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OZET

Anahtar kelimeler: Chlorella vulgaris, antioksidan, SOD, GR, APOD, MDA, H>O»,
prolin

Fitalosiyaninler (Pc) sentetik olarak elde edilen en 6nemli boyar madde gruplarindan
olmasi nedeni ile endiistriyel alanda ¢ok genis kullanim alanlarinda sahiptir.
Endiistriyel boyalar, kalem ve yazici miirekkepleri, optik veri depolama ve
fotodinamik kanser tedavileri uygulama alanlarindan sadece birkagidir. Pc’ler ¢ok
cesitli sentez yontemleri ile elde edilebilmektedirler. Bu yontemlerden biri olan yiiksek
sicakliktaki sentez yonteminde olusan polar gruplarindan dolayr suda ¢6ziinebilir
ozellik kazanmaktadir. Ayrica bilesik olusturdugu metale gore de farkli 6zelliklere
sahip olmaktadir. Bu suda ¢oziinme 6zelliklerinden dolay fitalosiyaninlerin de, agir
metaller, herbisitler, pestisitler ve nanoplastikler gibi sucul ekosistemi tehdit etmesi ve
fotosentez iiretim kapasitesinde dnemli yere sahip olan yesil alglerde stres kosullar
olusturmas1 miimkiin goriilmektedir. Bu ¢alismada, iki farkli fitalosiyanin tiirevinin
Chlorella vulgaris alginin klorofil-a ve OD 750 degerlerinde ve antioksidan
parametrelerinde (toplam SOD, APOD, GR, prolin, MDA ve H>0) olusturdugu
degisimler incelenmistir.

Calismada, C. vulgaris alginin OD 750 ve klorofil-a degerlerinde her iki fitalosiyanin
tirevinin de artan konsantrasyonlarla birlikte azalmaya sebep oldugu gozlenmistir.
Bununla birlikte bakirli fitalosiyaninin diisiik konsantrasyonlarda (0.5 ve 1 ppb) algin
gelisimini tesvik ettigi gézlenmistir. SOD enzim aktivitesinde, bakirli fitalosiyanin
uygulanan (6 ppb) gruba gore metalsiz fitalosiyanin uygulanan (2 ppb) grubun daha
yiiksek konsantrasyonda artis gosterdigi tespit edilmistir. GR enzim aktivitelerinde
bakirli fitalosiyanin uygulanan grupta 6 ppb konsantrasyonda artis olgiiliirken;
metalsiz fitalosiyanin uygulanan grupta 1, 2 ve 4 ppb konsantrasyonlarda artis
Olciilmiistiir. Bununla birlikte metalsiz fitalosiyanin grubunda APOD enzim
aktivitesinde biitiin konsantrasyonlarda azalma oldugu belirlenirken; bakirl
fitalosiyanin uygulanan grupta APOD enzim aktivitesinde biitiin konsantrasyonlarda
artma oldugu goézlenmistir. Prolin miktarinda, bakirli fitalosiyanin uygulanan grubun
diisiik konsantrasyonunda (0.5 ppb) artis goriiliirken; metalsiz fitalosiyanin uygulanan
gruptaki prolin miktar1 (0.5, 1 ve 4 ppb) diizensiz azalma gostermistir. MDA ve H2O»
miktarlarima baktifimizda bakirli  fitalosiyanin  uygulanan grubun diisiik
konsantrasyonunda (0.5 ppb) bu degerlerin arttigi goézlemlenirken; metalsiz
fitalosiyanin uygulanan grubun tiim konsantrasyonlarinda azalma tespit edilmistir.
Sonug olarak metalsiz fitalosiyaninin, bakirl fitalosiyanine gore hiicrede daha yiiksek
oranda oksidatif stres olusturdugu gozlemlenmis olup; toksik etkisinin fazla oldugu
gorilmiistiir.
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THE EFFECT OF WATER-SOLUBLE PHTHALOCYANINES
SUBSTITUED WITH SULFONATE GROUPS ON CHLORELLA
VULGARIS GROWTH AND ANTIOXIDANT PARAMETERS

SUMMARY

Keywords: Chlorella vulgaris, antioxidant, SOD, GR, APX, MDA, H>O», proline

Phthalocyanines (Pc) which were synthesized synthetically, are one of the most
important dyestuff groups as a result of having a wide range of industrial applications.
Industrial dyes, pen and printer inks, optical data storage and photodynamic cancer
treatments are just a few of their applications. PCs can be obtained by a variety of
synthesis methods. They formed water-soluble properties as a result of their polar
groups in high-temperature synthesis method. Furthermore, they have different
properties with different metal compounds. Due to these water solubility properties, it
is possible that phthalocyanines threaten aquatic ecosystem such as heavy metals,
herbicides, pesticides and nanoplastics and create stress conditions in green algae
which have an important place in photosynthetic production capacity. In this study, the
effects of two different phthalocyanine derivatives on chlorophyll-a and OD 750
values and antioxidant parameters (total SOD, APX, GR, Proline, MDA and H>O»)
were investigated on Chlorella vulgaris algae.

In the study, it was observed that C. vulgaris algae caused a decrease in OD 750 values
with increasing concentrations of both phthalocyanine derivatives. However, it was
observed that copper phthalocyanine promotes algae growth at low concentrations (0.5
and 1 ppb). It was found that SOD enzyme activity was increased at a higher
concentration in the metal-free phthalocyanine-treated (2 ppb) group than copper-
phthalocyanine-treated (6 ppb) group. In the GR enzyme activities, an increase of 6
ppb concentration was measured in the group treated with copper phthalocyanine; An
increase in concentrations of 1, 2 and 4 ppb were measured in the metal-free
phthalocyanine-treated group. On the other hand, it was determined that all
concentrations decreased the activity of APX enzyme in the metal-free phthalocyanine
group; In the group treated with copper phthalocyanine, APX enzyme activity
increased at all concentrations. The amount of proline was increased in low
concentration (0.5 ppb) of the group treated with copper phthalocyanine. The amount
of proline (0.5 and 4 ppb) in the metal-free phthalocyanine treated group showed an
irregular decrease. The amount of MDA and H20», increased in low concentration (0.5
ppb); in copper phthalocyanine group, while decreased at all concentrations in metal-
free phthalocyanine group. As a result, it was observed that metal-free phthalocyanine
produced higher oxidative stress than copper phthalocyanine in the cell.
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BOLUM 1. GIRiS

Cevre; “belirli bir yasam mekaninda etkili olan fiziksel, kimyasal ve biyotik faktdrlerin
biitlinliigii” veya daha genis olarak “bir canlinin veya canlilar toplulugunun yasamini
saglayan ve onu siirekli olarak etkisi altinda bulunduran siirecler, enerjiler ve maddesel
varliklarin biitiinliigii” olarak tanimlanmaktadir (Kocatas, 1994). Birbiriyle bu kadar
etkilesim halinde olan bir hayat dongiislinde insanoglunun plansiz davraniglari ¢cevreyi

olumsuz yonde etkilemektedir.

Hizli niifus artigina bagli olarak artan tiikketim talepleri fitolasiyaninlerin kullanim
alanlarmin gelismesine katki saglamistir. Maalesef fitolasiyaninlerin gevresel etkileri
konusunda gecmisten gelen ¢ok genis bir literatiir bulunmamaktadir. Insanoglunun
artan kullanim talepleri ve g¢aligsmalar1 sonucunda son yillarda fitolasiyaninlerin

cevreye etkileri lizerinde arastirmalar yogunlagmistir.

Fitalosiyaninlerin diatomik oksijen varliginda uygun dalga boylu 151k ile etkilesime
girmesi, bu bilesiklerin fotodinamik bir ajan olarak davranmasina ve bunun sonucunda
singlet oksijen ve diger serbest oksijen radikallerinin olusmasina neden olmaktadir. Bu
durum g¢esitli canlilarda sitotoksik etki olusturmaktadir (Jancula ve ark., 2008; Jancula
ve Marsalek, 2011). Fitalosiyaninlerin bakterisidal ve fungisidal etkileri pek c¢ok
calismanin konusu olmustur (Merchat ve ark., 1996; Minnock ve ark., 1996; Bertoloni
ve ark., 1992). Drabkova ve ark. (2007), alt1 ayr1 alg tizerinde 12 farkl fitalosiyanin
tiirevinin algisitik ve siyanositik 06zellikte oldugunu ortaya ¢ikarmis ve bu
fitalosiyaninlerin Scenedesmus quadricauda tizerinde 6nemli dl¢lide toksik oldugunu
rapor etmiglerdir. Jancula ve ark. (2008), 31 farkli fitalosiyanin bilesigini test etmisler
ve heterosiklik halka i¢eren katyonik fitalosiyaninlerin fitoplankton tiirleri i¢in en
giiclii toksik etkiye sahip oldugunu ve bazi katyonik fitalosiyaninlerin diigiik

konsantrasyonlarda bile fitoplankton tiirleri i¢in zararli oldugunu bulmuslardir (e.g. <1



mg L). Kabuklularda ise bu toksisite daha yiiksek dozlarda ortaya ¢ikmaktadir (3.6-
50 mg L") (Jancula ve ark., 2008). Bunun sonucu olarak fitalosiyanin tiirevlerinin
algler iizerindeki segici etkisinden dolay1 potansiyel algisit oldugu diistiniilmektedir.
Agir metaller, pestisitler, herbisitler gibi fitolasiyaninlerin de 6zellikle sulak alanlara
kontaminasyonunun geri doniisiilemez sonuglar dogurmasindan 6nce 6nlem almak

icin bu calismalara daha da 6nem verilmesi gerekmektedir.

Sucul ekosistemin birincil {ireticileri olan algler, ekosistemde olusan degisimlerden
direkt olarak etkilenmektedir. Algler ortamdaki olumlu ya da olumsuz sartlarda hizl
bir cevap mekanizmasit olusturmaktadir. Sonu¢ olarak canlinin fotosentez
kapasitesinde, biyokiitle miktarinda ve iireme kapasitesinde kayiplar oldugundan sucul
ekosistem komunitesinde tiir dagilim1 etkilenmektedir. Besin zinciri yolu ile de yiiksek
yapili organizmalara kadar etkiler goriilebilmektedir (Pierzynski ve Schwab, 1992).
Bu sebeple algler, zararli kimyasallarin etkilerinin arastirilmasinda kullanilan 6nemli
bir canli grubudur. Bu c¢alismada ticari kullanimi giderek artmakta olan
fitalosiyaninlerin aquatik sistemdeki ¢evresel etkilerini degerlendirmek {izere model
organizma olarak secilen Chlorella vulgaris alginin gelisimi ve antioksidan
parametreleri iizerinde [sliperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APOD),
glutatyon rediiktaz (GR), malondialdehit (MDA), hidrojen peroksit (H2O2) ve prolin]

bakirli ve metalsiz olmak iizere iki farkli fitalosiyanin tiirevinin etkisi incelenmistir.



BOLUM 2. LITERATUR OZETI

2.1. Fitalosiyaninler (Pc)

Fitalosiyanin kelimesi Yunanca nafta (kaya yagi) ve siyanin (koyu mavi)

kelimelerinden tiiretilmistir. Fitalosiyaninler (Pc), ¢cok saglam yapili, renkli ve

makrosiklik bilesiklerdir.

Gecmisten giliniimiize kadar 70’den fazla element fitalosiyanin sentezinde
kullanilmistir. Yiiksek konjugasyonlu 18-m elektrona sahip 8 karbon ve 8 azot

tiyelerinden olusmaktadir (Sekil 2.1.) (Akkus, 2011).
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Sekil 2.1. Fitalosiyanin

Metalli fitalosiyaninlerde (MPc) merkezdeki hidrojenlerin yerine metal atomu gecer.
Ortadaki metal, porfirin halkasinin iki azotu ile kovalent baglidir, ayn1 halkanin diger
iki azotu ile de koordine kovalent baglidir. Merkezde iki hidrojen atomu oldugu zaman

metalsiz fitalosiyanin (H2Pc) olarak adlandirilmaktadir.



Metalli ve metalsiz fitalosiyaninlerin sentezi ve 6zelliklerinin incelenmesiyle ilgili ¢cok
sayida makale yayinlanmistir. Arastirmacilarin yogun bir sekilde fitalosiyaninler

tizerinde caligmalar1 genis bir uygulama alani olusturmaktadir (Kantar, 2004).

2.1.1. Fitalosiyaninlerin tarihi

Fitalosiyaninler ilk kez 1907 yilinda, Braun ve Tcherniac isimli arastirmacilar
tarafindan fitalimid ve asetikanhidrit ile o-siyanobenzamidin sentezi sirasinda rastlanti
sonucu mavi renkli bir yan {iriin olarak bulunmustur. Yapist 1930 yilinda aydinlatilmig
olup cok cesitli kullanim alanlarina sahiptir. Sentetik olarak elde edilen boyar madde
gruplarindandir (Moser, 1983). 1927 yilinda piridin i¢inde o-dibromobenzen ve bakir
(D) siyaniirden, 1,2-disiyanobenzen sentezi sirasinda bakir kompleksi olarak elde

edilmistir.

1928 yilinda Scottish Dyes sirketi fitalik anhidrit ve amonyaktan fitalimid sentezi
sirasinda cam kapli reaktoriin catlamasi ve celik dis tabakanin iiriin ile reaksiyonu
sonucu mavi renkli olan bu iirlin olusmustur. Beyaz fitalimid igerisinden izole edilen
bu iiriiniin pigment maddesi olarak kullanilabilecegi kesfedilmistir. Daha sonralar1 bu
sirket ICI firmasinin bir yan kurulusu olarak Reginald Linstead ile ortak c¢alismaya
baslamistir. Fitalosiyanin molekiiliiniin gergek yapisi Linstead ve ekibinin ¢aligmalari

sonucunda belirlenmistir (Linstead, 1934).

2.1.2. Fitalosiyaninlerin sentezi

Fitalosiyaninleri siiblimlestirmek miimkiindiir. Bu nedenle bilesigi saf olarak elde
etmek kolaydir. Fitalosiyaninlerin en 6nemli 6zelligi termik ve kimyasal kararliligidir.

Bu nedenle periyodik tablodaki metallerin ¢ogu ile bilesik olusturabilmektedir.

Fitalosiyanin ilk olarak etanol icerisinde o-siyanobenzamid’in refliiks (geri akim)
edilmesi ile elde edilmistir (Sekil 2.2.). Fitalosiyanin sentezinde ilk olan bu yontem ile

olusan metalsiz fitalosiyaninin (H2Pc) verimi diistiktir.
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Sekil 2.2. Fitalosiyaninin ilk sentez yontemi

Fitalosiyanin sentezinde daha ekonomik, daha kisa stirede ve daha verimli reaksiyonlar
gelistirmek i¢in amaclanan c¢alismalar giderek artmaktadir. Ornegin mikrodalga
enerjisi kullanilarak kurulan reaksiyonun yiiksek verimlilikte ve kisa siirede {iriin
olusturdugu goézlemlenmistir. Bu reaksiyon solventsiz ortamda kuruldugundan dolay1
olusan Triinlerin saflastirilmalar1 kolaylagmaktadir (Kingston ve Haswell, 1997).
Ayrica oda sicakliginda fitalosiyanin elde edebilmek icin son yillarda birka¢ ¢alisma
yapilmis olup metalli fitalosiyanin tiirevleri elde edilmistir (Nemykin ve ark., 2000).
Fitalosiyanin sentezinde en yaygin ve sik olarak kullanilan sentez yontemlerinden

bazilar1 Tablo 2.1.’de verilmistir.

Tablo 2.1. Fitalosiyaninlerin genel sentez yontemleri
Metalsiz Fitalosiyanin (H.Pc) Sentezi
Metalli Fitalosiyanin (MPc) Sentezi
Sandvig Fitalosiyanin (MPcy) Sentezi
Benzo-Siibstitiie Fitalosiyanin Sentezi

Siibstitiie Olmamig
Fitalosiyaninler

Sbstitiie Edilmis Tetrastbstitiie Fitalosiyaninlerin Sentezi

Fitalosiyaninler ] — _
Oktasiibstitiie Fitalosiyaninlerin Sentezi

Oksotitanyum (1V) ve Oksovanadyum (1V) Pc’ler ve Ilgili
Eksenel Siibstitiie Fitalosiyaninler Bilesikler

Eksenel Olarak Siibstitiie Edilmis SiPc, GePc ve SnPc

Asimetrik Fitalosiyaninler
Naftalofitalosiyaninler
Polimerik Fitalosiyaninler




2.1.3. Fitalosiyaninlerin kullanim alanlari

Fitalosiyaninlerin oksitleyici reaktifler disinda kimyasal madde, 151k ve 1stya karsi
gostermis oldugu dayanikliliklart nedeni ile bu konuda yapilan ¢alismalar giderek
artmaktadir. Fitalosiyanin sentezi sirasinda bilesik iizerindeki periferal bolgelere farkli
stibstitiientlerin baglanmasiyla birbirinden farkli 6zelliklere sahip Pc’ler elde
edilmektedir. Bu sentez asamasinda olusan farkli 6zelliklerden dolay1r da Pc’lerin

birbirinden farkli birgok uygulama alani1 olugsmaktadir.

Matbaada miirekkep olarak, duvar boya iiretiminde, sentetik elyaflarin, plastiklerin,
alimunyumlarin ve kumaglarin renklendirilmesinde kullanimi  Pc’lerin  ilk
kesiflerinden giiniimiize kadar degismemistir. Bunlara ek olarak; yakit pillerinde, tip
alaninda (yart iletken sivi, sivi kristal, lazer, yaglayici madde vb. olarak)
kullanilmaktadir. Ayrica nano teknolojide, optik veri depolamada, elektrokatalitik ve
fotokatalitik uygulama alanlarinda kullanilmaktadir (Liu ve ark., 2004).

Fitalosiyaninlerin 6nemli kullanim alanlar1 sunlardir;

2.1.3.1. Tekstil ve boyar madde

Fitalosiyaninler boya ve pigment maddesi olarak tekstil uygulamalarinda ¢ok yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir. Kumas renklendirilmesi, baskilama, piiskiirtme islemleri
ve sentetik elyaflar1 boyamada kullanilan madde olarak fitalosiyaninler 6n plana
cikmaktadir. Pc’ler tekstil disinda mavi ve yesil renkleri nedeni ile dolma kalem
miirekkeplerinde, yaziCi tonerlerinde, duvarlarin, plastiklerin ve metal yilizeylerin

renklendirilmesinde tercih edilmektedir.

Kararli ve yar1 kararli formlari kullanim alanlarinda farklilik gostermektedir. Ornegin
yart kararli olan a-form boyama i¢in kullanilirken, kararli B-polimorf yazici
miirekkeplerinde tercih edilmektedir. Suda ¢6ziinebilen fitalosiyanin boyalar1 sadece
siilfonik asit icermektedir. Bu Pc’ler pamuk i¢in reaktif boya ve kagit i¢in direkt boya

olarak kullanilmaktadir (Gordon ve Gregory, 1983).



2.1.3.2. Elektrofotografi

Pc’ler substrat goriinen kopya tiretiminde ve fotokondaktdrde kopya isleminde gorev
yapan 6nemi oldukea biiyiik olan kimyasal maddelerdir. Elektrofotografi ise elektrigi

ve 15181 kopyalama islemi i¢in kullanan bir teknolojidir.

Kopyalama islemlerinde fotoiletken olarak amorf selenyum metali kullanilmaktaydi.
Zamanla ¢esitli nedenler ile yerini organik fotoiletken maddelere birakmistir. Organik
fotoiletken olarak kullanilan titanil (oxo titanyum) fitalosiyaninler, galyum

fitalosiyanin ve aliiminyum mu-oxo dimer piyasada énemli paya sahiptir.

Bakir fitalosiyaninler 1518a ve 6zellikle 1s1ya kars1 diger Pc’lere gore dnemli derecede
farkli 6zellik gostermektedir. Bu nedenle de tonerlerde tercih edilmeleri kaliteyi
arttirmaktadir (Kogak ve ark., 2004).

2.1.3.3. Nonlineer optik cihazlar

Nonlineer optik cihazlarin fitalosiyaninli olanlar1 yavas yavas artmaktadir. Aslinda
giiniimiizde yari iletken kuantum yapili cihazlar daha yaygindir. Pc’ler kolaylikla
polarize edilebilen, konjlige m-elektronlar1 agi nedeniyle nonlineer optik 6zellik

gostermektedir.

Inorganik optik malzemelerin verdigi cevaplarmn organik nonlineer optik malzemelere

gore daha yavas yanit verecegi diisliniilmektedir (Selcukoglu, 2005).

2.1.3.4. Optik veri depolama

Bilginin depolanmasi ve geri ¢agrilmasi optik veri depolamadir. Veriler disketlerde ve
bantlarda manyetik olarak depolanmaktadir. Pc’ler kimyasal kararliliklari ytiksek
bilesiklerdir. Ayricti Write Once Read Many (WORM) fizerine uzun siireli veri
depolanmasinda en ¢ok tercih edilen malzemeler olmasinin nedeni yar iletken

ozellikte olmalarindandir. Film haline getirilen Pc malzemesi lizerine verilen noktasal



lazer 1sitma bu malzemeyi noktasal olarak siiblimlestirerek olusturulan delikler

sayesinde okuma ve yazma isi gergeklestirilmektedir (Moussavi ve ark., 1988).

2.1.3.5. Fotodinamik terapi

Klinik tedavide goriiniir bolge ya da goriiniir bolgeye yakin veya goriinilir bolgede
dalga boylu 1smlarin ya da bu ismlara duyarli maddelerin tedavide kullanilmasi
fotodinamik terapi olarak tanimlanmaktadir. Kanser tedavileri i¢in farkli bir segenek
olarak kullanilmaktadir. Foto uyarici olan ilag, tiimoriin dokusuna lazer 1s1k kullanarak

etki etmektedir (Durmus, 2004).

Burada tiimor dokusu i¢in uygun olan foto uyarict normal dokuya zarar vermeden
sadece tlimorli doku etrafina konumlanmaktadir. Lazer 1sik ile de timor igeren

dokulara ve tiimorli hiicrelere giris yapmaktadir.

Kanda ve kan bilesiklerinde bulunan viriisler ve gram negatif bakteriler i¢in cesitli foto
uyaricilar sayesinde fotodinamik terapi uygulamalarit genisletilmektedir (Durmus,
2004). Bu konuda yapilan ilk ¢alismalarda foto uyarici olarak hemotoporfirinler
kullanilmistir. Hemotoporfirinler 590-680 nm dalga boyu arasinda absorpsiyona
sahiptir. Dokularda daha yiiksek absorpsiyon yetenegine sahip bilesikler igin

caligmalar stirdiiriilmektedir.

Foto uyaricilar 630 nm’den daha uzun dalga boylarinda absorbans yapabilmeli,
saglikli dokular i¢in toksik olmamali, hasarli dokulara karsi segici ve yiiksek
verimlilikte 'O olusturmalidir. Pc bilesikleri fotodinamik terapiler icin {imit verici

malzemelerdir.

Fitalosiyaninler merkezindeki metal atomu nedeni ile 1518a duyarli 6zellik kazanir.
Paramagnetik metalleri (Fe, Co, Cu ve Ni gibi) igeren Pc’lerde fotobiyolojik olarak
aktivite gozlenmemisken, diamagnetik metalleri (Al ve Zn gibi) iceren Pc’ler de

aktivite gdzlenmistir.



2.1.3.6. Siv1 Kristal

Tek boyutlu iletken olma potansiyelinden dolayr sivi kristal fitalosiyaninlere ilgi
artmaktadir. Fitalosiyaninler ¢ok farkli metal iyonlariyla kararli bir kompleks bilesik

olusturabilme 6zelligine sahiptir (Piechocki ve ark., 1982).

Sivi kristal bilesikler basing ve titresime tepki gostererek sekil olarak tepki
vermektedir. Bu sekilde c¢esitli aygitlarin titresimlerini goriinliir hale getirmek
miimkiindiir. Stv1 kristal bilesiklerin hesap makinesi, televizyon ekranlari ve saat

uretimlerinde kullanimlar1 artmaktadir.

2.1.3.7. Kimyasal sensér yapim

Fitalosiyaninler ve metal bilesikleri sensor cihazlarinda tekli ya da ¢oklu kristal
tabakalar seklinde bulunmaktadir. Bu sekilde firetilen cihazlar organik ¢oziicii
buharlara ve azotoksit (NOx) gibi gazlara karsi tepki vererek uyarici 6zellik olarak

kullanilmaktadir (Zhou ve ark., 1996).

2.1.3.8. infrared absorplayic

Fitalosiyaninler en iyi mavi ve yesil pigment olarak renklendirici nitelige sahiptir.
Klorlanmis yesil pigmentler organik ¢oziiciiler iginde yiiksek ¢oziiniirliige sahiptir ve
yavag¢a infrared absorplayicilara doniismesi c¢ok Onemli bir gelisme olarak

gorilmektedir.

Planar molekiillerin, Van der Waals ve hidrojen bag1 kuvvetleri gibi kararl bir kristal
kafes olusturmalar1 en yiiksek performansa sahip pigment olmalarini saglamaktadir.
Bu duruma ilk 6rnek bakirhi fitalosiyaninler olup bunlar biiyiik makrosiklik yapida
molekiillerdir. Bu bilesiklerin organik c¢oziiciilerde ¢oziinebilmesinin nedeni ise sekiz

tiyofenol grupla infrared absorplayiciya doniigiimii ile diizlemselligin yok olmasidir.
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Pc’ler kagit paralar icin giivenlik 6nlemi olugturmada, otomobillerin 6n camlarinda ve
binalarin camlarinda 1sinmaya neden olan radyasyon 1ginlarinin gegisini engellemede

infrared absorplayici olarak kullanilmaktadir (Cerlek, 2005).

2.1.3.9. Katalizor

Fitalosiyaninler bircok onemli kimyasal reaksiyonda kataliz gdrevi gormektedir.
Genellikle reaksiyonlar homojen olan Pc katalizoriiniin ve reaksiyona giren
maddelerin  ¢ozelti fazinda bulunan katalitik iglemlerdir. Fakat metalli
fitalosiyaninlerin kat1 fazda heterojen olarak katalizor gorevi gordiigii bilinmektedir.
Bu islemler ¢ozelti fazindakine gore geri doniisiimii ve kazanimi nedeniyle daha
kullaniglidir.

Oksijen indirgenmesiyle diigiik maliyete sahip yakit gelistirmek icin katalitik sistem
olarak ¢aligmalar yapilmaktadir. Merox Yontemi diye bilinen islemde kristal demir ya
da kobalt fitalosiyaninler ham petrol i¢inde bulunan tiyollerin uzaklastirilmasinda
katalizor gorevi gormektedir. Kisisel bakim iirlinlerinden deodorantlarin yapiminda
olusan hidrojen siilfiirlin eliminasyonunda ise FePc ve CoPc’ler kataliz gorevi

tistlenmistir (Thomas, 1990).

Cevre saghig1 icin onemli heterojen reaksiyonlardan biri kalay fitalosiyanin ve
kiikiirtdioksidin ytikseltgenmesidir. Bu reaksiyonda klorlu aromatiklerin suda ¢oziintir

FePc-t-SOsH kullanarak yok edilmesi saglanmaktadir (Thomas, 1990).

2.2. Fitalosiyaninlerin Sucul Ekosisteme Girisi ve Etkisi

Algler; sucul sistemlerde biyolojik agidan zengin bir g¢esitlilige sahiptir.
Ekosistemlerin birgok ¢esidinde, mikro ve makro formlarda bulunan bu
mikroorganizmalar, diinyadaki diger canlilarin yasamsal faaliyetlerini devam
ettirebilmeleri agisindan biiyiik onem arz etmektedir. Algler besin agindaki yerleri
itibari ile primer {reticilerdir. Sahip olduklar1 fotosentetik pigmentlerin basinda
klorofil gelmektedir ve bu fotosentetik pigmentler besin iiretimine kaynak

saglamaktadir.
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Yeryliziiniin dortte ii¢li sularla kapli oldugu i¢in, algler diinya iizerindeki biyokimyasal
dongiilerde organik madde tasinimi ve oksijen liretiminin biiyiik bir bolimiinii tek

basina karsilamaktadir (Reynolds ve Hamilton-Taylor, 1992).

Kimyasal atiklar, endiistriyel atiklar, evsel atiklar ve yanlis tarim uygulamalar
sonrasinda meydana gelen insan sagligina ve diger canlilarin sagligina zarar verecek
maddeler sucul ekosistemlere karistiginda algler i¢in ciddi bir tehdit olusturmakta ve
alglerin yasamsal faaliyetlerini zora sokmaktadir. Bu tip atik sularda bulunan
fitalosiyaninler renk degisiminin yaninda, suda 151k azalmasina yol agmaktadir. Suyun
renk degistirmesi, tat degisimi ve koku farklilasmasi gibi sonuglara sebep olmaktadir.
Bunun sonuncunda ise alglerin fotosentez aktivitelerinde negatif yonde bir etki s6z
konusu olmaktadir. Bakir igeren fitalosiyaninlerin ise suda yasayan canli tiirleri igin
toksik etki yarattigi1 yapilan ¢aligmalarda bildirilmistir (Acemioglu, 2004; Kaushik ve
ark., 2009).

2.3. Calismada Kullanilan Fitalosiyaninler

2.3.1. Tetrakis-(sodyum mercaptoethansiilfonat)-metalsiz fitalosiyanin

Fitalosiyaninler farkli fitalik asit tiirevlerinden elde edilmektedir. Fakat endiistriyel
yontemde fitalikanhidritten elde edilmesi daha ekonomik olsa da fitalonitril
kullanilarak bir laboratuvarda daha saf iirlinler kolayca sentezlenebilmektedir. Bu
nedenle ¢cogunlukla fitalonitrilden (1,2-disiyanobenzen) fitalosiyanin sentezi yontemi
kullanilmaktadir. Fitalonitrilden metalsiz fitalosiyanin (H2Pc) sentezlemek igin ¢esitli
siklotetramerizasyon yontemleri vardir. Fitalonitrilin amonyakla reaksiyonu ile
diiminoisoindolin olusumu baslamaktadir. Diisoiminoindol H>Pc’yi olusturmaktadir.
Indirgeyici olarak kullanilan hidrokinon iginde eritilmis fitalonitrilin (agirlik¢a 4:1
oraninda) siklotetramerizasyonu ile de H>Pc hazirlanabilmektedir. Benzer sekilde
oldukea yiiksek verim ile metalsiz Pc sentezi igin 1,8-diazabisiklo [4.3.0] non-5-ene
(DBN) ya da 1,8- diazabisiklo [5.4.0] undek-7-ene (DBU) gibi niikleofilik engelleyici
olmayan bazlar da kullanilabilmektedir. Bu baz fitalonitrilin pentanol ¢oziiciisii

icerisinde siklotetramerizasyonu icin etkili bir maddedir. Bir diger metotta ise
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fitalonitrilin 135-140°C’de n-pentanol veya diger alkollerde sodyum veya lityum ile
muamelesi veya 135-140°C’de n-pentanol disodyum fitalosiyanini vermektedir.
Sentezlenen metallo fitalosiyaninin derisik HoSOs ile direkt olarak muamelesiyle

metalsiz fitalosiyanine gecilebilmektedir (Arslanoglu, 2004).

2.3.2. Tetrakis-(sodyum merkaptoethansiilfonat) bakir (II) fitalosiyanin

Template etki gosteren metal iyonu kullanilarak fitalonitril ya da diiminoisoindolinin
siklotetramerizasyonu sonucu metalli fitalosiyanin (MPc) basit bir sekilde
olusturulabilmektedir. Farkli bir yontemde fitalik anhidrit veya fitalimidden iire ve
metal tuzu (6rnegin bakir (II) asetat ya da nikel (II) kloriir) gibi bir azot kaynagi
varliginda MPc sentezlenebilmektedir. Alternatif olarak MPc, metal tuzu ve H,Pc ya

da Li>Pc arasindaki reaksiyon sonucunda da olusturulabilmektedir (Selgukoglu, 2005).

2.4. Chlorella Vulgaris

Hollandali bir arastirmacit olan Martinus Willem Beijerinck 1890 senesinde iyi
tanimlanmis ¢ekirdekli ilk mikroalgi kesfetmistir. Chlorella ismi Yunanca’da yesil
anlamina gelen “chloros” kelimesinden gelmektedir. 1900’lerin basinda, Chlorella
protein igerigi (%55 kuru agirlik) ile sira dist besin kaynagi olarak Alman bilim
adamlarinin dikkatini ¢ekmistir. Chlorella bagisiklik diizenleyici ve anti-kanser
Ozelliklere sahip olmasi sebebiyle tibbi tedavi i¢in kullanilmaktadir. Giiniimiizde
Chlorella vulgaris besin takviyesi olarak tiiketilmektedir ve icerdigi maddeler boyalar,
farmasotikler, hayvan yemi, kozmetik iirlinler ve su iirlinleri yetistiriciligi gibi

amaclarla da kullanilmaktadir (Safi ve ark., 2014).

Yesil alglerin (Chlorophyta) tek hiicreli formlarindan olan Chlorella 2.8-10 mikron
capinda, kiire veya elips sekline sahip bir organizmadir (Sekil 2.3.). Sucul
ekosistemlerin yaninda genellikle nemli topraklarda, buz ve aga¢ govdelerinde de
yasayabilmektedir. Serbest yasamasi yaygin olarak goriilse de bazi protozoalarin
protoplazmasinda ve bazi solenterlerin iginde yasadiklar1 da bilinmektedir.

Chlorella’nn igeriginde 18 kadar aminoasit ve bazi vitaminler [B1 (tiyamin), B2
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(riboflavin), B3 (niyasin), B5 (pantotenik asit), B6 (piridoksin), B7 (biyotin), B9 (folik
asit), B12 (kobalamin), C (askorbik asit), E (tokoferol), A (retinol)] bulunmaktadir.
Ayrica sporopollein adli etkin madde viicuttaki toksinlerin atilmasini saglamaktadir

(Tanyolag, 2011).

-
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Sekil 2.3. Chlorella vulgaris

2.5. Serbest Radikaller

Serbest radikaller atmosferik oksijenin uyarilmis formlar1 olarak bilinmektedir.
Hiicrelerde sinyal molekiilleri olarak islev goriir, fakat ayni zamanda aerobik
metabolizmanin onlenemez toksik yan iiriinleri (Foyer ve Noctor, 2013; Vaahtera ve
ark., 2014) olarak da disiiniilmektedir. Biiylik olasilikla diinyada yaklasik 2.4-3.8
milyar yi1l once ilk atmosferik oksijen molekiilleri ile birlikte ortaya ¢ikmustir
(Halliwell ve Gutteridge, 2007; Mittler ve ark., 2011; Boyd ve ark., 2014) ve o

yillardan bu zamana kadar siirekli aerobik yasamin bir parcasi olmustur.

Diinya’daki biyolojik sistemler tarafindan olusturulan atmosferik oksijenin ¢ogu
hemen hemen reaktif oksijen tiirlerine (ROS) doniistiiriilmesi miimkiindiir (Anbar,
2008) (Boyd ve ark., 2014). Reaktif oksijen tiirlerinden biri olan siiperoksiti
temizleyen siliperoksit dismutaz (SOD) enzimi, yasamin tiim formlarinda bulundugu

ve Obakterilerin arkebakterilerden ayrilmadan 6nce evrimlestigi bulgusu, bu olasilig
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giiclii bir sekilde desteklemektedir (Miller, 2012). Bu nedenle, diinyadaki aerobik
yasamin gelisimi, ROS varliginda meydana gelmistir ve ROS’un su anda farkli
biyolojik sistemlerde oynadigi rolleri goz Oniine aldigimizda bu gercek akilda
tutulmalidir.

Sinyal molekiilleri olarak ROS, farkli reaktivite seviyeleri, iiretim alanlar1 ve biyolojik
membranlar1 gegme potansiyeli gibi 6zelliklerinden dolay1 ¢ok yonliidiir (Halliwell ve
Gutteridge, 2007; Mittler ve ark., 2011). Biiyiik olasilikla ilk olarak hiicreler tarafindan
giivenli olmayan atmosferik oksijen seviyelerini algilamak veya farkli metabolik
reaksiyonlar1 izlemek icin sinyal molekiilleri olarak kullanilmigtir. Ancak o zamandan
beri bitkiler, hayvanlar ve ¢ogu Okaryotik organizmadaki yasamin neredeyse tiim
yonlerini diizenlemek i¢in gelismistir. Ornegin yiiksek bitkilerde, ROS un gelismeyi,
farklilasmay1, redoks seviyelerini, stres sinyallerini, diger organizmalarla etkilesimi,
sistemik tepkileri ve hiicre 6limiinii diizenledigi bulunmustur (Foyer ve Noctor, 2013;

Mittler ve ark., 2011; Mittler ve ark., 2004).

Aerobik metabolizmanin toksik yan iriinleri olan ROS’lar temel olarak
kloroplastlarda, mitokondri ve peroksizomlarda olugsmaktadir. Fakat ayni zamanda
yeterince yliksek bir redoks potansiyeline sahip protein veya molekiil iceren herhangi
bir hiicresel bolmede de meydana gelebilmektedirler (Miller, 2012). Daha sonra bu
ROS’lar antioksidan sistem tarafindan detoksifiye edilmektedir (Mittler ve ark., 2004).

ROS hiicresel olarak DNA, RNA, protein ve membran oksidasyonuna neden
olmaktadir. ROS’un bu potansiyel toksik etkilerini 6nlemek icin antioksidan
mekanizmalar hiicrelerde siirekli olarak ortaya ¢ikar ve temizlenmesinde etkili rol
oynar. Bu siirecin tamami1 oksidatif stres olarak adlandirilmaktadir (Halliwell ve

Gutteridge, 2007; Mittler ve ark., 2011; Mittler ve ark., 2004).
2.5.1. Tekli uyarilmis oksijen (102)
Tekli uyarilmis oksijen ('O,) yiiksek 151k yogunlugu ve/veya diisiik karbondioksit

(CO») asimilasyon hiz1 altinda olusumu indiiklenen ti¢lii uyarilmis klorofilden O2’ye

enerji verilmesi ile olusur (Gill ve Tuteja, 2010). 'O, 4-100 ps arasinda olan kisa
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omirlii bir bilesiktir. Farkli biyolojik molekiiller ile reaksiyona girebilen, lipid
peroksidasyonunu (LP) tetikleyen ve proteinlerde, yag asitlerinde ve niikleik
asitlerdeki yapisal hasarlari tetikleyen bir ROS’tur (Mittler, 2017; Tiwari ve ark., 2017)
Ca-karoten, tokoferol veya plastokinon gibi hiicresel metabolitler, asir1 oldugunda da
birkag savunma geninin sub-regiilasyonunu tetikleyen 'O>’ye indirgenebilmektedir

(Krieger-Liszkay ve ark., 2008).

2.5.2. Siiperoksit radikali (02*)

Bitki hiicrelerinde siiperoksit radikalinin (O>*") liretimi, molekiiler O>’nin bir elektron
alarak indirgenmesiyle gergeklesen bir islemdir (Denklem 2.1) (Elstner, 1982; Mano
ve ark., 1987; Asada, 1994). O,*", hidroksil radikali ve singlet oksijeni gibi daha da
toksik O; tiirlerinin lretilmesinden sorumludur. O2 ve bunun tiirevlerinin iretimi,
bitkiler cesitli biyotik ve abiyotik streslere maruz kaldiginda uyarilabilmektedir. Cogu
durumda, O>’nin indiiklenmis tiretimi, hiicre duvarlari, plazma membranlar1 (Pinton
ve ark., 1994; Doke ve ark., 1996; Murphy ve Auh, 1996), sitozol ve mikrozomlar
(Cakmak ve Marschner, 1988) peroksizomlar (Rio ve ark., 1998; Lopez-Huertas ve
ark., 1999) ve mitokondri gibi farkli hiicre bdlmelerinde yer alan NAD(P) H-
oksitleyici enzim sistemleri tarafindan katalize edilmektedir (Gross ve ark., 1977,

Cakmak ve ark., 1987).

0,°* ve tlirevlerinin NAD(P)H-oksidazlardan iiretimi, 6rnegin hiicre duvarlarinin
lignifikasyonu (Gross ve ark., 1977), demirin kok tarafindan indirgenmesi ve alinmasi
(Cakmak ve ark., 1987), patojen enfeksiyonuna karsi diren¢ gibi farkli hiicresel
fonksiyonlarla iliskilendirilmektedir (Mehdy ve ark., 1996; Bolwell ve Wojtaszek,
1997). Bir¢ok enzimatik ve enzimatik olmayan lipit peroksidasyon islemi, temel
olarak bir elektron dondrii olarak, 6zellikle Fe gibi redoks aktif gecis metallerinin

varliginda, NADPH’ye yiiksek bir bagimlilik géstermektedir.

Oxter — O (2.1)
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2.5.3. Hidrojen peroksit (H202)

Hidrojen peroksit (H202) ve siiperoksit radikali (O,*") birincil ROS olarak kabul
edilmektedir. Ancak H>O», O»*’ye kiyasla daha yiiksek stabilitesi nedeniyle daha ciddi
bir oksidatif hasar riskine sahiptir (Sharma ve ark., 2012).

H>0O; tiretimi, peroksit molekiiliiniin iki hidrojen atomu ile birlesmesi sonucu olussa
da biyolojik sistemlerde asil olusumu, siiperoksit dismutasyonu ile meydana
gelmektedir (Denklem 2.2) (Flora, 2007). H2O2’nin yiiksek toksisitesi kimyasal yapis1
ile kolayca acgiklanmaktadir. Eslestirilmemis elektronlar1 yoktur ve dokulardaki yari
omrii yaklastk 1 ms’dir. Bu nedenle biyolojik zarlar1 diflizyonla kolayca
gecebilmektedir ve uzun mesafeler arasinda dagilabilmektedir. Bulundugu bolgelerin

sayisini arttirabilmektedir (Gupta ve ark., 2015).

202 +2H" — Hx0:+ 0 (2.2)

2.5.4. Hidroksil radikali (OH*")

Hidroksil radikali (OH®*"), Cu ve Fe gibi redoks aktif metallerin varliginda O2°*" ve
H>O: arasindaki etkilesime bagli olarak Haber-Weiss reaksiyonunun bir sonucu olarak
olusan en tehlikeli ROS’tur (Denklem 2.3) (Cuypers ve ark., 2016). Hidroksil radikali,
yaklagik 1 ns’lik bir yar1 omre sahiptir (Mittler ve ark., 2011). Bu nedenle, ana

hedefleri iiretim bolgelerine yakin bir konumdadir (Sharma ve ark., 2012).

Yiiksek reaktivite ve sonug olarak yiiksek toksisiteye yol agan kimyasal 6zelliklerine
ek olarak, OH*" tiim organik molekiillere ciddi zararlar verebilmektedir. Canlilarda
OH®" metabolizmasindan sorumlu enzimatik bir mekanizma dokularda yoktur. Yiiksek
diizeylerde OH®" bulunmasi ise, programlanmis hiicre 6liimiine sebep olmaktadir (Gill

ve Tuteja, 2010; Sharma ve ark., 2012; Demidchik, 2015).

Fe”? +H,0, ——  Fe™+OH* +OH (2.3)
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2.6. Antioksidan Sistem

Oksidatif stres, serbest radikal iiretimi ile antioksidan sistemin ROS temizleme
kapasitesi arasindaki dengesizlikten dolay1 olusmaktadir (Pisoschi ve Pop, 2015).
Serbest radikal {iiretiminin artmasi durumunda, savunma mekanizmalar1 serbest
radikalleri nétralize etmek icin yeterli degilse hiicre yaralanmasina ve geri
doniisiimsliz hasara neden olan ¢ok c¢esitli biyomolekiillerde ciddi hasara neden

olabilmektedir (Cerqueira ve ark., 2007; Gupta ve ark., 2015; Wang ve ark., 2011).

Bu baglamda, biyolojik sistemler serbest radikalleri reaktif olmayan tiirevlere
doniistiirmek i¢in savunma mekanizmalari gelistirmistir (Tablo 2.2.) Bu mekanizmalar
endojen ve eksojen olarak iki gruba ayrilmaktadir (Tablo 2.3.). Endojen antioksidanlar,
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), askorbat peroksidaz (APOD), glutatyon
rediiktaz (GR) ve guaiakol peroksidaz (GPOD), glutatyon ve serbest prolin adli
aminoasittir (Krishnamurthy ve Wadhwani, 2012). Eksojen antioksidanlar ise;
tokoferoller, askorbik asit, glutatyon, karotenidler ve fenolik bilesiklerdir. Ayrica
enzimler ya da diger antioksidan molekiiller tarafindan detoksifiye edilemeyen serbest
radikaller hiicre membraninda lipid peroksidasyonuna neden olarak son {irlin olarak
malondialdehiti (MDA) olusturmaktadir. Lipid peroksidasyonu, hiicre membraninda
bulunan ¢oklu doymamuis yag asitlerinin radikaller tarafindan gesitli tirlinlere yikilmasi
olayidir. Bu yikim olayr sonucunda olusan aldehit {irlinleri hiicre hasarina neden
olmaktadir. Bu sebeple MDA miktari hiicredeki oksidatif hasarin diizeyini belirlemede

onemli bir parametre olarak kullanilmaktadir (Benzer ve Ozan, 2003).
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Tablo 2.2. Bazi antioksidan enzim ve molekiillerin temel gérevleri

Bilesikler Gorevleri
Stiperoksit dismutaz (SOD) 02°7’i H202’ye doniistiiriir.
Katalaz (KAT) H20,’yi H20’ya ¢evirir.
Askorbat Peroksidaz (APOD) H202’yi H,0’ya ¢evirir.
Glutatyon rediiktaz (GR) H>0-’yi ve lipit peroksitlerini etkisizlestirir.
Guaiakol peroksidaz (GPOD) H0’yi ve lipit peroksitlerini etkisizlestirir.
Glutatyon H20>’yi ve lipit peroksitlerini etkisizlestirir.
Tokoferoller Lipit peroksitlerini, O,*" ve OH*’1 temizler.
Karotenoidler Peroksi radikalleri ile O, ve OH*’1 temizler.
Askorbik asit Direk olarak O2*", OH*"ve H,0’yi temizler.
Fenolik bilesikler 10,yi temizler.

Tablo 2.3. Antioksidanlarin siniflandirilmasi
Antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD)

Katalaz (KAT)

Enzimatik Antioksidanlar Askorbat peroksidaz (APOD)

Endojen Antioksidanlar Glutatyon rediiktaz (GR)

Guaiakol peroksidaz (GPOD)

o o Glutatyon
Nonenzimatik Antioksidanlar

Prolin

a-Tokoferol (Vitamin E)

p-karoten (Vitamin A)

Vitamin Eksojen Antioksidanlar
) o Askorbik asit (Vitamin C)
Eksojen Antioksidanlar

Fenolik bilesikler

Ilag Olarak Kullamlan Eksojen

Antioksidanlar

2.6.1. Endojen antioksidanlar

2.6.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Bakteriler, hayvanlar ve bitkiler gibi ¢esitli aerobik organizmalarin oldugu her yerde

bulunan bir protein olan siiperoksit dismutaz (SOD) oksidatif strese karsi ilk enzimatik
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savunma hatt1 olarak kabul edilmektedir (Gratdo ve ark., 2005). SOD, hiicrede
stiperoksit radikalinin (O2*") dismutasyonunu saglar. Bu nedenle SOD hem O,* hem
de H>O: seviyelerini etkilemektedir. Ayrica O»°*" ile iligkili toksisiteyi onleyerek ROS
detoksifikasyonunda ¢ok dnemli bir role sahiptir (Abouzari ve Fakheri, 2015).

Hiicre ici seviyeleri 10° M kadar ulasabilen bu metaloenzim (Fink ve Scandalios,
2002), yuksek bitkilerde ii¢ sinifta gruplandirilabilir: Cu/Zn-SOD, Mn-SOD ve Fe-
SOD (Perry ve ark., 2010; Sharma ve ark., 2012). Yapisal olarak, Fe-SOD ve Mn-SOD
birbiriyle iligkilidir, ancak Fe aktif merkezdeki Mn iyonunun yerini alamaz; Cu/Zn-
SOD, iki metalik iyon i¢ yapisina sahip olarak, yapisal seviyede farkliliklara neden
olan farkli kimyasal ve fiziksel 6zelliklere sahiptir (Scandalios, 1997). SOD’un
tanimlanmas1 KCN ve H>Oz’ye duyarliliklarina gore negatif boyama ile yapilmaktadir.
Her iki inhibitére duyarli Cu/Zn-SOD, H2O>’ye duyarli Fe-SOD ve KCN ile H,O>’ye
direncli Mn-SOD seklinde belirlenmektedir (Azevedo ve ark., 1998).

SOD izoenzimleri farkli hiicre boliimlerinde yer almaktadir. Charophyta grubu
alglerde ve yiiksek bitkilerde Cu/Zn-SOD genellikle sitozol ve tilakoid zarlarda
bulunmaktadir. Mn-SOD’un, peroksizomda oldugu bildirilmesine ragmen, temel
olarak mitokondriyal matrikste yer almaktadir. Fe-SOD ise, kloroplastlarin tilakoid

membranlarinda yer almaktadir (Gill ve Tuteja, 2010).

2.6.1.2. Katalaz (KAT)

Aerobik organizmalarin farkl tlirlerinde bulunan enzimatik isleve sahip bir tetramerik
proteindir (Sharma ve ark., 2012). Katalaz (KAT), H2O2’nin H>O ve O2’ye
ayristirilarak hiicre i¢i detoksifikasyonundan sorumludur (Gill ve Tuteja, 2010;
Weydert ve Cullen, 2010). H>O>’nin ayrigmasinda yer alan birkag enzim olmasina
ragmen, KAT bu islemde merkezi bir rol oynamaktadir. Ayrica, bir KAT molekiilii
dakikada 6 milyon H2O> molekiiliinii pargalama o6zelligi ile antioksidan enzimler

arasinda en yiiksek par¢alama hizina sahiptir (Gill ve Tuteja, 2010).
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KAT’ 1n H207’ye yliksek hassasiyetine ragmen, bu enzimin aktivitesi ancak yiiksek
H>0; seviyeleri mevcut oldugunda etkilidir. Ciinkii H>O>’ye olan afinitesi APOD gibi
diger enzimlerden nispeten diisiiktiir (Mittler, 2002).

Bitkiler ekspresyon profillerine gore siniflandirilmis ti¢ ana KAT sinifina sahiptir: sinif
I, fotosentetik dokularda bulunur ve 1s18a bagimlidir; sinif II, biiyiik 6l¢iide vaskiiler
dokularda bulunur; III. sinif ise fidelerin gelisiminin erken asamalarinda ve fidelerin
gelisiminde tespit edilmektedir (Gill ve Tuteja, 2010). SOD’a benzer sekilde, KAT
aktivitesindeki degisiklikler genellikle oksidatif stres kosullarinin olusmasiyla

iligskilendirilmektedir (Gill ve Tuteja, 2010; Gupta ve ark., 2015).

Katalazin bir diger antioksidatif rolii ise, Cu veya Fe iyonlar1 tarafindan katalize edilen
Fenton reaksiyonu yoluyla hidroksil radikalinin (OH®*") olusum riskini diigirmektir

(Ramarathnamve ark., 1997).

2.6.1.3. Askorbat peroksidaz (APOD)

Askorbat peroksidaz (APOD), bitkiler ve algler gibi farkli organizmalarda bulunan ve
askorbat (AsA)’tan (Mittler ve ark., 2004; Sharma ve ark., 2012) indirgeyici gii¢
kullanarak H>O> orantisini, su ve monodehidroaskorbat (MDHA) olarak katalize eden
bir enzimdir. Bu sekilde, APOD aktivitesi biiyliik dl¢lide AsA’nin mevcudiyetine
baglidir (Foyer ve Noctor, 2003). KAT den farkli olarak APOD, H>O> i¢in yiiksek bir
afiniteye sahiptir ve bu ROS’un disiik seviyeleriyle bile islevlerini yerine
getirebildigini gostermektedir. Bu durum, APOD’un o6ncelikle H2O2 seviyelerinde

gerekli sinyal olaylarinin ge¢isinden sorumlu oldugunu belirtmektedir (Mittler, 2002).

2.6.1.4. Glutatyon rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz (GR), NADPH’ye bagl oksidorediiktaz ailesine aittir ve hem

prokaryotik hem de dkaryotik organizmalarda bulunmaktadir. GR, kloroplast, sitozol

ve mitokondride yer almasina ragmen, fotosentetik dokulardaki aktivitesinin
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%80’inden fazlasinin kloroplastik izoforma ait oldugu bildirilmistir (Edwards ve ark.,

1990; Ashraf, 2009).

GR, glutatyondisiilfid (GSSG)’in  glutatyonsiilfid (GSH)’e indirgenmesini NADPH
oksidasyonu ile birlikte katalize ederek, hiicresel olarak indirgenmis olan GSH
havuzunu etkin bir sekilde korumaktadir ve serbest radikallere karsi hiicre

savunmasinda temel bir rol oynamaktadir (Anjum ve ark., 2010; Contour-Ansel ve

ark., 2006).

AsA-GSH dongiisiiniin bir bileseni olarak GR, ROS detoksifikasyonunda, GSH
rejenerasyonunda Onemlidir ve bitkilerde abiyotik stres toleransi saglamaktadir
(Hasanuzzaman ve ark., 2012; Hasanuzzaman ve ark., 2010). Artan GR aktivitesi, stres
toleransi saglar ve elektron tagima zincirinin 6nemli bilesenlerinin redoks durumunu
degistirme yetenegine sahiptir. GR’nin stres toleransi saglamadaki en biiyiik rolu
GSH’nin olusumunun saglanmasit ve bitki hiicresindeki GSH/GSSG oraninin

korunmasidir (Rao ve Reddy, 2008).

2.6.1.5. Guaiakol peroksidaz (GPOD)

Guaiakol peroksidaz (GPOD), H2O., organik ve lipit hidroperoksitlerin miktarini
azaltmada kullanan cesitli izozimleri olan genis bir ailedir. GPOD, hiicrelerin
sitoplazmasinda bulunup H»>O>’den kaynaklanan oksidatif hasara karsi hiicreleri
korumaktadir. Boylece H»O>’den OH®*’nin olusmasini engellemektedir (Sen ve
Chakraborty, 2011). Bu metabolize etme raksiyonlar1 sirasinda GSH, hidrojen verici
olarak hareket ettiginden dolay1r H,O» ve hidroperoksitler indirgenirken GSH okside
olur (Reiter ve ark., 1995). Okside glutatyon, glutatyon distlfittir (GSSG). Glutatyon
rediiktaz (GR) enzimi varliginda okside glutatyon rediikte glutatyon haline geri
indirgenir. Bu indirgenme reaksiyonu esnasinda GR elektron vericisi olarak
NADPH’yi kullanir (Sen ve Chakraborty, 2011; Reiter ve ark., 1995). Capsicum
annuum L. (biber), Pisum sativum (bezelye) ve Lycopersicon esculentum (domates)
basta olmak tizere pek cok bitkide stres kosullar1 altinda GPOD’un koruyucu bir rolii
oldugu bulunmustur (Dixit ve ark., 2001; Leisinger ve ark., 2001).
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2.6.1.6. Glutatyon

Glutatyon, bitki dokularinda sitozol, endoplazmik retikulum, vakuol, mitokondri,
kloroplast, peroksizom gibi kisimlarda bulunmaktadir ve oksidatif strese karsi 6nemli
rol oynamaktadir (Jiménez ve ark., 1998; Rausch ve Wachter, 2005). Normal sartlar
altinda siilfat tasiniminin  diizenlenmesi, sinyal iletimi, ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu ve stresle iligkili genlerin ekspresyonu gibi bir¢ok fizyolojik siiregte
gorev almaktadir. Ayn1 zamanda yapilan aragtirmalara gore glutatyon bitkilerde hiicre
farklilagmasi, hiicre 6liimii, patojen direnci ve enzimatik diizenleme gibi biiyiime ve

gelisme ile ilgili birgok olayda rol almaktadir (Khan ve Singh, 2008).

Glutatyonun sentezlenmesinde iki Onemli asama bulunmaktadir. Birinci asama
glutamin-sistein ligaz (GCL), glutamin ve sisteini baglayarak y-glutamilsisteini
sentezlenmesidir. Ikinci asama ise glutatyon sentetaz (GSS), sentezlenen Y-
glutamilsisteine glisini baglayarak GSH molekiiliinii olusturulmasidir (Lagman ve

ark., 2015).

Glutatyon, glutatyon peroksidaz (GPOD)’1 katalitik etkisiyle lipit peroksitlerini ve
H»0,’yi detoksifiye eder ya da tekli uyarilmis oksijen ('O.) ve hidroksil radikali (OH*-
)’yi temizler. Ayrica GSH plazma membranindan aminoasit transportunu
saglamaktadir. Ayrica bazi 6nemli antioksidanlar1 yeniden olugturmaktadir ve vitamin
E ve vitamin C GSH tarafindan diizenlenmektedir. Ornegin GSH direkt olarak vitamin
E’nin tokoferol radikalini, dolayli olarak da askorbati semidehidroaskorbata

indirgeyebilir (Sen ve Chakraborty, 2011).

2.6.1.7. Prolin

Ozmotik stresin giderilmesi ve bdylece hiicre turgorunda azalma olmadan bitkinin
gelismesini siirdiirebilmesine ‘ozmotik uyum’ denir (Rains, 1972). Bir baska ifade ile
ozmotik uyum, bitkilerin K* ve Na* gibi baz1 inorganik iyonlar ya da gliserol, sukroz,
prolin, betain gibi bazi karbohidrat kokenli maddeleri biriktirme yetenegi olarak

tanimlanmaktadir (Hellebusi, 1976). Trikarboksilik asit dongiisiiniin (TCA dongiisii)
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ara maddelerinden sentezlenen amino asitlerden biri olan prolin esansiyel olmayan
aminoasit grubunda yer almaktadir. a-ketoglutarattan bir dizi reaksiyon sonucu
sentezlenir. Prolidin halkasi i¢erdigi i¢in amino grubu halka olusumuna katilmaktadir

ve bu nedenle iminoasit olarak da adlandirilmaktadir.

Stres kosullar1 altinda hiicredeki prolin sentezinin arttig1 bilindiginden, bazi
aragtirmacilar prolinin ozmoregiilator olarak gérev yaptigini 6ne siirmektedirler (Jones
ve Storey, 1978). Prolinin birikimi, prolinin glutamik asitten sentezlenmesi esnasinda
NADH ve H' kullanildig1 i¢in NADH ve asitligi azaltmaktadir. Bu durumda prolin
birikimi bu olayin gerceklesmesini saglayan adaptif bir mekanizma olabilir
(Venekamp ve ark., 1989). Prolin ayrica enzimlerin korunmasinda (Nikolopoulos ve
Manetas, 1991; Lalibert¢ ve Hellebust, 1989; Paleg ve ark., 1984), protein
katlanmasinin stabilizasyonunda (Low, 1985), protein sentezinde (Kandpal ve Rao,
1985), ve en Onemlisi serbest radikallerin yakalanmasinda (Smirnoff ve Cumbes,
1989; Hare ve Cress, 1997; Jain ve ark., 2001) rol oynamaktadir. Etkili bir singlet
oksijen tutucusudur (AliaSaradhi ve ark., 2001) ve hiicresel redoks potansiyelini
diizenlemektedir (AliaSaradhi ve Mohanty, 1991). Prolin osmotik diizenleyici (Kishor
ve ark., 2005), ve OH* radikalinin yakalayicisi olarak (AliaSaradhi ve Mohanty, 1991;
Kishor ve ark., 2005), DNA, protein ve zarlar gibi hiicresel makromolekiiller ile
etkilesime girmekte ve bu molekiillerin fonksiyon ve yapilarini stabilize etmektedir
(Kishor ve ark., 2005). Prolin miktarindaki artisin stres kosullar1 altinda meydana
gelen lipit peroksidasyonuna uyumsal bir cevap olabilecegi bildirilmistir (Fatma ve
ark., 2007; Kumar ve ark., 2014). Prolin stres kosullarinda serbest radikal iiretimini
azaltir (AliaSaradhi, 1993). Prolinin in vitro olarak 1s1 ve NaCl stresi kaynakli enzim

denatiirasyonlarini azalttig1 gosterilmistir (Hamilton ve Heckathorn, 2001).

2.6.2. Eksojen antioksidanlar

2.6.2.1. Tokoferoller

Tokoferoller  plastidlerde,  kloroplastlarin ~ tilakoid = membranlarinda  ve

plastoglobulinlerde bulunmaktadir (Blokhina ve ark., 2003). Tokoferoller sadece


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0006291X9192071Q#!
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fotosentetik organizmalar tarafindan sentezlenmektedir. Bu nedenle sadece bitkilerin
yesil dokularinda bulunur (Igamberdiev ve ark., 2004). Dort izomer igeren tokoferoller
(a-, B-, y-, O-tokoferol), 2-metil-6-kromanol halkasinda belirli bir sayr ve metil
gruplarinin pozisyonu ile karakterize edilmektedir. a-Tokoferol, 6zellikle 'O», OH®" ve
ayrica ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonu sonucunda meydana gelen bazi
lipit radikalleriyle dogrudan etkilesime girebildigi icin tilakoid membranlarda diger

izomerlerine gore antioksidan etkisi daha yiiksektir (Munné-Bosch ve Alegre, 2002).

2.6.2.2. Karotenoidler

Karotenoidler, hem fotosentetik (siyanobakteriler, bitkiler ve algler) hem de
fotosentetik olmayan (bazi bakteriler, mantarlar ve omurgasizlar) canlilarda ve bitki
dokularmin plastidlerinde bulunan lipofilik antioksidan grubunda yer almaktadir
(Nisar ve ark., 2015). Karotenoidler, zincir reaksiyonlarini sonlandirmak i¢in lipid
peroksidasyon iiriinleri ile reaksiyona girerek, !0, yi detoksifiye ederek, *Chl” (triplet
klorofil) ve Chl” (tekli uyarilmis klorofil) ile reaksiyona girerek ve ksantofil dongiisii
yoluyla fazla uyarilma enerjisini dagitarak fotosentetik aktiviteyi korumaktadir (Fini

ve ark., 2011).

2.6.2.3. Askorbik asit (C vitamini)

Askorbik asit (C vitamini), taze meyvelerde, 6zellikle de portakal, limon, mandalina
ve yesil yaprakli sebzelerde bulunan antioksidan bilesiktir. Askorbat igerigi
meristematik dokularda (Loewus ve Loewus, 1987; Smirnoff ve Pallanca, 1996),
cicekler ve gen¢ meyvelerde (Alhagdow ve ark., 2007; Hancock ve ark., 2007), kok
uclarinda (Arrigoni, 1994) ve yumru koklerde (Tedone ve ark., 2004) yiiksek oranda
bulunmaktadir. Kimyasal olarak, en sik rastlanan vitamin L-askorbik asit formu olsa
da D-arabo-askorbik asit ve L-arabo-askorbik asit izomerik formlar1 da mevcuttur.
Askorbik asit, askorbat peroksidaz enziminin katalize ettigi reaksiyonlarda elektron

vericisi olarak rol oynayarak bitkileri oksidatif hasardan korumaktadir.
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2.6.2.4. Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler yaygin olarak yapraklarda, ¢igeklerde ve polen tanelerinde bulunan
antioksidan bilesikler grubunda yer almaktadir. Fenolik bilesikler, yapisal olarak
flavanoidler (P vitamini), hidrosinnamik asit (HCA), taninler ve antosiyaninler olmak
tizere dort sinifa ayrilmaktadir. Bitkilerde lireme ve polenlerin ¢imlenmesinde, bitki
patojenlerine kars1 savunmada, ¢icek, meyve ve tohumlarda pigmentasyon saglamada
cesitli rollere sahiptir. Fotosentetik sistemde kloroplastik zarin dis tabakasinda tekli
oksijen radikali ('O.)’nin detoksifikasyonunda gorev alarak olusacak hasari

azaltmaktadir (Fini ve ark., 2011; Agati ve ark., 2012).

2.7. Calismanin Amaci

Bu calismada metalsiz ve bakir fitalosiyanin tiirevlerinin farkli konsantrasyonlarina 7
giin boyunca maruz birakilan Chlorella vulgaris alginin biyokiitle, klorofil-a,
malondialdehit (MDA), hidrojen peroksit (H202) prolin miktarlarindaki ve siiperoksit
dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APOD), glutatyon rediiktaz (GR) gibi

antioksidan enzimlerin aktivitelerindeki degisim incelenmistir.

Boylece model organizma olarak segilen C. vulgaris algi ile farkli fitalosiyanin
tiirevlerinin sucul ekosistem {iizerinde olasi etkilerinin belirlenmesi i¢in yapilan

ekotoksikolojik ¢alismalara katkida bulunulacag: diistiniilmektedir.



BOLUM 3. MATERYAL VE METOD

3.1. Caliyma Materyali

Cukurova Universitesi'nden (Adana, Tiirkiye) temin edilen Chlorella vulgaris algi

aksenik kosullar altinda Sakarya Universitesi Biyoloji Boliimii Bitki Fizyolojisi ve Alg

Ekolojisi laboratuvarinda kiiltiire alinmistir.

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

Buzdolab1 Numune ve ¢ozeltilerin Beko
saklanmasi

Etliv Kurutma ve sterilizasyon Niive

Hassas terazi

Istticili manyetik karistirict
Iklimlendirme kabini
Sogutuculu mikrosantrifiij
Sogutuculu santriftij
Spektrofotometre
Mikropipet

Mikropipet

Mikropipet

Otoklav

pH metre

Tartim

Cozelti hazirlanmasi
Alg kiiltiiri
Stipernatant eldesi
Pelet eldesi
Absorbans 6l¢timii
Enzim analizleri
Enzim analizleri

Soliisyon  hazirlanmasi  ve  enzim

analizleri
Sterilizasyon

pH ol¢timleri

Schimadzu SLB 320
Dragon med M 10068
Dev/Pet

Centrion scientific K3
Niive

Shimadzu mini UV 1240
Nichipet (100- 1000 pL)
Eppendrof (10-100 pL)

Eppendorf (1-10 mL)

Alp

Metler toledo
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3.3. Yontem

3.3.1. Hiicre kiiltiiriiniin hazirlanmasi

C. vulgaris susu BGI1 ortaminda (Rippka ve ark., 1979) aksenik sartlarda
yetistirilmistir (Tablo 3.2., Tablo 3.3. ve Tablo 3.4.). 250 mL’ lik erlenlerde steril olarak
hazirlanmis 180 mL’lik kiiltiir besiyerine 20 mL alg kiiltiirii inokule edilmis ve
iklimlendirme kabininde 25°C’lik sicaklikta, full spektrum lambalarin kullanildig:
5000 liix 151k siddetinde (12 saat aydinlik, 12 saat karanlik) olacak sekilde glinde 3
defa calkalanmak sart1 ile 10 giin beklemeye birakilmistir. Bu siire sonunda 1 pg

mL! olacak sekilde kiiltiirler tazelenmistir.

Tablo 3.2. BG11 ortamu igerigi (Rippka ve ark., 1979)

Bilesik Miktar

NaNO:; 1,5gL!

NaHCOs3 1gL!
K2HPO4 (1M) 0,2mLL"!

BG11 konsantre stok soliisyon 10 mL L!

Tablo 3.3. BG11 konsantre stok soliisyonu icerigi

Bilesik Miktar
MgS04.7H;0 7,5gL"
Sitrik asit 0,6 gL!
EDTA-Na» 0,1gL!
A5 stok soliisyonu 100 mL!
CaCl.2H20 36gL!
(NHa)s[Fe(CsH407)2] 0,6 gL!

Na2COs 2gL!

Tablo 3.4. A5 stok soliisyonu igerigi

Bilesik Miktar
H3BO; 286"
MnCL.4H20 1,81 gL'
NaxMo0O4.2H20 0,31 gL’

ZnS04.7H20 0,22 mL L"!
Co(NO3):.6H:0 0,05 g L-!

CuS04.5H20 0,08 g L!
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3.3.2. Uygulanan fitalosiyanin konsantrasyonlari

Hazirlanan kiiltlir ortamina eklenecek fitalosiyaninler olan 1(4),8(11),15(18),22(25)-
Tetrakis-(sodyum 2-merkaptoethansiilfonat)- metalsiz fitalosiyanin ve
1(4),8(11),15(18),22(25)-Tetrakis-(sodyum 2-merkaptoethansiilfonat) bakir (II)
fitalosiyanin i¢in ayr1 ayri1 stok soliisyonlart hazirlanmistir. Farkli fitalosiyanin
konsantrasyonlari ayr1 ayr1 erlenlerde bulunan ve klorofil- @ degeri 1 ug mL ! olan taze
C. vulgaris kiiltiirlerine eklenmistir. Bu kiilttirlere 1(4),8(11),15(18),22(25)-Tetrakis-
(sodyum 2-merkaptoethansiilfonat)-metalsiz fitalosiyanin bilesigi i¢in kullanilacak
konsantrasyonlar 0.5, 1, 2, 4, 6 ve 8 ppb olarak 1(4),8(11),15(18),22(25)-Tetrakis-
(sodyum 2-merkaptoethansiilfonat) bakir (II) fitalosiyanin bilesigi i¢in kullanilacak
konsantrasyonlar 0.5, 1, 2, 4, 6 ve 8 ppb olarak belirlenmistir.

Bu konsantrasyonlar kullanilan kimyasalin en etkili oldugu konsantrasyonun yarisini

ifade eden EC50 degerinin altinda belirlenmis olup Tablo 3.5.’de verilmistir.

Tablo 3.5. Chlorella vulgaris’e uygulanan fitalosiyanin konsantrasyonlari

1(4),8(11),15(18),22(25)- 1(4),8(11),15(18),22(25)-
Tetrakis-(sodyum 2- Tetrakis-(sodyum 2-
merkaptoethansiilfonat)-metalsiz merkaptoethansiilfonat) bakir
fitalosiyanin (IT) fitalosiyanin
0.5 ppb 0.5 ppb
1 ppb 1 ppb
2 ppb 2 ppb
4 ppb 4 ppb
6 ppb 6 ppb

8 ppb 8 ppb
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3.3.3. Deney ortam ve diizenegi

Fitalosiyanin ¢ozeltileri ilave edilmeden once aktiflestirme i¢in 200 mL C. vulgaris
kiltiirii on giin boyunca iklimlendirme dolabinda daha once belirtilen kosullarda
yetistirilmistir. Bu siirenin sonunda 50 mL kiiltiir hazirlamak i¢in klorofil-a miktart 1

ug mL! olacak sekilde yenilenmistir.

Belirtilen konsantrasyonlarda fitalosiyanin ¢dzeltileri hazirlanmis ve aktiflesmis
kiltlirlere uygulanmistir. Deneyler kontrol dahil {i¢ tekrarli yapilmistir. Bu siire
zarfinda C. vulgaris’in fotosentetik pigment (klorofil-a) ve optik yogunluk (OD)
miktarlarindaki degisim spektrofotometrik olarak her giin dl¢iilerek kayit edilmistir. 7.
giin sonunda kiiltiirler homojenizasyon iglemine tabii tutulmus ve elde edilen bu

homojenatlar -20°C’ de saklanmustir.

3.4. Olgiim ve Analizler

3.4.1. Optik yogunlugun (OD) ve biiyiime oraninin belirlenmesi

Alglerin biiylime oranint hesaplamak i¢in OD 750 degeri spektrofotometre
kullanilarak belirlenmistir. Kor olarak C. vulgaris i¢in BG11 kullamilmistir. C. vulgaris
alginde 100 mL alg kiiltiirii 900 mL BG11 medyumu ile seyreltilmistir (1/10 oraninda).
OD 750 degerindeki degisim her giin 6l¢iim yapilarak 7 giin boyunca takip edilmistir.
Boylelikle fitalosiyanin etkisine maruz birakilan C. vulgaris‘in biiylime oranlari

belirlenmistir (Garcia-Dominguez ve Florencio, 1997).
3.4.2. Fotosentetik pigment analizi (Klorofil-a)
Klorofil-a 6l¢iimii 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
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nm dalga boyunda absorbanslar belirlenmistir. Kor ¢ozeltisi olarak saf metanol
kullanilmistir  (Mackinney, 1941). Klorofil-a miktar1 Denklem 3.1’e gore

hesaplanmaistir:

Klorofil-a mL™" = Ages x 13.43 x 10 3.1

3.4.3. Toplam ¢oziiniir protein analizi

Toplam protein aktivitesinin belirlenmesi i¢in Bradford (1976)’un yontemi
kullantlmistir.  Alman 2 mL’lik  kiltirler 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 icin kullanilmis, gerekli olan ekstraksiyon
sollisyonu 100 mM potasyum-fosfat (pH=7.0), %2’lik PVP (polivinilpirolidon) ve 1
mM sodyum EDTA (Na,EDTA) ile hazirlanmistir. APOD analizi i¢in ise 50 mM Tris-
HCI (pH=7.2), %2’1ik PVP, 1 mM Na;EDTA ve 2 mM askorbat ile hazirlanmistir. Son
hacmi 5.5 mL olan reaksiyon soliisyonu i¢in sirastyla 100 pg protein igeren enzim
karisimi, 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 vorteksleme islemine tabii
tutulduktan sonra, 30 dk. karanlikta bekletilmistir. Spektrofotometrede 595 nm’de
yapilan Ol¢iimlerden elde edilen sonuglar ile protein miktarlarindaki degisim daha

once hazirlanmis olan standart grafikten yararlanilarak bulunmustur.

3.4.4. Siiperoksit dismutaz aktivitesi (SOD)

Toplam SOD aktivitesi i¢in Beyer ve Fridovich (1987)’in metodu kullanilmistir. 2 mL
hacimde alinan 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 (Na;EDTA) igeren ¢ozelti ile ekstrakte edilmistir. 14.000 rpm ve
+4°C’de 20 dk. santrifiijden sonra siipernatantlar alinmistir. 100 mM potasyum-fosfat
tamponu (pH=7.8), 9.9x10 M metionin, 5.7x10"> M NBT, (nitroblue tetrazolyum),
%1°lik triton X 100 ile hazirlanan reaksiyon ¢ozeltisine son hacim 1030 pL olacak

sekilde ilave edilmistir. Reaksiyonun baslamasi i¢in 0.9 pM riboflavin ilavesi
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yapilmustir. Tiipler 15 dk. boyunca 375 pmol m™s?! siddetinde 1s18a maruz
birakilmigtir. Bu siirenin sonunda 560 nm’de spektrofotometrede absorbans degerleri
okunmustur. Toplam SOD aktivitesi daha once hazirlanmis olan standart grafik

kullanilarak bulunmustur (U/mg protein).

3.4.5. Askorbat peroksidaz aktivitesi (APOD)

Toplam APOD aktivitesi i¢in Wang ve ark. (1991)’nin metodu kullanilmistir. Alinan 2
mD’lik kiltiirler 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 igeren ¢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
¢ozeltisine ilave edilmistir. Reaksiyon, son hacim 1000 pL olacak sekilde 10 mM
hidrojen  peroksit (H202) ilavesiyle baglatilmistir.  Absorbans  degerleri
spektrofotmetrede 290 nm’de 1 dk. boyunca alinmistir. Enzim aktivitesi, askorbatin
ekstinksiyon katsayist (2.8 mM/cm.290 nm) ile reaksiyonun baglangi¢c hizindan

hesaplanmistir (nmol askorbat/dakika/mg protein).

3.4.6. Glutatyon rediiktaz aktivitesi (GR)

Toplam GR aktivitesi i¢in Sgherri ve ark. (1994)’nin yontemine goére belirlenmistir.
Alman 2 mL’lik kiilttirler 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 ug protein igeren
stipernatant, 100 mM potasyum-fosfat tamponu (pH=7.8), 2 mM sodyum EDTA
(Na2EDTA), 0.5 mM okside glutatyon (GSSQG) 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 alinmistir. Diizeltme, NADPH yoklugunda GSSG yiikseltgenmesi ile
yapilmistir. Enzim aktivitesi, NADPH’nin ekstinksiyon katsayis1 (6.2 mM/cm. 340


https://tr.wikipedia.org/wiki/Nikotinamid_adenin_din%C3%BCkleotit_fosfat
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nm) ile reaksiyonun baslangi¢ hizindan hesaplanmistir (nmol NADPH/dakika/mg

protein).

3.4.7. Malondialdehit (MDA) miktari

Malondialdehit miktarinin belirlenmesi Heath ve Packer (1968)’in yontemine 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% trikloroasetik asit (TCA) (4°C)
ile homojenize edilmis, sonra 4100 rpm’de 10 dk. santifiirlij 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 karistirllmistir ve 30 dk. sicak
su banyosunda (95°C) bekletilmistir. Reaksiyon karigimlarinin absorbanslart 532 ve
600 nm dalga boyunda 6l¢iilmiis ve MDA miktar1 ekstinksiyon katsayist kullanilarak

hesaplanmustir.

3.4.8. H202 miktan

H>0» miktariin belirlenmesi Heath ve Packer (1968)’1in yontemine gore yapilmistir.
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 5 mL 0.1% TCA
(4°C) ile homojen edilmis sonra 4100 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmistir. 0.5 mL
siipernatanta, 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. H>O> miktari

daha once hazirlanmis olan standart grafik yardimiyla hesaplanmistir.

3.4.9. Prolin miktar

Prolin miktarinin belirlenmesi i¢in Weimberg (1987)’in metodu modifiye edilmistir.
15 mL hacimde alian 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
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santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatanttan prolin miktar1 (umol/g kuru agirlik)
asit-ninhidrin yontemine gore 520 nm dalga boyunda yapilan okumalara gore

spektrofotometrik olarak bulunmustur (Bates ve ark., 1973).

3.4.10. istatistiksel analizler

Istatistikler igin, verilere SPSS 20.0 paket programinda yer alan tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) yapilmis ve degiskenler arasindaki farkliligin belirlenmesi igin LSD
testi uygulanmistir. Anlamli Onemli Fark (AOF) olan her bir bagimsiz degisken igin

uygulama ve ¢esitler arasindaki farkin 6nem kontrolii %5 diizeyinde hesaplanmistir.



BOLUM 4. BULGULAR

4.1. Optik Yogunluk (OD)

C. vulgaris’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki metalsiz fitalosiyanin bilesiginin

OD 750 absorbanst iizerine etkisi Sekil 4.1.’de verilmistir.

Birinci giinden yedinci giline kadar giinler kendi aralarinda kiyaslandiginda, metalsiz
fitalosiyanin etkisine maruz birakilan C. vulgaris kiltiirlerinde 1. giin tim
konsantrasyonlarda (0.5, 1, 2, 4, 6 ve 8 ppb); 2. giin 0.5, 1, 4 ve 6 ppb konsantrasyonda;
3. giin 0.5, 1 ve 4 ppb konsantrasyonda; 4. giin 0.5, 1, 2 ve 4 ppb konsantrasyonda; 6.
giinde 2 ppb konsantrasyonda; 7. giinde 2 ve 8 ppb konsantrasyonlarda kontrole gore
OD 750 absorbansinda istatistiksel olarak anlamli bir artma olmustur (p<0.05). 2. giin
2 ve 8 ppb konsantrasyonlarda; 3. giin 2, 6 ve 8 ppb konsantrasyonda; 4. giin 6 ve 8
ppb konsantrasyonlarda; 5. giin tiim konsantrasyonlarda (0.5, 1, 2, 4, 6 ve 8 ppb); 6.
gin 0.5, 1, 4, 6 ve 8 ppb konsantrasyonlarda; 7. gin 0.5, 1, 4 ve 6 ppb
konsantrasyonlarda kontrole gére OD 750 absorbansinda istatistiksel olarak anlamli

bir azalma olmustur (p<0.05).
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Sekil 4.1. C. vulgaris’in metalsiz fitalosiyanin konsantrasyonlarina bagli OD 750 absorbansindaki 7 glinliik degisim

C. vulgaris’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirli fitalosiyanin bilesiginin

OD 750 absorbansi tizerine etkisi Sekil 4.2.”de verilmistir.

Birinci gilinden yedinci giine kadar giinler kendi aralarinda kiyaslandiginda, bakirl
fitalosiyanin etkisine maruz birakilan C. vulgaris kiiltiirlerinde 1. giin 0.5 ve 1 ppb
konsantrasyonlarda; 2. giin 0.5 ppb konsantrasyonda; 3. ve 4. giinlerde 0.5 ve 1 ppb
konsantrasyonlarda; 5., 6. ve 7. giinlerde 0.5, 1, 2 ve 4 ppb konsantrasyonda kontrole
gore OD 750 absorbansinda istatistiksel olarak anlamli bir artma olmustur (p<0.05).
1. giin 6 ve 8 ppb konsantrasyonlarda; 2. giin 4, 6 ve 8 ppb konsantrasyonlarda; 3. giin
2,4, 6 ve 8 ppb konsantrasyonlarda; 4. giin 4, 6 ve 8 ppb konsantrasyonlarda; 5., 6. ve
7. glinlerde 6 ve 8 ppb kontrole gére OD 750 absorbansinda istatistiksel olarak anlamli

bir azalma olmustur (p<0.05).
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Sekil 4.2. C. vulgaris’in bakirli fitalosiyanin konsantrasyonlarma baglit OD 750 absorbansindaki 7 giinliik degisimi

4.2. Fotosentetik Pigment Analizi (Klorofil-a)

C. vulgaris’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki metalsiz fitalosiyanin bilesiginin

klorofil-a tizerine etkisi Sekil 4.3.’de verilmistir.

Birinci giinden yedinci giine kadar giinler kendi aralarinda kiyaslandiginda, metalsiz
fitalosiyanin etkisine maruz birakilan C. vulgaris kiiltiirlerinde 1. giin tim
konsantrasyonlarda (0.5, 1, 2, 4, 6 ve 8 ppb); 4. ve 7. giinlerde 8 ppb konsantrasyonda
kontrole gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis goriilmistiir
(p<0.05). 2. ve 3. giinlerde konsantrasyonlar kontrole gore kiyaslandiginda klorofil-a
miktarinda tiim konsantrasyonlarda (0.5, 1, 2, 4, 6 ve 8 ppb); 4. giin 0.5, 1,2, 4 ve 6
ppb konsantrasyonlarda; 5. ve 6. giinlerde tiim konsantrasyonlarda (0.5, 1, 2, 4, 6 ve 8
ppb); 7. giin 0.5, 1, 2, 4 ve 6 ppb konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlaml1 bir

azalma gorilmiistiir (p<0.05).
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Sekil 4.3. C. vulgaris’in metalsiz fitalosiyanin konsantrasyonlarina bagl klorofil-a miktarindaki 7 giinliik degisimi

C. vulgaris’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirli fitalosiyanin bilesiginin

klorofil-a iizerine etkisi Sekil 4.4.’de verilmistir.

Birinci gilinden yedinci giine kadar giinler kendi aralarinda kiyaslandiginda, bakirl
fitalosiyanin etkisine maruz birakilan C. vulgaris kiiltlirlerinde 1., 2. ve 3. giinlerde
konsantrasyonlar kontrole gore kiyaslandiginda klorofil-a miktarinda 0.5, 1 ve 2 ppb
konsantrasyonlarda anlamli bir artma vardir (p<0.05). 4. ve 5. giinlerde
konsantrasyonlar kontrole gore kiyaslandiginda klorofil-a miktarinda 0.5, 1, 2 ve 4
ppb konsantrasyonlarda; 6. ve 7. giinlerde 0.5, 1, 2, 4 ve 6 ppb konsantrasyonlar
kontrole gore kiyaslandiginda klorofil-a miktarinda anlamli bir artma vardir (p<0.05).
1., 2. ve 3. giinlerde 4, 6 ve 8 ppb konsantrasyonlarda; 4. ve 5. gilinlerde 6 ve 8 ppb
konsantrasyonlarda; 6. ve 7. giinlerde ise 8 ppb konsantrasyonda klorofil-a miktarinda

kontrole gore istatistiksel olarak anlamli azalma olmustur (p<0.05).
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Sekil 4.4. C. vulgaris’in bakirl fitalosiyanin konsantrasyonlarina bagli klorofil-a miktarindaki 7 giinlikk degisimi
4.3. Toplam Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi

C. vulgaris’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki metalsiz fitalosiyanin bilesiginin

toplam siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi lizerine etkisi Sekil 4.5.”de verilmistir.

0.5, 1, 4, 6 ve 8 ppb konsantrasyonlarinda metalsiz fitalosiyanin etkisine maruz
birakilan C. vulgaris kiiltiirlerinin toplam SOD aktivitesi kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli bir degisim gdstermemistir (p>0.05). 2 ppb konsantrasyonda ise toplam
SOD aktivitesi kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir artma gdstermistir
(p<0.05). Toplam SOD aktivitesinin en yiiksek (1096.88 U mg protein™) ve en diisiik
(40.42 U mg protein) oldugu degerler sirastyla 2 ppb ve 6 ppb bakirl fitalosiyanin

konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.5. C. vulgaris algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki metalsiz fitalosiyanin tiirevine bagl olarak

toplam SOD aktivitesinde goriilen degisim

C. vulgaris’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirli fitalosiyanin bilesiginin

SOD aktivitesi lizerine etkisi Sekil 4.6.’da verilmistir.

6 ppb bakirl fitalosiyanin konsantrasyonunda toplam SOD aktivitesi istatistiksel
olarak anlamli artma gostermistir (p<0.05). 0.5, 1, 2, 4 ve 8 ppb konsantrasyonlarda
ise bakirl fitalosiyanin etkisine maruz birakilan C. vulgaris kiiltiirlerinin toplam SOD
aktivitesi kontrole gore istatistiksel olarak degisim gostermemistir (p>0.05). Toplam
SOD aktivitesinin en yiiksek (639.02 U mg protein™) ve en diisiik (68.92 U mg protein®
1) oldugu degerler sirasiyla 6 ppb ve 4 ppb bakirl fitalosiyanin konsantrasyonlarinda

tespit edilmistir.
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Sekil 4.6. C. vulgaris algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirli fitalosiyanin tiirevine bagli olarak

toplam SOD aktivitesinde goriilen degisim
4.4. Toplam Askorbat Peroksidaz Aktivitesi

C. vulgaris’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki metalsiz fitalosiyanin bilesiginin

toplam askorbat peroksidaz (APOD) aktivitesi lizerine etkisi Sekil 4.7.’de verilmistir.

0.5, 1, 2, 4, 6 ve 8 ppb konsantrasyonlarinda metalsiz fitalosiyanin etkisine maruz
birakilan C. vulgaris kiiltiirlerinin toplam APOD aktivitesi kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli bir azalma gostermistir (p<0.05). Toplam APOD aktivitesinin en
yiiksek (23.8 nmol AA™! dak! mg protein™) ve en diisiik (6.47 nmol AA™" dak! mg
protein™!) oldugu degerler sirasiyla 8 ppb ve 2 ppb konsantrasyonlarinda tespit

edilmistir.
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Sekil 4.7. C. vulgaris algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki metalsiz fitalosiyanin tiirevine bagl olarak

toplam APOD aktivitesinde goriilen degisim

C. vulgaris’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirli fitalosiyanin bilesiginin

toplam APOD aktivitesi lizerine etkisi Sekil 4.8.’de verilmistir.

0.5, 1, 2, 4, 6 ve 8 ppb konsantrasyonlarinda bakirl fitalosiyanin etkisine maruz
birakilan C. vulgaris kiiltiirlerinin toplam APOD aktivitesi istatistiksel olarak anlaml1
artma gostermistir (p<0.05). Toplam APOD aktivitesinin en yiiksek (24.8 nmol AA™!
dak™! mg protein™') ve en diisiik (2.35 nmol AA™! dak! mg protein) oldugu degerler
sirasiyla 1 ppb ve 8 ppb konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.8. C. vulgaris algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirli fitalosiyanin tiirevine bagli olarak
toplam APOD aktivitesinde goriilen degisim

4.5. Toplam Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi

C. vulgaris’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki metalsiz fitalosiyanin bilesiginin

toplam glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi lizerine etkisi Sekil 4.9.’da verilmistir.

1, 2 ve 4 ppb konsantrasyonlarinda metalsiz fitalosiyanin etkisine maruz birakilan C.
vulgaris kiiltiirlerinin toplam GR aktivitesi kontrole gore istatistiksel olarak anlaml
bir artma gostermistir (p<0.05). 0.5, 6 ve 8 ppb konsantrasyonlarinda metalsiz
fitalosiyanin bilesiginin etkisine maruz birakilan C. vulgaris kiiltiirlerinin toplam GR
aktivitesi kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir degisim gdstermemistir
(p>0.05). Toplam GR aktivitesinin en yiiksek (3.9 nmol NADPH! dk! mg protein™)
ve en diisiik (0.97 nmol NADPH™! dk! mg protein) oldugu degerler sirasiyla 2 ppb

ve 8 ppb bakirh fitalosiyanin konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.9. C. vulgaris algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki metalsiz fitalosiyanin tiirevine bagl olarak
toplam GR aktivitesinde goriilen degisim
C. vulgaris’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirli fitalosiyanin bilesiginin

toplam GR aktivitesi tlizerine etkisi Sekil 4.10.’da verilmistir.

6 ppb konsantrasyonlarinda bakirli fitalosiyanin etkisine maruz birakilan C. vulgaris
kiiltiirlerinin konsantrasyonunda toplam GR aktivitesi istatistiksel olarak anlamli
artma gostermistir (p<0.05). 0.5, 1, 2, 4 ve 8 ppb konsantrasyonlarda ise bakirli
fitalosiyanin etkisine maruz birakilan C. vulgaris kiiltiirlerinin toplam GR aktivitesi
kontrole gore istatistiksel olarak degisim gostermemistir (p>0.05). Toplam GR
aktivitesinin en yiiksek (1.87 nmol NADPH™! dk'! mg protein™) ve en diisiik (0.6 nmol
NADPH"!' dk! mg protein') oldugu degerler sirasiyla 6 ppb ve 1 ppb bakirh

fitalosiyanin konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.10. C. vulgaris algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirli fitalosiyanin tiirevine bagli olarak
toplam GR aktivitesinde goriilen degisim

4.6. Malondialdehit (MDA) miktar:

C. vulgaris’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki metalsiz fitalosiyanin bilesiginin

malondialdehit (MDA) miktar iizerine etkisi Sekil 4.11.’de verilmistir.

0.5, 1, 2, 4, 6 ve 8 ppb konsantrasyonlarinda metalsiz fitalosiyanin etkisine maruz
birakilan C. vulgaris kiiltlirlerinin MDA miktar1 kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli bir azalma gostermistir (p<0.05). MDA miktarinin en yiiksek (94.93 nmol g
TA™") ve en diisiik (38.15 nmol g TA™) oldugu degerler sirasiyla 2 ve 4 ppb bakirl

fitalosiyanin konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.



45

160 -
140
120 AOF %5
100 A
80 - T

60 - .
40 -
20_ -
0 - : : . . .
2 4 6 8

0 0,5 1

MDA Miktar1 (nmol g TA)

Metalsiz Fitalosiyanin Konsantrasyonlari (ppb)

Sekil 4.11. C. vulgaris algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki metalsiz fitalosiyanin tiirevine bagli olarak
MDA miktarinda goriilen degisim

C. vulgaris’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirli fitalosiyanin bilesiginin

MDA miktar1 tizerine etkisi Sekil 4.12.’de verilmistir.

0.5 ppb bakirli fitalosiyanin konsantrasyonunda MDA miktar1 istatistiksel olarak
anlamli artma gostermistir (p<0.05). 1, 2, 4, 6 ve 8 ppb konsantrasyonlarda ise bakirli
fitalosiyanin etkisine maruz birakilan C. vulgaris kiiltirlerinin MDA miktar1 kontrole
gore istatistiksel olarak degisim gostermemistir (p>0.05). MDA miktarinin en ytliksek
(33.86 nmol g TA™") ve en diisiik (14.08 nmol g TA™") oldugu degerler sirasiyla 0.5 ve

4 ppb bakirl fitalosiyanin konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.12. C. vulgaris algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirl fitalosiyanin tiirevine bagl olarak
MDA miktarinda goriilen degisim

4.7. Hidrojen Peroksit (H202) Miktari

C. vulgaris’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki metalsiz fitalosiyanin bilesiginin

hidrojen peroksit (H202) miktari iizerine etkisi Sekil 4.13.’de verilmistir.

0.5, 1, 2, 4, 6 ve 8 ppb konsantrasyonlarinda metalsiz fitalosiyanin etkisine maruz
birakilan C. vulgaris kiiltirlerinin H>O> miktar1 kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli bir azalma gostermistir (p<0.05). H>2O2 miktarinin en ytiksek (1.79 nmol g TA"
1) ve en diisiik (1.33 nmol g TA™! ) oldugu degerler sirasiyla 2 ve 0.5 ppb bakirh

fitalosiyanin konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.13. C. vulgaris algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki metalsiz fitalosiyanin tiirevine bagl olarak
H202 miktarinda gériilen degisim

C. vulgaris’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirli fitalosiyanin bilesiginin

H>0, miktari iizerine etkisi Sekil 4.14.’de verilmistir.

0.5 ppb bakirli fitalosiyanin konsantrasyonunda H>O: miktar: istatistiksel olarak
anlamli artma gostermistir (p<0.05). 1, 2, 4, 6 ve 8 ppb konsantrasyonlarda ise bakirli
fitalosiyanin etkisine maruz birakilan C. vulgaris kiiltiirlerinin H>O, miktar1 kontrole
gore istatistiksel olarak degisim gostermemistir (p>0.05). H>O» miktarin en yiiksek
(0.91 nmol g TA™!) ve en diisiik (0.45 nmol g TA ) oldugu degerler sirasiyla 0.5 ve 4

ppb bakirl fitalosiyanin konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.14. C. vulgaris algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirli fitalosiyanin tiirevine bagli olarak H2O2
miktarinda goriilen degisim

4.8. Serbest Prolin Miktari

C. vulgaris’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki metalsiz fitalosiyanin bilesiginin

serbest prolin miktari iizerine etkisi Sekil 4.15.’de verilmistir.

1, 2, 6 ve 8 ppb konsantrasyonlarinda metalsiz fitalosiyanin etkisine maruz birakilan
C. vulgaris kiiltiirlerinin serbest prolin miktar1 kontrole gore istatistiksel olarak
degisim gostermezken (p>0.05); 0.5 ve 4 ppb konsantrasyonlarinda metalsiz
fitalosiyanin etkisine maruz birakilan C. vulgaris kiiltlirlerinin serbest prolin miktari
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma gostermistir (p<0.05). Serbest
prolin miktarmin en yiiksek (1.17 pmol g TA™) ve en diisiik (0.74 pmol g TA™ ) oldugu

degerler sirasiyla 8 ve 4 ppb konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.15. C. vulgaris algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki metalsiz fitalosiyanin tiirevine bagli olarak
serbest prolin miktarinda goriilen degisim

C. vulgaris’e uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirli fitalosiyanin bilesiginin

serbest prolin miktari iizerine etkisi Sekil 4.16.’da verilmistir.

0.5 ppb bakirhi fitalosiyanin konsantrasyonunda serbest prolin miktar1 istatistiksel
olarak anlamli artmis olup (p<0.05); 1, 2, 4, 6 ve 8 ppb konsantrasyonlarda ise bakirli
fitalosiyanin etkisine maruz birakilan C. vulgaris kiiltiirlerinin serbest prolin miktari
kontrole gore istatistiksel olarak degisim gostermemistir (p>0.05). Serbest prolin
miktarinin en yiiksek (0.24 pmol g TA™!) ve en diisiik (0.06 pmol g TA! ) oldugu

degerler sirasiyla 0.5 ve 4 ppb konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.16. C. vulgaris algine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki bakirli fitalosiyanin tiirevine bagli olarak
serbest prolin miktarinda goriilen degisim



BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Yapilan bu c¢alismada Chlorella vulgaris algine uygulanan metalsiz ve bakirl
fitalosiyanin tiirevlerinin farkli konsantrasyonlarinin OD 750, klorofil-a miktari, bazi
antioksidan enzimlerin aktiviteleri (siiperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz ve
glutatyon rediiktaz) ile H2O, malondialdehit ve prolin miktarinda neden oldugu

degisimler arastirilmistr.

Alglerde biiylime ve gelismeyi yorumlamak i¢in klorofil-a ve OD 750 degerleri nemli
birer parametredir. C. vulgaris’de 7 giin boyunca klorofil-a ve OD 750 degerlerinde
kontrole gore degisimler gozlemlenmistir. Metalsiz fitalosiyanin uygulamasinda
klorofil-a miktarinda 1. giin tim konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore artis
goriiliirken; 2. giinden itibaren klorofil-a miktarinda diizensiz azalmalar gozlenmistir.
Ayrica metalsiz fitalosiyaninin alg biiylimesi iizerine diisiik konsantrasyonlarda 4 giin
boyunca olumlu etki yaptigi tespit edilse de zamana baghh olarak tiim
konsantrasyonlarda biliylime ve gelismeyi olumsuz etkiledigini gézlenmistir. Bakirh
fitalosiyanin uygulanan C. vulgaris’de ise klorofil-a miktarinda 7 giin boyunca diisiik
konsantrasyonlarda (0.5, 1, 2, 6 ppb) zamana bagli olarak 6nemli derecede artma
gbézlenmistir. Biliylime ve gelisim yoniinde ise 1. gilinden itibaren diisiik
konsantrasyonlarda (0.5, 1, 2 ve 4 ppb) 7 glin boyunca biyokiitle miktarinin arttig1
fakat yiiksek konsantrasyonlarda (6 ve 8 ppb) biiyiime ve gelisimin inhibe olmaya
basladig1 goriilmiistiir. Wong ve Chang (1991) yaptiklar bir ¢calismada farkli dozlarda
bakir (Cu), krom (Cr) ve nikel (Ni) metallerinin Chlorella pyrenoidosa algi izerindeki
etkilerini arastirmislardir. Bu ¢alismaya gore; Cu metalinin klorofil miktari, biiylime
ve gelismede toksik etkiye sahip oldugunu belirlemislerdir. Ayrica Mamboya ve ark.,
(2001) Padina boegesenmi iizerinde Cu metalinin artan konsantrasyonlara bagli olarak
algin gelisimi ve biyomasinda azalmaya neden oldugunu bulmuglardir. Cvetkovic ve

ark. (1991) Selenastrum capricornutum lizerinde yaptiklari bir calismada Cu metalinin
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0.5 mg L"""den yiiksek konsantrasyonlarda algin biiyiimesini zamana bagl olarak geri
doniisiimsiiz olarak inhibe ettigini belirtmiglerdir. Giinsel ve ark. (2018), suda
¢Oziinebilir alfa tetra subtitue ¢inko fitalosiyanin tiirevinin A. platensis lizerinde
bliylimeyi oOnleyici etkileri oldugunu bulmuslardir. Bu durum fitalosiyaninlerin
mikrotubiil fonksiyonunu bozmasi nedeniyle gerc¢eklesmis olabilir. Jancula ve ark.
(2008), substitue edilmis fitolasiyanin tiirevlerinin ¢evresel bolgelerindeki pozitif
yikiin, Pseudokirchneriella subcapitata ve Synechococcus nidulans gibi
fitoplanktonlara karsi inhibitor etkisi olusturdugunu rapor etmislerdir. Ralph ve
Burchett (1998), dort agir metalin (Pb, Zn, Cu ve Cd) laboratuvar ortaminda Halophila
ovalis alginde fotosentez kapasitesi lizerindeki etkilerini incelemislerdir. Bu dort agir
metalin fotosentez lizerine etkileri karsilagtirildiginda Cu ve Zn’nin, Pb ve Cd’ye
oranla daha toksik etkilere sahip oldugunu raporlamislardir. Piotrowska-Niczyporuk
ve ark. (2012), Cd, Pb ve Cu metallerinin 100 uM’lik konsantrasyonlarinin Chlorella
vulgaris tizerindeki etkilerini arastirmak icin yaptiklari bir ¢aligmada, Cd’nin klorofil-
a ve askorbat miktarinda en biiyilik azalmaya neden oldugunu goézlemlemislerdir. Cao
ve ark. (2011), farkl1 konsantarsyonalarda (102 ve 10~*mol L") uygulanan manganin
(Mn) Amphidinium sp.’de bliylime hiz1 {izerindeki etkisini arastirmiglardir. Sonugta
Mn konsantrasyonu yiikseldikce zamana bagli olarak Once artis sonra azalma
oldugunu gozlemlemislerdir. Surosz ve Palinska (2004), Anabaena flos-aquae ile
yaptiklar bir ¢alismada artan bakir konsantrasyonlarina bagh olarak algin klorofil-a
miktarinda azalma oldugunu bildirmisleridir. Pempkowiak ve Kosakowska (1998),
kadmiyum uygulanan Chlorella vulgaris alginin hiicre sayisi, biyokiitle ve klorofil-a
miktarindaki degisimlerini analiz etmislerdir. Sonug olarak kadmiyum konsantrasyonu
arttikca hiicre sayisi, biyokiitle ve klorofil-a miktarinda azalma oldugunu
bildirmislerdir. Xylander ve Braune (1994), Haematococcus lacustris algi tizerinde
farkli konsantrasyonlarda (1 ve 100 um) nikel (NiSO4 6H>0) metalinin etkilerini
arastirmislardir. Sonugta nikelin yiliksek konsantrasyonuna bagli olarak algin protein
ve karbohidrat miktarinda azalma gozlemlemislerdir. Literatiirde fitalosiyanin
tiirevleri ve agir metaller iizerine yapilan bu caligmalarin diisiik konsantrasyonlarda
bliylime ve klorofil-a miktar1 iizerinde arttirici, yiiksek konsantrasyonlarda ise inhibe
edici etki gosterdikleri belirlenmistir. Bu sonuglar yapmis oldugumuz ¢alisma

sonuglari ile benzerlik gostermektedir.
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Calismamizda, metalsiz fitalosiyanin uygulanan C. vulgaris kiiltiirtinde 2 ppb
konsantrasyonda; bakirli fitalosiyanin uygulanan C. vulgaris kiiltiirlerinde yiiksek
konsantrasyonda (6 ppb konsantrasyonda) SOD aktivitesinin arttigi, diger
konsantrasyonlarda kontrole gore bir degisim gostermedigi goriilmektedir. Stres
kosullarinda SOD aktivitesi genellikle artmaktadir (Allen, 1995). SOD, bitkilerde
antioksidan sistemin 6nemli bir enzimatik bilesenidir ve sliperoksit radikalini hidrojen
perokside parcalayan reaksiyonu katalizlemektedir (Abouzari ve Fakheri, 2015).
Piotrowska-Niczyporuk ve ark. (2012), Cu uygulanan C. vulgaris alginde SOD
aktivitesinin arttigini bildirmislerdir. Yine Scenedesmus bijugatus alginde bakir (Cu)
stresi lizerinde ¢aligma yapan Nagalakshmi ve Prasad (2001), SOD aktivitesinde artig
gozlendigini belirtmislerdir. Okamoto ve ark. (1996), Tetraselmis gracilis algi
tizerinde antioksidan enzimlerine kadmiyum agir metalinin etkilerini arastirdiklar1 bir
calismada, kadmiyumun artan konsantrasyonlarina bagli olarak SOD aktivitesinde
artis oldugunu bildirmislerdir. Tripathi ve ark. (2006), Scenedesmus sp. algi tizerinde
bakir ve c¢inko agir metallerinin etkilerini aragtirmislardir. Sonu¢ olarak SOD
aktivitesinin her iki agir metalin artan konsantrasyonlarmma bagli olarak arttigini
gozlemlemislerdir. Li ve ark. (2006), Pavlova viridis algi lizerinde bakir ve ¢inko agir
metallerinin SOD aktivitesinde metallerin yliksek konsantrasyonlarinda arttigini
bildirmislerdir. Bahsedilen ¢aligmalar ile yapilan bu ¢alismanin sonuglarinin paralellik
gosterdigi  goriilmektedir. Ayrica kullanilan fitalosiyanin tiirevlerinden bakirl
fitalosiyaninin, metalsiz fitalosiyanine gore yiiksek konsantrasyonda siiperoksit
radikali ve diger radikallerin olusmasina neden olarak SOD enziminin aktiflestirdigi

gorilmektedir.

Sundugumuz c¢alismada APOD aktivitesinde metalsiz fitalosiyaninin tiim
konsantrasyonlarinda azalma goriilmektedir. Bakirli fitalosiyanin uygulanan C.
vulgaris kiiltiirlerinde ise tiim konsantrasyonlarda artig goriilmektedir. APOD enzimi
antioksidan savunma sisteminde kilit bir enzimdir ve hiicrelerdeki H>O> miktarini
direkt olarak belirler (Asada, 1992). Nagalakshmi ve Prasad (2001), Cu uygulanan
Scenedesmus bijugatus alginde artan Cu konsantrasyonlarina bagl olarak APOD
aktivitesinde artis gozlendigini belirtmislerdir. Elbaz ve ark. (2010), Chlamydomonas

reinhardtii alginde civa uygulamalarinin APOD aktivitesini ve reaktif oksijen
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tirlerinin miktarim1 artirdigini belirtmislerdir. Yukaridaki bilgiler 1s1¢inda her iki
fitalosiyanin tlirevinin diisik konsantrasyonda alg Tlzerinde oksidatif stres
olusturdugunu ve APOD enziminin tam anlamiyla calistigi goriilmektedir. Metalsiz
fitalosiyanin uygulanan C. vulgaris kiiltiirlerinde APOD aktivitesi ve HoO» miktar1 tiim
konsantrasyonlarda azalmistir. Stres altindaki bitki dokularinda AsA/DHA oraninin
onemli derecede azalmasi, APOD’un ROS’larin detoksifikasyonu sirasinda AsA’y1
siirekli kullanmasindan kaynaklanmaktadir. APOD aktivitesinin AsA’nin diisiik
konsantrasyonlarinda 6énemli 6lgiide azaldigi belirlenmistir; bu nedenle APOD’un
aktivitesinin korunmast i¢in AsA’nin bitki dokularindaki miktarinin artmasi gerekir
(Asada, 1999). Bu nedenle metalsiz fitalosiyanindeki gozlemlenen azalmanin nedeni
enzimin yapisini bozdugundan kaynaklananmis olabilecegi gibi ortamdaki
indirgenmis askorbik asit miktarinin azalmasindan da kaynaklanabilecegi

distiniilmektedir.

Caligmamizda metalsiz fitalosiyanin uygulanan C. vulgaris alginde 1, 2 ve 4 ppb
konsantrasyonlarda GR aktivitesinde artis oldugu gozlemlenirken, bakirl: fitalosiyanin
uygulanan C. vulgaris alginde 6 ppb konsantrasyonda artis oldugu tespit edilmistir.
Sandalio ve ark. (2001), yapmis olduklar1 ¢alismada kadmiyum uygulanan Pisum
sativum bitkisinde GR aktivitesinde herhangi bir degisim olmadigini belirtmistir. Buna
benzer olarak Dewez ve ark. (2005), yapmis olduklar1 ¢alismada Scenedesmus
obliquus lizerinde bakir toksisitesinin etkilerini APOD, GR ve KAT aktiviteleri yoluyla
arastirmiglardir. Buna gore artan bakir konsantrasyonlarina bagli olarak KAT
aktivitesinde onemli derecede artis gézlemlenirken, APOD ve GR aktivitelerinde
onemli bir degisim olmadigini bildirmislerdir. Bunun sebebini de okside glutatyon
havuzunun diger enzimler tarafindan kullanilmis olabilecegi seklinde belirtmislerdir.
Li ve ark. (2006), yapmis olduklar1 ¢calismada, Paviova viridis lizerine uyguladiklar
bakir (Cu) metalinin GR aktivitesinde artan konsantrasyonlara bagl olarak diizensiz
bir sekilde artisa yol actigini bildirmislerdir. Morelli ve Scarano (2004), ise bakir
uygulamasinin Phaeodactylum tricornutum alginde SOD, KAT ve GR aktiviteleri
artirdigini gézlemlemislerdir. Yapilan baska bir calismada ise Scenedesmus vacuolatus
alginde bakir toksisitesinin GSH miktarini artirdigi, biyokiitle ve klorofil-a miktarinin

azaldig1 gozlenmistir (Sabatini ve ark., 2009). Melegari ve ark. (2013), yapmis
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olduklar1 bir ¢alismada Chlamydomonas reinhardtii algine bakir oksit nanopartikiilii
(CuO NP) uygulamislardir. Sonugta bakir oksitin artan konsantrasyonlara bagli olarak
algin APOD ve GR aktivitelerinde artis oldugunu gézlemlemislerdir. Stres kosullari
altinda artan GR aktivitesi organizmanin olusturdugu bir yanit olarak kabul
edilmektedir (Sharma, 2014). Literatiirdeki yapilan ¢aligmalar ile bu ¢aligmada elde
edilen sonuglar paralellik gdstermektedir. Her iki fitalosiyanin tlirevi i¢in diisiik
konsantrasyonda (0.5 ppb) GR aktivitesinde degisimin olugsmamasi GR’yi aktive
edecek diizeyde ROS’un {iiretilmedigini ya da diger antioksidanlar ile detoksifikasyon
saglandig1 gostermektedir. Ayrica bakirli fitalosiyaninin yiiksek konsantrasyonunda (6
ppb) GR aktivitesinin artig1 ayn1 konsantrasyondaki SOD artisinin desteklemektedir.
Ciinkii SOD enzimi ortama H>O> saglamaktadir. Metalsiz fitalosiyaninin yliksek
konsantrasyonunda bir degisim gostermemesi ROS iretiminin GR’yi uyaric1 esige
ulasmadig1 veya yapisinda bir hasar olusturabilecek diizeye erisemedigini

distindiirmektedir.

Yapilan ¢aligmada bakirl fitalosiyanin tiirevinin en diisiik konsantrasyonda (0.5 ppb)
C. vulgaris alginde H;O> MDA ve prolin miktarlarinda artis gézlemlenirken diger
konsantrasyonlarda degisim gézlemlenmemistir. H,O2> miktarinin artmas1 Haber-Weis
reaksiyonu ile OH®*" radikalinin olusumuna ve dolayisiyla lipit peroksidasyonunda
artmaya neden olmaktadir (Bowler ve ark., 1992; Goel ve Sheoran, 2003). Bahsi gecen
konsantrasyonda siiperoksit dismutazin fonksiyonel olmamasi ortamda O:*
miktarinin birikmesine neden olmustur. Lipit peroksidasyonu ile ortamdaki O»*
miktarinin  baglantili oldugu bilinmektedir (Choudary ve ark., 2007). Lipit
peroksidasyonun bir gostergesi olan MDA miktarinin ise bu nedenle artmis oldugu
sOylenebilir. Prolin ise stres kosullarinda lipid peroksidasyonuna karsi iiretilen bir
imino asittir (Fatma ve ark., 2007). Pseudokirchneriella subcapitata algi lizerinde
yapilan bir ¢alismada bakir metalinin biiyiime gelisme ve antioksidan cevaplari
incelenmistir. Sonug olarak Soto ve ark. (2001), yapmis olduklar1 bu ¢aligmada Cu
metalinin alg lizerinde artan konsantrasyonlariyla birlikte MDA ve KAT aktivitesinin
paralel olarak arttigini, buna bagli olarak biyokiitlede azalma oldugunu belirtmislerdir.
Ayrica bir diger ¢alismada Li ve ark. (2006), bakir stresi altinda olan Paviova viridis

de artan bakir konsantrasyonlarina bagli olarak MDA miktarinda ve SOD aktivitesinde
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ayni oranda artma goriildiigiini belirtmislerdir. Qian ve ark. (2010), Microcystis
aeruginosa alginde bakir siilfat (CuSOs) stresinde, hiicrelerdeki H>O> miktarin
zamana bagli olarak artirdigin1 ve buna bagl olarak klorofil-a miktarinda azalma
oldugunu bildirmislerdir. Lin ve Kao (2000), tuz stresi uyguladiklar1 Oryza sativa
bitkisinde hem H>O» miktarinda hem de MDA miktarinda degisim olmamasini diger
antioksidan enzimlerin aktivitesindeki degisimlere baglamislardir. Ayrica prolin hiicre
zar hasarin1 ve MDA birikimini 6nlemis olabilir. Siripornadulsil ve ark. (2002), prolini
asir1 iireten transgenik Chlamydomonas reinhardtii alginde kadmiyum uygulamasinin
MDA miktarinda degisim olusturmamasini, prolinin antioksidan olarak davranmasi
nedeniyle serbest radikal zararin1 6nledigi seklinde yorumlamiglardir. Bu ¢alismada
bakirli fitalosiyaninin diisitk konsantrasyonunda (0.5 ppb) gozlenen bu artis ayni
konsantrasyondaki artan prolin miktar1 ile aciklanabilir. Bakirli fitalosiyanin
uygulamasinda diger konsantrasyonlardaki (1, 2, 4, 6 ve 8 ppb) MDA ve H»0O:
miktarinin kontrole goére degismemesinin nedeni ise APOD aktivitesinin bu

konsantrasyonlarda anlamli artig gostermesinden kaynaklanabilir.

Metalsiz fitalosiyanin uygulanan C. vulgaris alginde MDA ve H>O> miktarlar1 kontrole
gore biitiin konsantrasyonlarda (0.5, 1, 2, 4, 6 ve 8 ppb) anlamli olarak azalmstir.
Zhang ve ark. (2007), agir metal sitresi altindaki Kandelia candel ve Bruguiera
gyvmnorrhiza bitkileri ile yapmis olduklart bir c¢alismada MDA miktarindaki
azalmanin, artan antioksidan enzim aktivitelerinden kaynaklandigini ve bdylece
membran hasarini 6nlemis olabilecegi belirtmisledir. Calismamizda elde edilen veriler
dogrultusunda azalan MDA ve H>O» miktarlar1 hiicrede serbest radikallerin kontrol
altina alindi@in1 ve lipit peroksidasyonun engellendigine isaret etmektedir. Ayrica
metalsiz fitalosiyanin uygulanan C. vulgaris alginde artan APOD aktivitesi, H2O>
miktarinin azalmasini ve bu nedenle MDA miktarindaki azalmay1 da agiklamaktadir.
Ciinkii APOD enzimi H>O» miktarini belirlemede ve antioksidan savunma sisteminde

kilit enzim gorevini iistlenmektedir (Asada, 1992).

Calismada metalsiz fitalosiyanin uygulanan C. vulgaris alginde serbest prolin
miktarinda konsantrasyonlara bagli olarak diizensiz bir azalma tespit edilmistir. Ewald

ve Schlee (1983), sodyum siilfit (Na2SO3) uygulanan Trebouxia sp. alginde serbest
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prolin miktarinin azaldigin1 ve bunun nedenin de prolin sentezinin inhibe edilmesinden
kaynaklanabilecegini bildirmislerdir. Genellikle literatiir ¢aligmalarinda; stres
kosullarinda serbest prolin miktarinin arttigindan séz edilirken, bu sekilde serbest
prolin miktarmin azaldigini belirten ¢alismalar da bulunmaktadir. Mehta ve Gaur
(1999), C. vulgaris tlizerinde yiiksek konsantrasyonlarda bakir metalinin etkisini
calismislardir. Sonug olarak da hiicre igerisinde biriken bu metallerin serbest prolin
miktarini arttirict yonde etkiledigi belirtilmistir. Baska bir calismada Arthrospira
platensis S5 susuna uygulanan bakirin hiicrede serbest prolin miktarini, MDA
miktarin1 ve SOD aktivitesini arttirict yonde etkiledigi rapor edilmistir (Choudhary ve
ark., 2007). Yukaridaki calismalara benzer olarak bizim calismamizda da ara
konsantrasyonlarda serbest prolin miktarinin azalmis olmast bu molekiiliin serbest
radikaller tarafindan kullanilmis olmasindan kaynaklanmis ya da metalsiz
fitalosiyanin uygulanan gruplardaki tiim konsantrasyonlarda H>O> seviyesinin

azalmasina bagli olarak azalan MDA miktar1 olabilir.

Calismamizda C. vulgaris’e uygulanan farkli fitalosiyanin tilirevlerine verilen
antioksidan cevaplar ayni konsantrasyonlarda farklilk gostermistir. Icerik olarak
farklilik gosteren fitalosiyaninlerin farkli diizeylerde reaktif oksijen tiirlerini
olusturmasi ve hiicrelerde farkli sekilde cevap olusturmasi bu bilesiklerin hiicredeki
metabolik dengeyi etkilediklerinin bir kanit1 niteligindedir. Bu nedenledir ki; farkl
kullanim alanlar1 olan ve her gegen giin bu kullanim alanlarina yenisi eklenen
fitalosiyanin tiirevlerinin uygulama, tiiketim ve sonunda olusan atik takibinde
caligmada kullanilan konsantrasyonlarin  dikkate alinmasi sucul ekosisteme
kontaminasyonunu kontrol altina almamizi saglayacaktir. Fitolosiyanin kaynakli
cevresel kirlenme tespitinde diger yliksek yapili organizmalara kiyasla tek hiicreli bu
kiigiik organizmalarin kullanilmasi hizli ve giivenilir gostergeler olarak daha sonraki

caligmalara 151k tutacaktir.
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