolojik kosullar altinda reaksiyonun ara {iriinii monodehidroaskorbat radikali olup
baska bir enzim ile tekrar askorbata indirgenmektedir. Askorbat peroksidaz sitozolde,

kloroplastlarda ve peroksizomlarda bulunmaktadir.
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2.11.3. Glutatyon rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz (GR), okside glutatyonun (GSSG) glutatyona (GSH)
indirgenmesini katalizleyen bir enzimdir. Glutatyon rediiktaz redoks dongiisiinde
onemli bir enzim olup, indirgenmis hiicresel GSH’in hiicrede yeterli seviyede
bulunmasini saglamaktadir. GSH antioksidan olarak gérev yapmaktadir ve serbest
radikal ve organik peroksitlerle reaksiyona girmektedir. Ayrica amino asit
tasiniminda gérev almaktadir ve glutatyon peroksidaz ve glutatyon-s-transferaz
enzimlerinin substratidir (Perl ve ark., 2002). GR bir flavoproteindir. GR aktivitesi
bitkilerde en fazla kloroplastlarda bulunurken mitokondri ve sitosolde de benzerleri
tanimlanmistir (Creissen, 1994). Okside glutatyonun indirgenmesi ¢ok asamali bir
reaksiyondur. Baslangic olarak enzim NADPH tarafindan indirgenmektedir.
Indirgenmis GR GSSG molekiilii ile reaksiyona girmekte ve bu reaksiyon bir disiilfit
degisimi ile sonuglanmaktadir. Sonugta GSH molekiilii ve GRred — SG kompleksi
ortaya ¢ikmaktadir. GRred — SG kompleksinde ikinci bir disiilfit degisimi ile
sonuglanan bir elektron diizenlemesi gerceklesmektedir. Ikinci GSH molekiiliiniin
enzimden ayrilmasi ile enzim tekrar okside forma donligmektedir (Oxfordbiomed,

2018).

2.11.4. Prolin

Prolin, proteinleri olusturan 20 aminoasitten biridir. Diger tiim aminoasitler birincil
amin grubu tasimakta olup prolin, yan zincirindeki ii¢ karbon atomu bir halka
olusturarak tekrar peptid bagindaki azot atomuna baglandigr i¢in, birincil amin(-
NH.) grubundan yoksundur. Prolindeki azot ikincil amin olarak nitelendirilmektedir.
Prolin bazen imminoasit olarak da adlandirilmaktadir. Esansiyel olmayan ve
glukojenik amino asittir. Sentezi ve yikimi alfa ketoglutarat lizerinden olmaktadir.
Prolin dehidrogenaz ile prolin 5-karboksilat sentezlenmektedir. Prolin 5-
karboksilattan glutamat semialdehit dehidrogenaz ile glutamat olusmaktadir ve bunu
glutamatin transaminasyonu ile alfa ketoglutarat olusumu izlemektedir. Prolin, ROS
tireten reaksiyonlara maruz kaldiginda enzimatik olmayan hidroksilasyona

ugrayabilmektedirler. Reaktif oksijen tiirevlerinin hiicre zarini tahrip etmesinden
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olusan osmotik dengesizligi prolin birikimi 6nlenmektedir. Prolin birikimi tahribin
indikatorii olarak da degerlendirilmektedir. Ninhidrin ile tepkimesinden pembe renkli
bir bilesik olusturmaktadir (Tiirkan, 2004; Temizkan, 2004).

2.11.5. Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit (MDA), enzimatik olmayan oksidatif lipid peroksitlerinin
parcalanmas1 sonucu olusan toksik etkili son iiriinlerdendir. Ikiden fazla cift bag
iceren yag asitlerinin otooksidasyonunda serbestlesen siklik endoperoksitler
MDA’nin asil kaynagini olusturmaktadir. MDA miktarinin 6l¢limii, lipid peroksit
diizeylerinin saptanmasinda siklikla kullanilmaktadir. Lipid peroksidasyonunun;
hiicre zarinin lipid yapisindaki degisiklikler nedeni ile hiicre zar1 islevinin bozulmast,
olusan serbest radikallerin enzimler ve diger hiicre bilesenleri iizerine etkisi, son
tirtinler olan aldehitlerin sitotoksik etkileri gibi farkli yollarla hiicre hasarina neden
oldugu diistiniilmektedir. Ayrica aldehit yapili bilesiklerin uzun yasam siireli ve
zarlar1 gecebilme oOzelliginde olmasi, lipid peroksidasyonunun hedeflerindeki
etkilerinden bu bilesiklerin sorumlu oldugunu diisiindiirmektedir (Tiirkan ve ark.,

2004).

2.11.6. Hidrejen peroksit (H202)

Biyolojik calismalarda en ¢ok talep goren ve en ¢ok arastirilan radikal reaksiyon
zinciri lipit peroksidasyonudur. Radikaller hiicrede basta membran lipidleri olmak
tizere diger lipidler, protein ve DNA’da hasara neden olmaktadir. Lipit
peroksidasyonu, serbest radikallerin zar yapisindaki doymamis yag asidi zincirinin
alfametilen gruplarindan bir hidrojen atomunu uzaklasmas: ile gerc¢eklesmektedir.
Biyolojik calismalarda bu serbest radikalin siiperoksit anyonu ve hidroksil radikali
oldugu belirlenmektedir. Bu duruma istinaden, lipit peroksidasyonunun olugmasinda
asil etkili radikalin hidroksil grubu oldugu bilinmektedir. Bu radikal, siiperoksit
radikalinden veya H>O2’den demirin Kkatalitik etkisi altinda olusmaktadir. Bu
dontisimler Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlart olarak tanimlanmaktadir. pH 7,2’

de siiperoksit daha kararli metabolit olan H202’ye donligmektedir. Yag asidi serbest
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radikkallerin etkisiyle zincirinden hidrojen atomunun uzaklagmasi ve bdylelikle bu
yag asidi zincirinin radikal niteligi kazanmasina neden olmaktadir. Meydana gelen

lipit radikali dayaniksiz bir bilesik olup, bir dizi degisiklige ugramaktadir.

2.12. Arthrospira Platensis

Arthrospira (Spirulina) ¢ok hiicreli bir siyanobakteridir. Birgok siyanobakter gibi,
Arthrospira karanlik ortamlarda yasamini devam ettirememektedir. (Orio, 1983)
Arthrospira platensis tiirliin maksimum {reme sicakligt 30 °C olarak rapor
edilmektedir. Daha yuksek sicakliklarda, alglerde iiremeyi kontrol eden enzim inaktif
hale gelmektedir. Bir¢ok c¢aligmada A. platensis tiriiniin tolere edebilecegi
maksimum pH’in 10 ve minimum pH’in 8’den daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Bu
alg tlirti 7,5-30% tuzluluk oraninda olan sularda yasamina devam ettirebilmektedir
(Rutwik ve ark., 2010). Ayrica bu tiir yiiksek konsantrasyonda organofosfor pestisit
(> 80 ppm) bulunduran ortamlarda da iireyebilmektedir. A. platensis hiicresinde
yiksek oranda protein (kuru agirhiginin 70%’ine kadar), yag asiti, niyasin,
fikosiyanin, karotenoid, tiamin, riboflavin, Klorofil, vitamin A ve vitamin B12
biriktirmektedir (Alberto ve ark., 2001).

Planktonik bir alg olan A. platensis, karbonat ve bikarbonatca zengin tropik ve
subtropikal sularda yogun olarak bulunan bir tiirdiir (Yilmaz ve Duru 2011). A.
platensis, en ¢ok iiretimi yapilan, kozmetik alaninda, tipta, bircok sanayi alaninda
insan ve hayvan besini gibi genis bir kullanim alanina sahip olan bir canlilardir

(Y1lmaz ve Duru 2011).

A. platensis kendi ekseni etrafinda kayarak hareket etmektedir ve heterosistleri
bulunmaz. Cok hiicreli silindirik trikomlarin kendi uzunlugu boyunca sarmal sekilde

stralanmasi ile olugsmustur (Y1lmaz ve Duru 2011).
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2.13. Calismanin Amaci

Bu ¢alismada dogrultusunda bakir ve metalsiz fitalosiyanin tiirevine maruz birakilan
A. platensis alginin biyokiitle, klorofil-a, siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat
peroksidaz (APOD), glutatyon rediiktaz (GR), malondialdehit (MDA), hidrojen

peroksit (H202) ve prolin miktarlarindaki degisim incelenmistir.

Boéylece model organizma olarak segilen A.platensis algi ile farkli fitalosiyanin
tiirevlerinin sucul ekosistemlere olasi etkisi birincil iiretici konumunda olan algler

vasitastyla arastirilmis olacaktir.



BOLUM 3. MATERYAL VE METOD

3.1. Calisma Materyali

Calismada, Sakarya Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Béliimiinden temin
edilen 2(3),9(10),16(17),23(24)-tetrakis- (sodyum merkaptoetanesulfonat)- bakir (I1)
fitalosiyanin ve 2(3),9(10),16(17),23(24)-tetrakis-(sodyum merkaptoetanesulfonat)
metalsiz fitalosiyanin formiilindeki fitalosiyanin tiirevleri kullanilmistir. A. platensis
(M2) susu Soley Mikroalg Enstitiisiinden temin edilerek ve Sakarya Universitesi

Bitki Fizyolojisi ve Alg Ekolojisi laboratuarindan alinan yetistirilmistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Calisma i¢in gerekli olan ve kullanilan cihazlar Tablo 3.1.’de gdsterilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan cihazlar

Cihaz Islev Marka

Buzdolab Numune ve ¢ozeltilerin Beko
saklanmasi

Etiiv Kurutma ve sterilizasyon Niive

Hassas Terazi

Isiticili Manyetik Karistirict

Iklimlendirme kabini

Sogutuculu Mikrosantifiiriij

Sogutuculu Santifiiriij
Mikropipet
Mikropipet

Mikropipet

Otoklav
pH metre

Tartim

Cozelti hazirlanmasi
Alg kiiltiiri
Siipernatant eldesi
Pelet eldesi

Enzim analizleri

Enzim analizleri

Soliisyon hazilanmasi ve enzim
analizleri

Sterilizasyon

pH ol¢iimleri

Schimadzu SLB 320
Dragon me M 10068
Dev/Pet

Centrion scientific K3
Niive

Nichipet (100-
1000uL)

Eppendorf (10-
100puL)

Eppendorf (1-10 mL)

Alp
Metler Toledo
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3.3. Yontem

3.3.1. Hiicre kiiltiiriiniin hazirlanmasi

A. platensis M2 susu aksenik kosullarda hazirlanan Spirulina Medium (Aiba ve
Ogawa, 1977) ortaminda kiiltiire alinmistir (Tablo 3.2. ve Tablo 3.3.). 180 mL kiiltiir
besiyerine, 20 mL alg kiiltiiri ekimi yapilarak 250 mL’lik erlenlerde on giin
beklemeye birakilmistir. Kiiltiir kosullar1 olarak full spektrum lambalar ile
aydinlatilan iklimlendirme kabini i¢inde 5000 lux 151k siddeti (12 saat aydinlik, 12

saat karanlik) ve 30°C sicaklik uygulanmistir.

Tablo 3.2. Spirulina Medium Icerigi (Aiba ve Ogawa, 1977).

Soliisyon (SL) Hacim (mL) Bilesik SL Konsantrasyon
NaHCO3 13.61 g 500 mL?
NaCOs 4.03 g 500 mL?

SL-A 500 mL K2HPO, 0.50 g 500 mL.
NaNOs3 2.50 g 500 mL*?
K2SO4 1.00 g 500 mL*
NaCl 1.00 g 500 mL*
MgS04.7H20 0.20 g 500 mL:

SL-B 500 mL FeS04.7H,0 0.01 g 500 mL":
EDTA 0.08 g 500 mL*

Mikrobesin tuzu 5.0 mL 500 mL™*

Tablo 3.3. Mikrobesin tuzlariin igerigi

Soliisyon (SL) Bilesik Miktar
Distile su 881 mL
ZnS04.7H20 1mL
MNSQO4.4H,0 2mL

SL-1 HsBOs 5mL
CO(NO3)2.6H20 5mL
Na:Mo0O4.2H20 5mL
Cu S045H0 1 mL
EDTA 049¢
FE SO4.7H0 0.7 g

SL-2 EDTA 049

Distile su 100 mL




21

3.3.2. Uygulanan fitalosiyanin derisimleri

Calismada 1/10 oraninda seyreltilen sentezlenen fitalosiyanin tiirevleri
konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Bu konsantrasyonlar yapilan 6n denemeler
sonucunda belirlenen EC50 degerinin altinda olacak sekilde ayarlanmis olup Tablo

3.4.’de verilmistir.

Tablo 3.4. Arthrospira platensis e uygulanan fitalosiyanin derigimleri

Metalsiz Bakirli(Cu)
0,125 ppb 0,125 ppb
0,25 ppb 0,25 ppb
0,50 ppb 0,50 ppb
1 ppb 1 ppb
15 ppb 15 ppb

3.3.3. Deney ortam ve diizenegi

Fitalosiyanin uygulamalarindan dénce 250 mL A. platensis kiiltlirii hazirlanmig ve 10
giin boyunca ortama adaptasyon i¢in iklimlendirme dolabinda belirtilen sartlarda
bekletilmistir. Kiiltiirler 10 giiniin sonunda igerdigi klorofil-a miktar1 1 pg mL* ve

kullanilacak kiiltiir miktar1 50 mL olacak sekilde yenilenmistir.

Belirtilen konsantrasyonlarda fitalosiyanin ¢ozeltileri hazirlanmis ve aktiflesmis
kiltlirlere uygulanmistir. Ortamin pH’s1 9 olarak ayarlanmistir. Deneyler ii¢ tekrarlh
yaptlmistir. Bu siire zarfinda A. platensis M2’nin optik yogunluk (OD) ve
fotosentetik pigment (klorofil-a) miktarlarindaki degisim 24 saatte bir 6lgiilerek kayit
edilmistir. 7. giiniin sonunda kiiltiirler homojenizasyon islemine tabii tutulmus ve bu
homojenatlar -20°C’de siiperoksit dismiitaz (SOD), glutatyon rediiktaz (GR),
askorbat peroksidaz (APOD) enzim deneyleri ve MDA, H20: ve prolin analizleri i¢in

saklanmustir.



22

3.4. Olciim ve Analizler

3.4.1. Optik yogunlugun (OD) ve biiyiime oraninin belirlenmesi

Algin optik yogunlugu (OD) ve biiyiime hizi spektrofotometrede 560 nm ’deki
absorbans degerleri dlgiilerek bulunmustur. Olgiimlerde 1/10 oraninda besiyeri ile

seyreltme yapilmustir (100 pL kiiltiir, 900 uL Spirulina Medium besiyeri).

Bu esnada kor ¢ozeltisi olarak Spirulina Medium besiyeri kullanilmistir. Her 6l¢tim
24 saatte bir olacak sekilde 7 giin boyunca OD degerindeki degisim izlenmistir.

Boylelikle biiyiime orani hesaplanmastir.

3.4.2. Fotosentetik pigment analizi (Klorofil-a)

Klorofil-a 6lgiimii i¢in 1/10 oraninda saf metanol ile ekstraksiyon yapilmistir (100
pL kiiltiir, 900 pL saf metanol). Bunun i¢in 1 dk. vortekslenen 6rnekler 2 dk. 13.800
rpm ve +4°C’de mikrosantrifiij ile santrifiijlenmistir. Daha sonra spektrofotometrede
665 nm dalga boyunda absorbansda olglilmiistiir. Kor ¢ozeltisi olarak saf metanol
kullanilmistir (Mackinney, 1941).

3.4.3. Toplam protein analizi

Toplam protein aktivitesinin belirlenmesi i¢in Bradford (1976) yontemi
kullanilmigtir. Alinan 2 mL’lik kiiltiirler 15000 rpm’de +4 °C’de 20 dk.
santrifiijlendikten sonra SOD ve GR analizleri i¢in yaklasik 0.2 g olan pellet elde
edilmistir. Bu pellet homejenizasyon i¢in kullanilmig, gerekli olan ekstraksiyon
soliisyonu 100 mM potasyun-fosfat (pH = 7.0), %2’lik PVP (polivinilpirolidon) ve 1
mM Sodyum EDTA (Na2EDTA) ile hazirlanmistir. APOD analizi igin ise 50 mM
Tris-HCI (pH = 7.2), % 2’lik PVP, 1 mM NaEDTA ve 2 mM askorbat ile
hazirlanmigtir. Son hacmi 5.5 mL olan reaksiyon soliisyonu i¢in sirasiyla 100 pg
protein igeren enzim karigimi, 0.031 M Sitrat-Fosfat tamponu (pH = 5.5) ve
%0.01°lik Coomassie Brilliant Blue G-250 kullanilmistir. Ornekler 10-15 sn. siire ile
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vorteksleme islemine tabii tutulduktan sonra, 30 dk. karanlikta bekletilmistir.
Spektrofotometrede 595 nm’de yapilan Ol¢iimlerden elde edilen sonuglar ile protein
miktarlarindaki degisim daha 6nce hazirlanmis olan standart grafikten faydalanarak

bulunmustur.

3.4.4. Toplam Siiperoksit dismutaz (SOD)

Toplam SOD aktivitesi i¢in Beyer ve Fridovich (1987) metodu kullanilmistir. 2 mL
hacimde alinan kiiltiirlerden 15000 rpm ve *4°C’de 20 dk. santrifiijlendikten sonra
elde edilen pellet 100 mM potasyun-fosfat (pH = 7.0), %2’lik PVP
(polivinilpirolidon) ve 1 mM Sodyum EDTA (Na;EDTA) igeren ¢ozelti ile ekstrakte
edilmistir. 14.000 rpm ve +4 °C’de 20 dk. santrifiijden sonra siipernatantlar
alinmigtir. 100 mM potasyun-fosfat tamponu (pH = 7.8), 9.9x10° M metionin,
5.7x10° M NBT (nitroblue tetrazolyum), % 1’lik triton X-100 ile hazirlanan
reaksiyon c¢ozeltisine son hacim 1030 pL olacak sekilde ilave edilmistir.
Reaksiyonun baslamasi i¢in 0.9 uM riboflavin eklenmesi yapilmistir. Tiipler 15 dk
boyunca 375 pmol m?s? siddetinde 15132 maruz birakilmistir. Bu siirenin sonunda
560 nm’de spektrofotometrede absorbans degerleri okunmustur. Toplam SOD
aktivitesi daha 6nce hazirlanmis olan standart grafik kullanilarak bulunmustur (U/mg

protein).

3.4.5. Toplam Askorbat peroksidaz (APOD) aktivitesi

Toplam APOD aktivitesi icin Wang ve ark. (1991) metodu kullanilmistir. 2 mL’lik
kiiltiirler 15000 rpm ve +4°C’de 20 dk santrifiijlendikten sonra elde edilen pellet 50
mM Tris-HCI (pH = 7.2), % 2’lik PVP, 1 mM sodyum EDTA (Na;EDTA) ve 2 mM
askorbat iceren ¢ozelti ile ekstrakte edilmistir. 14.000 rpm ve +4 °C’de 20 dk
santrifiijden sonra siipernatantlar alinmistir. 100 pg protein igeren enzim karisimi, 50
mM potasyum-fosfat tamponu (pH = 6.6), 2.5 mM askorbattan olusan reaksiyon
cozeltisine ilave edilmistir. Reaksiyon, son hacim 1000 pL olacak sekilde 10 mM
hidrojen  peroksit (H202) ilavesiyle baslatilmistir.  Absorbans  degerleri

spektrofotometrede 290 nm’de 1 dk boyunca alinmistir. Enzim aktivitesi, askorbatin
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ekstinksiyon katsayist (2.8 mM/cm.290 nm) ile reaksiyonun baslangic hizindan

hesaplanmistir (nmol askorbat/dakika/mg protein).

3.4.6. Toplam Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi

Toplam GR aktivitesi i¢in Sgherri ve ark. (1994) metodu uygulanmistir. Alinan 2
mL’lik kiiltiirler 15000 rpm ve *4°C’de 20 dk santrifiijlendikten sonra elde edilen
pellet, 100 mM potasyum-fosfat (pH = 7.0), %2’lik PVP (polivinilpirolidon) ve 1
mM sodyum EDTA (Na2EDTA) igeren ¢ozelti ile ekstrakte edilmistir. 14.000 rpm ve
+4 °C’de 20 dk santrifiijden sonra siipernatantlar alinmistir. 100 pg protein igeren
stipernatant, 100 mM potasyum-fosfat tamponu (pH = 7.8), 2 mM sodyum EDTA
(Na2EDTA), 0.5 mM okside glutatyon (GSSG) igerisine eklenmistir. Reaksiyon, son
hacim 1000 pL olacak sekilde, 0.2 mM nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
(NADPH) ilavesiyle baslatilmistir. Absorbans degerleri spektrofotmetrede 320
nm’de 1 dk boyunca almmistir. Diizeltme, NADPH yoklugunda GSSG
yiikseltgenmesi ile yapilmistir. Enzim aktivitesi, NADPH nin ekstinksiyon katsayisi
(6.2 mM/cm. 340 nm) ile reaksiyonun baglangi¢c hizindan hesaplanmistir (nmol

NADPH/dakika/mg protein).

3.4.7. Malondialdehit (MDA) analizi

Malondialdehit miktarinin belirlenmesi Heath ve Packer (1968)’e gore yapilmistir.
15 mL kiiltiir ortam1 4000 rpm ve +4°C’de 15 dk. santrifiijlendikten sonra pellet elde
edilmistir. Elde edilen bu pellet 5 mL 0.1%, triklorikasit (TCA) (4°C) ile homojenize
edilmis, sonra 4100 rpm’de 10 dk santifiiriij edilmistir. 0.5 mL siipernatant, 0.5 mL
0.1 M Tris—HCI (pH 7.6) ve 1 ml TCA-TBA ¢ozeltisi (15% w/v) (trikloroasetik asit—
0.375% w/v tiyobarbitiirikasit) ile karistirilmistir ve 30 dk sicak su banyosunda (95
°C) bekletilmistir. Reaksiyon karisimlarinin absorbanslar1 532 ve 600 nm dalga
boyunda Ol¢lilmiis ve MDA miktar1 ekstinksiyon katsayis1  kullanilarak

hesaplanmastir.


https://tr.wikipedia.org/wiki/Nikotinamid_adenin_din%C3%BCkleotit_fosfat
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3.4.8. Hidrojen Peroksit (H203) analizi

H20O, miktarinin belirlenmesi Heath ve Packer (1968)’e gore yapilmistir. 15 mL
hacimde alinan kiiltiirlerden 4000 rpm ve +4°C’de 15 dk. santrifiijlendikten sonra
yaklagik 0.2 g olan pellet elde edilmistir. Elde edilen bu pellet 5 mL 0.1% TCA (4°C)
ile homojen edilmis sonra 4100 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmistir. 0.5 mL
stipernatanta, 0.5 mL 0.1 M Tris—HCI (pH = 7.6) ve 1 mL 1 M KI (potasyum iyodiir)
eklenmis ve 390 nm dalga boyundaki absorbans degerleri belirlenmistir. H202

miktar1 daha 6nce hazirlanmis olan standart grafik yardimiyla hesaplanmaistir.

3.4.9. Prolin analizi

Prolin igerigi Bates ve ark. (1973) tarafindan belirlenen metoda gore
spektrofotometrede 520 nm’ de absorbansin Olgiilmesiyle belirlenmistir. 15 mL
hacimde alinan kiiltiirlerden 4000 rpm ve +4°C’de 15 dk. santrifiijlendikten sonra
yaklasik 0.2 g olan pellet elde edilmistir. Elde edilen bu pellet 10 mL distile su ile
homojenize edildikten sonra tiipler sicak su banyosunda (95 °C) 30 dk. bekletilmistir.
Bu siirenin sonunda 6rnek sogutulduktan sonra 10 dk. 4100 rpm’de santrifiij
edilmistir. Elde edilen silipernatanttan prolin miktari (umol/g kuru agirlik) asit-
ninhidrin yontemine gore 520 nm dalga boyunda yapilan okumalara gore

spektrofotometrik olarak bulunmustur.

3.4.10. istatistiksel analizler

Istatistiksel analizler igin, verilere SPSS 20.0 paket programinda yer alan tek yonlii
varyans analizi ile (ANOVA) yapilmis ve degiskenler arasindaki farkliligin
belirlenmesi i¢cin LSD testi yapilmistir. Her bir bagimsiz degisken i¢in uygulama ve

cesitler arasindaki farkin 6nem kontrolii %5 diizeyinde hesaplanmastir.



BOLUM 4. BULGULAR

4.1. Optik Yogukluk (OD)

A. platensis algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirli ve metalsiz
fitalosiyanin tiirevlerinin biyokiitleye olan etkisi OD 560 degeri Olciilerek Sekil 4.1.
ve Sekil 4.2.”de verilmistir. Bakir ilaveli fitalosiyanin tiirevinin, OD 560 degerinde 1.
giin 0,125 ppb, 1 ppb ve 1,5 ppb konsantrasyonlarinda azalma gozlenmistir (p<<0.05).
0,25 ppb ve 0,50 ppb konsantrasyonlarinda anlamli degisim gerceklesmistir
(p<0.05). 2, 3 ve 4. gilinlerde tiim konsantrasyonlarda kontrol gurubuna goére anlamli
azalma gozlenmistir (p<0.05). 5. giin 1 ppb konsantrasyonunda istatiksel olarak
anlamli bir artma gozlemlenirken (p<0.05); 6. giin 0,50 ppb konsantrasyonunda
anlamli artma gerceklesmistir (p<0.05). Diger konsantrasyonlarda her iki gilinde
anlamli azalma ger¢eklesmistir (p<0.05). 7. gin 0,125 ppb ve 1,5 ppb
konsantrasyonlarinda istatiksel olarak anlamli azalma gerceklesirken (p<0.05), diger
konsantrasyonlarda anlamli artma  ger¢eklesmistir  (p<0.05).  Fitalosiyanin
uygulamalarinin  24. saatten itibaren biyokiitle iizerinde inhibisyon etkisini
gostermeye basladigi ve en siddetli inhibisyonun uygulanan en yliksek

konsantrasyonda ortaya ¢iktig1 gozlenmistir.
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Sekil 4.1. A. platensis algine uygulanan bakirli fitalosiyanin tiirevine bagli olarak OD 560 degerinin 7
giinliik degisimi

Metalsiz fitalosiyanin tiirevinin OD560 degerinde 1. giin 0,25 ppb ve 1,5 ppb
konsantrasyonlarinda azalma gozlenmistir (p<0.05). Diger konsantrasyonlarda
kontrol guruba goére anlamli artma gozlenmistir (p<0.05). 2. glin tim
konsantrasyonlarda istatiksel olarak anlamli azalma gozlenmistir (p<0.05). 3. giin
0,125 ppb konsantrasyonunda kontrol grubuna gore anlamli azalma gozlemlenmistir
(p<0.05). Diger konsantrasyonlarda anlamli artma ger¢eklesmistir (p<0.05). 4. giin
0,50 ppb konsantrasyonunda kontrol grubua gore anlamli artma gergeklesmistir
(p<0.05) 5. giin tiim konsantrasyonlarda istatiksel olarak anlamli azalma g6zlenmistir
(p<0.05). 6. giin 0,50 ppb ve 1,5 ppb konsantrasyonunda kontrol grubua gére anlaml
artma gergeklesmistir (p<0.05) 7. giin araliginda tiim konsantrasyonlarda istatiksel
olarak anlamli azalma gozlenmistir (p<0.05). Fitalosiyanin uygulamalarinin 24.
saatten itibaren biyokiitle {izerinde inhibisyon etkisini gostermeye basladigi ve en
siddetli inhibisyonun uygulanan en yiiksek konsantrasyonda ortaya c¢iktigi

gozlenmistir.
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Sekil 4.2. A. platensis algine uygulanan metalsiz fitalosiyanin tiirevine bagli olarak OD 560 degerinin
7 giinliik degisimi

4.2. Fotosentetik Pigment Analizi (Klorofil-a)

A. platensis algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirli ve metalsiz
fitalosiyanin tiirevlerinin klorofil-a miktar1 tizerindeki etkisi Sekil 4.3. ve 4.4.’de
verilmistir. Bakirli fitalosiyanin tiirevinin klorofil-a miktarimin kontrol grubuna gore
1. giin tim konsantrasyonlarinda anlamli degisim gozlenmemistir. 2. giin 1,5 ppb
konsantrasyonunda kontrol grubuna gore anlamli azalma gozlenmistir (p<0.05). 3.
giin 0,50 ppb konsantrasyonunda kontrol gurubuna gore anlamli artma
gozlemlenirken (p<0.05); 1,5 ppb konsantrasyonu anlamli olarak azalma gostermistir
(p<0.05). Diger giinler 0,25 ppb, 0,50 ppb ve Ippb konsantrasyonlari anlamli
artarken (p<0.05); 1,5 ppb konsantrasyonunda kontrol grubuna gore anlamli azalma

gozlemlenmistir (p<0.05).
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Sekil 4.3. A. platensis algine uygulanan bakirli fitalosiyanin tiirevine bagh olarak klorofil-a miktarinin
7 giinlik degisimi
Metalsiz fitalosiyanin tlirevlerinin klorofil-a miktarinda kontrol grubuna gore 1. giin
ve 4. giin araliginda tiim konsantrasyonlar anlamli degisim gostermemistir. 5. giin
tim konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore anlamli azalma gozlemlenirken
(p<0.05); 6. giin 0,125 ppb ve 0,25 ppb konsantrasyonlarinda azalma gozlenmis
(p<0.05) 1 ppb ve 1,5 ppb konsantrasyonunda kontrol grubuna goére anlamli artma
gozlenmistir (p<0.05). 7. giinde 0,125 ppb 0,25 ppb ve 0,50 ppb konsantrasyonunda
klorofil-a miktarindaki degisim kontrol grubuna gore azalma gosterirken (p<0.05); 1
ppb ve 1,5 ppb konsantrasyonlarinda istatiksel olarak anlamli artma gostermistir

(p<0.05).
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Sekil 4.4. A. platensis algine uygulanan metalsiz fitalosiyanin tiirevine bagli olarak klorofil-a
miktarinin 7 giinliik degisimi

4.3. Toplam Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi

A. platensis algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirli ve metalsiz
fitalosiyanin tiirevlerinin toplam siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi
tizerindeki etkisi Sekil 4.5. ve 4.6.’de verilmistir. Bakirh fitalosiyanin etkisine maruz
birakilan A. platensis’in SOD aktivitesi 0,25 ve 1,5 ppb konsantrasyonlarinda
kontrole gore anlamli bir artma gostermistir (p<0.5). SOD aktivitesinin en yiliksek
(90,1 U mg protein™t) ve en diisiik (72,2 U mg protein™) oldugu degerler sirasiyla
0,25 ppb ve 0,50 ppb bakirli fitalosiyanin konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.

120 - AOF %5

100 -

80 -
60 -
40
20

0

0,125 ppb 0,25 ppb 0,5 ppb 1 ppb 1,5 ppb
Bakirh Fitalosiyanin konsantrasyonlar (ppb)

SOD (umg?)

Sekil 4.5. A. platensis algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirli fitalosiyanin tiirevine bagh
olarak Toplam SOD aktivitesinde goriilen degisim
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Metalsiz fitalosiyanin tiirevine maruz birakilan A. platensis alginin  tim
konsantrasyonlarda toplam SOD aktivitesi kontrol grubuna goére degisim
gostermemistir. SOD aktivitesinin en yiiksek (45,9 U mg protein?) ve en diisiik
(29,5U mg protein?) oldugu degerler sirasiyla 0,125 ppb ve 1 ppb metalsiz

fitalosiyanin konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.

80 - .
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70 A
> 60 -
=)
E 50 -
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= 40 -
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O 30 -
n
20 -
10 A
0 T T T T T T
K 0,125pbb  0,25ppb  0,50ppb 1ppb 1,5ppb
Metalsiz Fitalosiyanin konsantrasyonlar1 (ppb)

Sekil 4.6. A. platensis algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki metalsiz fitalosiyanin tiirevine
bagli olarak Toplam SOD aktivitesinde goriilen degisim

4.4. Toplam Askorbat Peroksidaz Aktivitesi

A. platensis algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirli ve metalsiz
fitalosiyanin tiirevlerinin toplam askorbat peroksidaz (APOD) enzim aktivitesi
tizerindeki etkisi Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.’de verilmistir. Bakirli fitalosiyanin
tiirevlerinin etkisine maruz birakilan A. platensis alginde kontrol grubuna gore tiim
konsantrasyonlarda anlamli artma gozlenmistir (p<0.5). APOD aktivitesinin en
yiiksek (8,6 nmol askorbat dak.™ mg protein) ve en diisiik (7,59 nmol askorbat dak.”
! 'mg protein™) oldugu degerler sirastyla 0,125 ppb ve 1 ppb konsantrasyonlarinda
tespit edilmistir.
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Sekil 4.7. A. platensis algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirli fitalosiyanin tiirevine bagh
olarak toplam APOD aktivitesinde goriilen degisim

Metalsiz fitalosiyanin tlirevlerinin etkisine maruz birakilan A. platensis alginde
kontrol grubuna gore 0,25, 0,50, 1 ve 1,5 ppb konsantrasyonlarinda APOD aktivitesi
anlamli azalma gostermistir (p<0,05). APOD aktivitesinin en yiiksek (13,74 nmol
askorbat dak.™ mg protein™) ve en diisiik (3,83nmol askorbat dak.mg protein™?)

oldugu degerler sirasiyla 0,125 ppb ve 1,5 ppb konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.8. A. platensis algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki metalsiz fitalosiyanin tiirevine
bagl olarak toplam APOD aktivitesinde goriilen degisim
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4.5. Toplam Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi

A. platensis algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirli ve metalsiz
fitalosiyanin tiirevlerinin toplam glutatyon rediiktaz (GR) enzim aktivite tizerindeki
etkisi Sekil 4.9. ve Sekil 4.10.’da verilmistir. A. platensis kiiltiirlerinde GR enzim
aktivitesi kontrole gore istatistiksel olarak 1 ve 1,5 ppb bakirli fitalosiyanin
konsantrasyonlarinda anlamli bir azalma gostermistir (p<0,05). GR aktivitesinin en
yiiksek (22,7 nmol NADPH dk.™* mg protein ) ve en diisiik (9,4 nmol NADPH dk.*
mg protein 1) oldugu degerler sirasiyla 0,125 ppb ve 1,5 ppb bakirli fitalosiyanin

konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.9. A. platensis algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirl fitalosiyanin tiirevine bagh
olarak Toplam GR aktivitesinde goriilen degisim

0,125 ppb, 0,25 ppb, 0,50 ppb, 1 ppb ve 1,5 ppb metalsiz fitalosiyanin tiirevlerinin
konsantrasyonlarina maruz birakilan A. platensis kiiltiirlerinde GR enzim aktivitesi
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir degisim gostermemistir. GR aktivitesinin
en yiiksek (4,76 nmol NADPH dk. mg protein ) ve en diisiik (3,18 nmol NADPH
dk.t mg protein 1) oldugu degerler sirasiyla 0,50 ve 0,125 ppb metalsiz fitalosiyanin

konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.10. A. platensis algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki metalsiz fitalosiyanin tiirevine
bagli olarak toplam GR aktivitesinde goriilen degisim

4.6. Malondialdehit (MDA) Miktar

A. platensis algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirli ve metalsiz
fitalosiyanin tiirevlerinin MDA miktarina etkisi Sekil 4.11. ve 4.12.”de verilmistir. A.
platensis’in MDA miktar1 1 ve 1,5 ppb bakirli fitalosiyanin konsantrasyonlarinda
anlaml1 azalma gostermistir (p<0,05). MDA miktarinin en yiiksek (41,79 nmol g TA
1y ve en diisiik (15,02 nmol g TA™Y) oldugu degerler sirasiyla 0,125 ve 1,5 ppb bakirh

fitalosiyanin konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.11. A. platensis algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirli fitalosiyanin tiirevine
bagli olarak MDA miktarinda goriilen degisim

0,125 ppb, 0,25 ppb, 0,50 ppb, 1ppb ve 1,5 ppb konsantrasyonlarinda metalsiz
fitalosiyanin tiirevlerinin etkisine maruz birakilan A. platensis alginin 0,125, 0,25 ve
1 ppb konsantrasyonunda MDA miktar1 anlamli artma géstermistir (p<0,05). MDA
miktarmin en yiiksek (4,95nmol g TA) ve en diisiik (2,67 nmol g TA?) oldugu
degerler sirastyla 0,125 ppb ve 0,50 ppb metalsiz fitalosiyanin konsantrasyonlarinda

tespit edilmistir.
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Sekil 4.12. A. platensis algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki metalsiz fitalosiyanin tiirevine
bagli olarak MDA miktarinda goriilen degisim
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4.7. Hidrojen peroksit (H202) Miktari

A. platensis algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirli ve metalsiz
fitalosiyanin tiirevlerinin H2O, miktarina etkisi Sekil 4.13. ve 4.14.de verilmistir.
0,125, 0,25 ve 0,50 ppb konsantrasyonlarinda bakirli fitalosiyanin etkisine maruz
birakilan A. platensis kiiltiirlerinin H2O, miktar1 kontrole gére anlamli olarak degisim
gostermemistir. H2O2 miktar1 1 ppb ve 1,5 ppb konsantrasyonlarinda istatistiksel
olarak anlaml1 azalmistir (p<0.5). H20, miktarmin en yiiksek (5,62 nmol g TA™?) ve
en diisiik (2,21 nmol g TA? ) oldugu degerler sirastyla 0,125 ve 1,5 ppb bakirh

fitalosiyanin konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.

8 1 AOF %5
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1 1
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K 0,125 ppb 0,25ppb 0,5 ppb 1 ppb 1,5 ppb
Bakarh Fitalosiyanin konsantrasyonlar: (ppb)

H,0, miktar1 (nmol gTA!)
o

Sekil 4.13. A. platensis algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirli fitalosiyanin tiirevine
bagli olarak H>O, miktarinda goériilen degisim

Metalsiz fitalosiyanin etkisine maruz birakilan A. platensis kiiltiirlerinin H20>
miktar1 kontrole gore 0,25, 0,50, 1 ve 1,5 ppb konsantrasyonlarinda anlamli degisim
gostermemistir. 0,125 ppb konsantrasyonunda kontrole gore anlamli artmistir
(p<0,05). H20, miktarmin en yiiksek (0,51 nmol g TA) ve en diisiik (0,17 nmol g
TA?) oldugu degerler sirasiyla 0,125 ppb ve 0,50 ppb konsantrasyonlarinda tespit

edilmistir.
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Sekil 4.14. A. platensis algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki metalsiz fitalosiyanin tiirevine
bagl olarak H>O, miktarinda goériilen degisim

4.8. Serbest Prolin Miktari

A. platensis algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirli ve metalsiz
fitalosiyanin tiirevlerinin serbest prolin miktara etkisi Sekil 4.15. ve 4.16.’de
verilmigtir. 0,125, 0,25, 0,50, 1 ve 1,5 ppb konsantrasyonunda bakirli fitalosiyanin
etkisine maruz birakilan A. platensis kiiltiirlerinin serbest prolin miktar1 kontrole gére
istatistiksel olarak artma gdstermistir (p<0.05). Serbest prolin miktarinin en yiiksek
(0,13 pmol g TA™) ve en diisiik (0,03 umol g TA™? ) oldugu degerler sirasiyla 1,5 ve
0,25 ppb konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.15. A. platensis algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirli fitalosiyanin tiirevine
bagli olarak serbest prolin miktarinda goriilen degisim

0,25, 0,50, 1 ve 1,5 ppb konsantrasyonunda metalsiz fitalosiyanin etkisine maruz
birakilan A. platensis kiiltiirlerinin serbest prolin miktar1 kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli azalma gostermistir (p<0.05). Serbest prolin miktarinin en yiiksek
(0,05 pmol g TA™?) ve en diisiik (0,008 umol g TA™) oldugu degerler sirastyla 0,125
ppb ve 1,5 ppb konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.16. A. platensis algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki metalsiz fitalosiyanin tiirevine
bagli olarak serbest prolin miktarinda gériilen degigim



BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Yapilan bu ¢alismada A. platensis alginin iizerine bakirli ve metalsiz fitalosiyanin
tirevlerinin farkli konsantrasyonlarda etki etmesi sonucu algin OD560, klorofil-a
miktari, bazi antioksidant enzimlerin aktiviteleri (sliperoksit dismutaz, askorbat
peroksidaz ve glutatyon rediiktaz) ile H20., malondialdehit ve prolin miktari

degerlerinde goriilen degisimler arastirilmistir.

Bitki ve algler iizerinde g¢evresel stres faktorlerinin etkilerini anlamak amaciyla
yapilan caligmalardan birisi klorofil igerigini belirlemektir. Bakirli ve metalsiz
fitalosiyanin tiirevlerinin OD560 ve klorofil-a miktar1 6lgiimlerinde  diisiik
konsantrasyonlarda algin biiylimesi ve klorofil-a miktar1 kontrole gore artma
gosterirken, yiiksek kontrasyon olan 1,5 ppb konsantrasyonunda kontrol grubuna

gore azalma gozlenmistir.

Hou ve ark. (2007) L. minor bitkisi ve Cuve Cd metalleri ile yapmis oldugu
calismada (0.05 mgLY)diisik konsantrasyonunun fotosentetik pigmentlerin
aktivitesini arttirdig, (10-20 mgL™?) yiiksek konsantrasyonlarin ise pigmentlerin
inhibe olmasina neden oldugu tespit edilmistir (Hou ve ark., 2007). Bitkilerin
bliylime ve gelisimi i¢in Cu miktarinin 6nemli bir besin olmasina ragmen, fazla
miktardaki Cu fotosentez i¢in gii¢lii bir inhibitor oldugu tespit edilmistir (Frankart ve
ark., 2002). Ayrica, kadmiyumun bitki gelisimi i¢in dnemli olmayan metal iyonu
olup, pigmentler aktivitesi i¢gin Cu’dan daha toksik oldugunu bildirmislerdir (Kupper
ve ark., 1996).

Bakir fitalosiyanin uygulanan A. platensis algi kiiltiirlerinin toplam SOD aktivitesi
0,25 ppb ve 1,5 ppb konsantrasyonlarinda kontrole gore artma gozlenmistir. Qian ve

ark. (2008) Glufosinate pestisitinin  Chlorella vulgaris algin {izerindeki
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caligmalarinda SOD aktivitesini artirdigini rapor etmislerdir. Qian ve ark. (2009)
Paraquat pestisitini C. vulgaris algi lizerinde denemisler ve SOD enzim aktivitesinin
arttigini rapor etmislerdir. Bu ¢alismalarda uygulanan pestisitin O2~ ve diger serbest

radikallerin {iretimini artirmasi sonucu SOD aktivitesinin arttig1 diisiilmektedir.

Metalsiz fitalosiyanin tiirevleri uygulanan A. platensis kiiltiirlerinin toplam SOD
aktivitesi tiim konsantrasyonlarda kontrole gore anlamli degisim gostermemistir.
Wang ve ark. (2012) yilinda Scenedesmus obliquus algi iizerine Cypermethrin
uygulamis ve bu pestisitin yiiksek konsantrasyonlarda SOD aktivitesini inhibe ettigi
gozlenmistir. Bunun sebebini de Cr metalinin direkt olarak SOD genine etki

etmesine ve bu genin yapisinin bozmasina neden olmaktadir.

Bakirli fitalosiyanin uygulamasinda GR enzim aktivitesi 1 ppb ve 1,5
ppbonsantrasyonlarda anlamli olarak azalmistir. Mishra ve ark. (2006)
Ceratophyllum demersum’a bitkisindeki yiiksek konsantrasyonlarda Pb uygulamasi
sonucu GR enzimaktivitesinde azalma meydana geldini rapor etmislerdir. Gr enzim
aktivitesinde meydana gelen azalmanin glutatyon halkasina etki eden siilfidril
gruplart ile metallerin direkreaksiyonu sonucundaolabilecegini belirtmislerdir. Bu
sonuclara gore ¢caligmamizda GRaktivitesinde meydana gelen azalmalarin, hiicrelerin

canliligini kaybetmesinden veya enzimin yapisininbozulmasindan sdylenebilir.

Metalsiz fitalosiyanin tiirevlerinin uygulamasinda GR enzim aktivitesi biitiin
konsantrasyonlarda istatiksel olarak anlamli degisim géstermemistir. Sandalio ve ark.
(2001) Pisum sativum bitkisinde kadmiyum metali ile yaptig1 calismada GR enzim
aktivitesinde anlamli bir degisim gozlememis olup, bu duruma neden olarak okside
glutatyon miktariin diger enzimler tarafindan kullanilmis olabilmesi olarak
belirtmislerdir (Dewez, 2005). Farkli stres faktorlerinin etkisi ile Glutatyon rediiktaz,
okside glutatyonun (GSSG) glutatyona (GSH) indirgenmesini katalizleyerek GSH’1n

hiicrede yeterli seviyede kalmasini saglayan bir enzimdir.

Bakirli  fitalosiyanin  uygulamasinda APOD enzim aktivitesi 0,25 ppb

konsantrasyonda istatistiksel olarak anlamli artarken, diger konsantrasyonlarda
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(0.125 ppb, 0.50 ppb , 1 ppb, 1,5ppb) degisme gozlenmemistir. Nagalakshmi ve
Prasad (1998) Cu metali ve Scenedesmus bijugatus algi ile yaptigi ¢aligmada artan
bakir konsantrasyonlarinda APOD aktivitesinde artis gozlemlemislerdir. Devez ve
ark. (2005) Scenedesmus obliquus algitizerine yaptiklari ¢alismada artan bakir
konsantrasyonlarina bagli olarak APOD aktivitesinde artis olmasina ragmen belli
konsantrasyonlardan sonra sabit kaldigini1 belirtmiglerdir. Artan APOD aktivitesinin
artan reaktif oksijen tiirleri konsantrasyonunu belirtmektedir. (Nagalakshmi ve
Prasad, 1998). Yiiksek konsantrasyonundaki APOD aktivitesindeki degisim
olmamasimin nedeni enzimlerin yiiksek dozda agir metal uygulanmasi sonucu

yapisinin bozulmasindan kaynaklanmis olabilir.

Yaptigimiz ¢alismada, A. platensis ’daki askorbatperoksidaz aktivitesinin, ortamda
bulunan metalsiz fitalosiyanin konsantrasyonundaki artis ile ters orantili olarak
azaldig1 gozlenmistir. Metalsiz fitalosiyanin tlirevlerinin uygulamasinda 0.50 ppb, 1
ppb ve 1,5 ppb konsantrasyonlarda APOD aktivitesi kontrol grubuna bagl azalmstir.
Oksidatif stresin artmast sonucu APOD aktivitesinin inhibe oldugu bazi ¢aligmalarda
rapor edilmistir (Weckx ve Clijsters, 1996). Ornegin salisilik asitin ve 2,6
dikloroizoniconitik asitin yiliksek konsantrasyonlarinda APOD aktivitesini inhibe
oldugu tespit edilmisdir (Durner ve Klessig, 1995). Bu ¢alismalar sonucunda yiiksek

konsantrasyonlarda APOD enzimini inhibe ettigi sdylenebilir.

Bakir grubu fitalosiyanin uygulanan A. platensis kiiltiirlerinin MDA miktari 1 ppb ve
1,5 ppb konsantrasyonlarinda anlamli azalma gézlenmistir. MDA miktarinda ve
H202 miktarindaki degisimler arasinda pozitif bir iliski gdzlenmektedir. Lipid
peroksidasyonun sonucunda malondialdehit iirlinii olusmaktadir ve malondialdehit
miktarinin belirlenmesi, oksidatif zararin belirlenmesinde en basit yontem olarak
kullanilmaktadir (Zhang ve ark., 1996). MDA membrandaki doymamis yag
asitlerinin ayrigma {riinlerinden biridir. Hiicrede serbest radikallerin kontrol altina
alinmasi ile lipit peroksidasyonu engellenmis olup ve MDA iiretimi azalmistir.
Zhang ve ark. (2007) Kandelia candel ve Bruguiera gymnorrhiza bitkilerinde agir
metal stresi lizerine yaptiklar1 ¢alismada MDA konsantrasyonundaki azalmanin,

artan antioksidan enzim aktivitelerinden kaynaklandigini ve boylece membran
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hasarini 6nlemis olabilecegi belirtmisledir. Benzer sekilde bizim ¢aligmamizda diisiik
kontrasyonlarda MDA miktarinin artmasi, hiicre zarinda lipit peroksidasyonunun
artigin1  gosterirken yiiksek konsantrasyonlarda MDA miktarinin  azalmaya
baslamasinin artan antioksidan enzim aktivitesiyle kontrol altina alindigin1 gosterdigi

distiniilmektedir.

Metalsiz fitalosiyanin tiirevlerinin uygulandigi A. platensis algi kiiltiirlerinin MDA
miktari, artan konsantrasyon ile birlikte arttigi gézlenmistir. Maleva ve ark. (2009)
bes giin siire ile Elodea canadensis bitkisine farkli konsantrasyonlarda (1, 10 ve 50
uM) nikel siilfat uygulamis vekonsantrasyon artigina bagli olarak MDA miktarin da
paralel olarak artma oldugunu gozlemlemistir. Elde edilen sonuglara gore artan
oksidatif stres ile memrandaki lipid peroksidasyon artisi gerceklesmekte ve buna

bagli MDA miktarinda artis gézlenmektedir.

Metalsiz fitalosiyanin tiirevlerinin uygulanan A. platensis alg kiiltiirleri {izerinde
H>0> miktarinda 0,125 ppb konsantrasyonda anlamli artma gdstermistir. Bu durumda
bu konsantrasyonda H>O> miktarinin ve APOD aktivitesi arasinda ters orantidan
bahsedilebilir. APOD enzim aktivitesinin degismedigi konsantrasyonlarda anlamli
artislar olmustur. APOD enzimi antioksidan savunma sisteminde Kkilit bir enzimdir ve

hiicrelerdeki H2O2 miktarin1 direkt olarak belirler (Asada, 1992).

Prolin amino asidi, hiicrede, enzim ve membran biitiinliiglinii saglayan ozellige
sahiptir. Organizmalarda 6zellikle stres kosullar altinda hayatta kalma ve prolin
birikimi arasinda giiglii bir bag vardir. Bakir grubu fitalosiyanin uygulanan A.
platensis kiiltiirlerinin serbest prolin miktar1 tiim konsantrasyonlarinda anlamli olarak
artmistir. Megateli ve ark. (2009) L. gibba bitkisi {izerinde farkli konsantrasyonlar da
(0, 10 ve 10*mgL™?) bakir, kadmiyum ve ¢inko metalleri ile degisik siirelerde (2, 4,
6, 8 ve 10 giin) yapmis olduklar1 caligmada prolin miktarinin uygulama siiresine
paralel olarak arttigin1 gézlemlemisdir (Megateli ve ark., 2009). Rai ve ark. (2004)
Ocimum tenuiflorum L. bitkisi tizerine kromun etkisini arastirillmis ve artan
konsantrasyon ve uygulama siiresi ile birlikte prolin birikiminde artis oldugunu

gozlemlemistir (Rai ve rak., 2004). Aynmi sekilde, Vetiveria zizanioides bitkisine
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¢inko, kadmiyum, ve EDTA uygulanmis ve bu uygulamalarin bitkide kontrol
grubundan daha fazla prolin birikimine yol actig1 belirlenmistir (Weihong ve ark.,
2009). Tim veriler degerlendirildiginde, yapilan ¢alisma sonuclari ile bizim
sonuglarimiz paralellik gostermekte ve artan fitalosiyanin konsantrasyonu ile birlikte

prolin miktarinda artis meydana gelmektedir.

Metalsiz fitalosiyanin tiirevleri uygulanan A. platensis kiiltiirlerinin serbest prolin
miktar1 kontrol grubuna gore incelendiginde anlamli olarak azalis gosterdigi
gozlemlenmistir. Ewald ve Shclee (1983) Trebouxia algi {izerinde siilfitin etkisini
arastirmig ve yaptiklari ¢alismada prolin sentezini inhibe ettigi igin serbest prolin
miktarin1 azalttigini bulmuslardir. Veriler degerlendirildiginde, yapilan calisma

sonugclari ile bizim sonuglarimiz paralellik gostermektedir.

Sonug olarak yaptigimiz ¢calismada artan fitalosiyanin tiirevlerinin konsatrasyonlarina
bagli olarak biyokiitle ve klorofil-a miktarinda her iki fitalosiyanin grubu ig¢in
farkliliklar gbzlenmistir. Antioksidan enzim aktiviteleri ve diger parametrelerde
meydana gelen degisimler kullanilan fitalosiyanin tiirevinin  ¢esidi  ve
konsantrasyonlara gore farklilik gostermistir. Bu farklilik uygulanan fitalosiyanin
tirevlerinin farkli oranlarda ROS {iretme kabiliyetinden ileri gelmektedir.
Fitalosiyanin tilirevlerinin endiistriyel kullanimi1 esnasinda bu g¢alismada kullanilan
konsantrasyonlarin baz alinmasi, fitalosiyanin tiirevlerinin sucul ekosisteme verecegi
zararin hafifletilmesinde bir basamak olusturacaktir. A. platensis’in ekolojik ve
ekonomik Oneme sahip siyona bakterilerden olup, fitalosiyanin tiirevleriyle
kontamine olmus atik sularin aritilmasinda da bu alglerin kullanilabilecegi bu

calisma ile gosterilmistir.
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