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OZET

ALTERNATIF BiR ASTAKSANTIN URETICISi OLARAK
Chlamydomonas nivalis’in URETIM SURECI
VE
ASTAKSANTIN POTANSIYELININ iINCELENMESI
CETMI, Serife Dilara

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Suphi S. ONCEL

Agustos 2019, 74 sayfa

Endiistriyel alanda en ¢ok iiretimi yapilan karotenoit cesitlerinden biri olan
dogal astaksantinin birincil treticisi konumundaki mikroalgler, icerdigi diger pek
cok metabolit sayesinde enerji, farmasotik, kozmesotik, nutrasotik, atik su aritimi
gibi alanlarda siklikla kullanilan mikroorganizmalardir. Bu tezde iliman iklim
kusaginda yaygin kullanilan tiirler disinda diisiik sicaklikta yasayabilen
Chlamydomonas nivalis’in farkli stres kosullarinda ve fotobiyoreaktorlerde
kiiltivasyonu ile astaksantinin alternatif iireticisi olarak kullanilabilirligi
arastirilmistir. Aksenik olarak UTEX kiiltiir koleksiyonundan alinan ekstremofilik
yesil mikroalg Chlamydomonas nivalis’in tretimindeki stres faktorlerinin
belirlenmesi amaciyla kabarcik kolon fotobiyoreaktorlerde farkli sicaklik, besin
ortam1 ve 151k siddetleri kullanilarak hiicre sayist ve yogunlugu, kuru agirlhik, pH,
sicaklik, fotosentetik aktivite, klorofil ve karotenoit miktarlar1 takip edilmis ve
astaksantin iceriginin belirlenmesi i¢in HPLC analizi yapilmistir. Petri ve
laboratuvar tiiplerinde kiiciik 6lcekteki kiiltivasyonundan 5L’°lik panel, tiibiiler ve
karigtirmali tank fotobiyoreaktorlerdeki iiretimine kadar 6lcek biiyiitmesi yapilarak
tiretimde fotobiyoreaktor ¢esidinin etkisi arastiritlmistir. Chlamydomonas nivalis’in
28°C’ye kadar sicakligi tolere edebildigi ve kirmizi kistik form gozlenmese de
HPLC sonuglarina gore astaksantin iiretimi en fazla BBM besin ortami iceren

kabarcik kolon fotobiyoreaktorde 0.137 mg/g olarak elde edilmistir.

Anahtar sozciikler: Chlamydomonas nivalis, astaksantin, fotobiyoreaktor,
mikroalg, ekstremofilik.






ABSTRACT

PRODUCTION PROCESS OF AN ALTERNATIVE ASTAXANTHIN
PRODUCER Chlamydomonas nivalis AND INVESTIGATION OF ITS
ASTAXANTHIN POTENTIAL

CETMI, Serife Dilara

MSc. in Bioengineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Suphi S. ONCEL

August 2019, 74 pages

Microalgae, which is the primary producer of natural astaxanthin, which is
one of the most produced carotenoids in the industrial field, is a microorganism
frequently used in energy, pharmaceutical, cosmeceutical, nutraceutical and waste
water treatment fields thanks to its many other metabolites.  In this thesis, it has
been investigated that Chlamydomonas nivalis, which can live at low temperatures
except cultivated species in temperate climate zone, can be used as an alternative
producer of astaxanthin by cultivation in different stress conditions and
photobioreactors. In order to determine the stress factors in the production of
extremophilic green microalgae Chlamydomonas nivalis, which was purchased
from UTEX culture collection as axenic, the cell number and density, dry weight,
pH, temperature, photosynthetic activity, chlorophyll and carotenoid amounts in
bubble column photobioreactors had analize with using different temperature,
nutrient media and light intensities, and HPLC analysis was performed to determine
the astaxanthin content. Effect of photobioreactor type to biomass production was
investigated by scaled-up from small scale cultivation by petri and laboratory tubes
to 5L of panel, tubular and stirred tank photobioreactors. Although no red cystic
form was observed Chlamydomonas nivalis was able to tolerate temperatures up to
28°C and, astaxanthin production was determined highest as 0.137 mg/g in bubble
column photobioreactor with content BBM nutrient medium.

Keywords: Chlamydomonas nivalis, astaxanthin, photobioreactor,
microalgae, extremophilic.
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ONSOZ

Biyomiihendislikteki ilk laboratuvar deneyimimde tanistigim ve bitirme
tezime de konu olan mikroalgler, yiiksek lisans egitimimde de {izerine ayrintili
calismak istedigim bir konu olmustur. Astaksantin gibi ¢ok giiclii bir antioksidani
tirettigi bilinen Chlamydomonas nivalis’in kriyofilik bir mikroalg tiirii olmasi
nedeniyle 1liman iklimde ticari anlamda yetistirilen diger tiirlere soguk iklimdeki
alternatifi olarak kullanilabilirligi arastirilmistir. Hakkinda biyoproses iiretimi
lizerine aragtirma bulunmamasi bu tlire olan ilgimi arttrmistir. Kiiltiir
koleksiyonundan tedarik edilmesinde ve sonrasinda sicaklik kaynakli adaptasyon
sorunlari, ¢alismanin baglarinda uzun zaman gerektirmistir. Ancak petriden
fotobiyoreaktorlere kadar artan hacimde iiretimin yapilabilmis olmasi ¢alismanin
istenilen sonuca vardiginin bir isarettir. HPLC analizleri ile nicel olarak astaksantin
tiretiminin saglandiginin gosterilmesi yeterli olsa da asil beklenen diger astaksantin
tireticilerinde oldugu gibi nitel olarak kirmizi kistik formlu hiicrelerin olugsmasiydi.
Tez kapsamindaki tiim parametreler, ilerleyen ¢alismalarda bu sonuca
ulagilabilmesi i¢in onciil bir ¢alisma olarak gosterilebilir ve ileriki ¢calismalara da

fikir verebilir.

[ZMIR
26/08/2019
Serife Dilara CETMI
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1.GIRIS

Doga, birbirinden farkli essiz ortamlar1 ve ev sahipligi yaptigi tiirler ile
organik pek cok iirliniin temel kaynagidir. Zamanla bilimsel aragtirmalarin hiz
kazanmasi, molekiiler diizeyde arastirmalar yapilabilmesi sayesinde var olan

kaynaklar daha verimli ve etkili sekilde pek ¢ok alanda kullanilmaya baslanmuistir.

Enerji kaynagi olarak kullanilan birincil kaynaklarin bilingsizce kullanima,
artan niifus, hava kirliligi ve ekosistemin kiiresel dlgiide sorunlarinin meydana
gelmesi bilim diinyasini yeni kaynaklara yoneltmistir. Kiiresel istnmanin bir sorun
olarak ele alindig: ilk yillardan itibaren kalan kaynaklarin beseri sistemler icin
yeterli gelmeyeceginin farkina varilmasi 1ile birlikte sentetik {iretimde

petrokimyasal atiklarin artmasi ekosisteme zarar vermistir.

Bitki ve mikroalgler CO salimindaki artisin birincil ¢6ziimleridir. Ancak
evrimsel siiregte mikroalglerin endosimbiyotik teori ile atmosfer i¢in dnemi ¢ok
daha ayr bir noktadadir. Atmosferdeki oksijenin ana kaynagi olarak mikroalglerin
gosterilmesi, bugiinkii sahip oldugu 10 binlerce tiir ¢esitliligi ile potansiyel pek ¢ok

tiriin i¢in de kaynak olustururlar.

Mikroalglerin molekiiler incelemeleri ile daha yakindan &grenilen
metabolitleri; gidadan farmasotige, kozmetikten besicilige, tarimdan aritima,
mimariden enerjiye ve medikal kullanimina kadar endiistriyel amagla ¢ok biiyiik
hacimlerde tiretilmekte ve ticari arenada genis bir pazara sahiptir. A¢ik ve kapali
alanlarda maliyet ve hedef iriiniin kalitesine bagli olarak {retimleri yapilan
mikroalglerin, kontrollii {iiretiminin fotobiyoreaktdr sistemlerinde saglanmasi
katma degeri yiiksek {irlinlin medikal alandaki kullaniminin oniinii acar. Basta
karotenoitler, flavonoitler, vitaminler olmak {izere antioksidan, antikanser,
antimikrobiyal, antiinflamatuvar 6zellikleri sayesinden mikroalgler; ila¢ ve besin

takviyesi ile diizenleyici ve tedavi edici ajan olarak kullanilabilmektedir.

Tez ¢alismast ile birlikte dogal astaksantinin birincil ireticisi mikroalg
tiirlerine alternatif olarak soguk iklim sartlarinda da yasayabilen Chlamydomonas
nivalis’in kullanimi degerlendirilmistir. Tiirlin ileriki ¢alismalarda kozmesotik ve
farmasotik alanlara yonelik kullanim potansiyeli diistinelerek
fotobiyoreaktorlerdeki iiretimi arastirilmak istenmistir. Bu calisma kapsaminda
Chlamydomonas nivalis mikroalginin laboratuvar sartlarinda kiiltivasyonu

yapilarak gesitli stres parametrelerinin ve fotobiyoreaktor tiretimlerinin astaksantin



iiretimine etkisi arastirilmistir. Genellikle dogadan tiir izolasyonu ve laboratuvarda
hiicresel ¢alismalarin yapildig: bir tiir olarak C. nivalis’in farkli fotobiyoreaktor
cesitlerinde tiretimlerinin karsilastirilmasi ve astaksantin igeriginin HPLC analizi
ile belirlenmesi, bu ¢aligsmanin 6zgiinliigiinii géstermekle birlikte ileriki ¢alismalara

da kaynak niteligindedir.



2.GENEL BILGILER
2.1.Mikroalgler

Dogal habitatlarinda yasayan pek c¢ok mikroalgin igerdigi biyoaktif
molekiiller, zaman igerisinde gelisen teknolojiyle birlikte kesfedilerek bugiin
sagliktan tarima, biyoyakittan gidaya, kozmetikten ¢evreye kadar farkli alanlarda
kullanilmaktadur. Ilk olarak birgok tiiriin habitatlarindan izole edilmesi ile baslayan
siirecte, tiir tayini yapilarak siniflandirilan mikroalglerin  derinlemesine
arastirilmas1 sayesinde, mikroalglerin bugilinkii endiistriyel amagla kullanimi
miimkiin olmustur. Evrimsel siirecte fotoototrof canlilarin Onciillerinden kabul
edilen mikroalgler, diinyadaki oksijenin de kaynagi olarak onemli bir gorevi

tistlenmislerdir.

Fosil yakitlarin enerji iiretiminde uzun yillardir birincil kaynak olarak
kullanilmas1 bugiinkii sera gazi etkisini ve beraberindeki pek ¢cok sorunu getirmistir.
Tam da bu sebepten dolay: aragtirmacilar yenilenebilir, ayn1 zamanda da karbon
saliminin Oniine gececek alternatif enerji kaynaklari arayigina girmislerdir (Schenk
et al., 2008).

Temelini sucul canlilardan alan birgok yeni iiriin, denizel biyoteknolojinin
gelisiminde 6nemli rol oynamistir (Wijffels, 2008). Son zamanlarda pek cok
aragtirmaya konu olan mikroalgler, artan enerji ihtiyacinin siirdiirtilebilir temiz bir
kaynagi olarak gosterilmektedir. Bu enerji kaynaklarinin basindaki biyoyakitlara
ornek olarak mikroalglerden karbon emisyonundan bagimsiz {iretilebilen
biyohidrojen hakkinda pek ¢ok arastirma bulunmaktadir (Oncel and Sabankay,
2012). Biyoyakit iiretiminde mikroalglerin kullanimi ile uygun maliyetli enerji
kaynagi saglamanin yani sira; yiiksek fotosentetik etkinlige sahip, biyokiitlesi hizla
artabilen bu organizmalar (Hemaiswarya et al., 2012) ayn1 zamanda da igerdikleri
pek cok biyoaktif bilesikler sayesinde medikal alanda insan sagligina dogudan
fayda saglarken gida ve besicilik gibi diger endiistri kollarinda da genis kullanim
olanagi bulmaktadir (Wijffels, 2008).

2.1.1.Mikroalglerden elde edilen metabolitler
Mikroalglerin, basta karotenoitler ve yag asitleri olmak iizere, genellikle stres

altinda daha yiiksek oranda {irettikleri sekonder metabolitler sayesinde saglik

alaninda kullanilmasina yonelik biiylik ¢apta biyokiitle tiretimleri yapilmaktadir



(Wijftels, 2008). Coklu doymamis yag asitleri (PUFA) ve karotenoitlerin yani sira
fikobiliproteinler, polisakkaritler ve fikotoksinler gibi ¢ok farkli degerli tirlinlerin
gida, akuakiiltiir ve nutrasotik amacla kullanimi mikroalgal biyokiitle iiretimi ile
saglanmaktadir (Del-Cambo et al., 2007; Sathasivam et al.’dan, 2017).

Karotenoitler, tiim fotosentetik organizmalar tarafindan geranilgeranil
difosfattan sentezlenir ve biyosentetik yolizinde, likopenin, [-karoten'e
dontstiiriildiigii ve bunun da astaksantine kadar metabolize edildigi bildirilmistir.
Fotosentetik bitkiler, likopen ve P-karoten sentezleyebilirken, astaksantin ise
bitkiler hari¢ diger fotosentetiklerce sentezlenen bir karotenoittir (Giuliano et.al.,
2000; Niu et al.’dan, 2014). Astaksantinin, B-karotene gore, hiicrenin biiyiime ve
cevresel strese karsi savunma mekanizmasinin gelistirilmesinde daha 1iyi
olmasindan dolay1 akuakiiltiir yetistiriciliginde tercih edilmektedir (Niu et al.,
2014). Mikroalgin basta UV i1smnlarindan korunmasinda 6nemli rol oynayan
astaksantin, serbest radikallerden, lipit peroksidasyonundan ve oksidatif hasardan
hiicreyi koruyarak medikal alanda da basta kanser olmak {izere pek ¢ok
enflamatuvar ve ndrodejeneratif hastaliktan korumaktadir (Yuan et al., 2011;
Sathasivam et al.’dan, 2017).

Spirulina, Chlorella, Haematococcus, Dunaliella,  Botryococcus,
Phaeodactylum, Porphyridium, Chaetoceros, Crypthecodinium, Isochrysis,
Nannochloris, Nitzschia, Schizochytrium, Tetraselmis ve Skeletonema’ya ait tiirler
ticari olarak en ¢ok bilinenler olsa da zengin mikroalg ¢esitleri sayesinde halen yeni
tiirler tanimlanarak ticari kullanim i¢in potansiyelleri arastirilmaktadir (Sathasivam
etal., 2017).

2.2 .Ekstremofilikler

Diinya iizerindeki yasami etkileyen en Onemli parametrelerden biri,
sicakliktir. Biyosferdeki -89°C’taki Antarktika’dan 400°C’taki derin deniz
tabanindaki hidrotermal sulara kadar olan bu sicaklik farki sayesinde canlilar
cesitlenmistir (Siddiqui, 2015). Antropolojide “ekstremofil”i, insan yasami i¢in
uygun olmayan durumlar olarak tanimlanirken, gercek “ekstremofiller” ekstrem
yani ug sartlart seven anlaminda kullanilmaktadir. Bu tanima gore ekstremofiller,
ekstrem kosullar altinda kolaylikla yasayan hatta bu sartlarda en uygun biiyiime ve
gelismeyi gosteren canlilar i¢in kullanilirken bu sicakliklara sadece tahammiil
edebilen ancak optimum biiylimeyi saglayamayan canlilar i¢in bu terim

kullanilmamaktadir (Weber et al., 2007). Genelde optimum yasadiklar1 yere gore



gruplandirilan ekstremofiller pH 10’unun {izerideyse alkalofiller; pH 4’tin
altindaysa asidofiller; yiiksek hidrostatik basingtaysa barofiller ya da piezofilik;
kaya igindeyse endolitsler; 0.2 M’ {izerindeki yiiksek iyonik ortamdaysa
halofiller; yiiksek sicakliktaysa termofiller; diisiik sicakliktaysa psikrofiller olarak
adlandirilmaktadir. Bunun yani sira, 6rnegin termoasidofilikler gibi, diisiik pH’ya
sahip yiiksek sicakliklarda yasayan birden fazla duruma adapte olmus
ekstremofilikler de vardir (Cavicchioli, 2002; Rothschild and Mancinelli, 2001;
Weber et al.'dan, 2007).

Canlilar ekstrem sartlarda yasayabilmek adina pek ¢ok metabolik yol
gelistirmistir. Bu metabolik yollar genellikle daha yiiksek sicakliga toleransl ve
asirt pH degerlerinde caligsabilen enzimler tarafindan katalize edilir ve
ekstremofiller genellikle ¢evresel uc sartlardan hiicreyi koruyan fonksiyonlara
sahip makromolekiiller iiretir (Morozkina et al., 2010; Mikulic and Beardall'dan,
2014). Ornegin bazi hiicresel bilesenlerin termostabilitesi 250°C’a kadar
cikabilmektedir (White, 1984; Fushida et al., 2014; Siddiqui’den, 2015).
Ekstremofiliklerin farkli sicakliklarda tirettigi ezimler 6zellikle gida endiistrisinde
onemli yer tutmaktadir. 45 — 100°C veya daha yiiksek bir sicaklik araliginda
calisabilen termofilik enzimler, dogal tatlandiricilarin iiretiminde kullanilirken; 5
ila 20°C arasinda degisen sicakliklarda calisan psikrofilik enzimler ise yliksek
aktiviteleri nedeniyle kullanilir, 1s1 ile kolayca inaktive edilir, bakteriyel
kontaminasyon diisiik sicaklik nedeniyle azalir (Herbert, 1992; Gerday et.al., 2000;
Rasmussen and Morrissey' den, 2007). Soguk bolgelerde pahali 1sitma giderlerini
diislirerek reaksiyonlarin yiiksek verimle, Ozgiilliikleri ile istenmeyen yan
reaksiyonlari elimine ederek kararsiz ara bilesiklerin olusumunu 6nleyerek gida ve
farmasotik endiistrisinde stabil ve yiiksek kalitede son iirline ulasilmasinda énemli
yer tutarlar (Siddiqui, 2015). Psikrofilik enzimler, bira ve sarap fermentasyonu ve
peynir liretiminin yaninda, mayalanma siiresini azaltmak i¢in hamur endiistrisinde
de kullanilabilirler. Siit endiistrisinde laktozun glikoz ve galaktoza diislik
sicakliklarda donlismesine imkan vererek bakteriyel aktiviteyi diigiiriir ve verimi
hizlandirirlar. Alkalifilikler ise iirettikleri enzimler ile diisiik maliyetli emiilsifiye,
kopiik ve stablize ajani olarak kullanilarak gidada kivamin belirlenmesinde de rol
alirlar (Herbert, 1992; Gerday et.al., 2000; Rasmussen and Morrissey'den, 2007).

Endiistride genis bir yelpazede enzimleriyle gorev alan ekstremofilikler,

tirettikleri diger makromolekiillerle de pek ¢ok aragtirmaya konu olmaktadir.



2.2.1.Ekstremofilik mikroalgler

Son yillarda ekstremofilik mikroorganizmalarin yetistirilmesine duyulan ilgi
irettikleri ¢esitli metabolit, enzim ve yiizey aktifleri gibi degerli bilesikler
nedeniyle artmistir (Escudero et al., 2014). Biiyiik 6lgekte iiretilerek 6zellikle
gidada genis kullanim imkan1 bulan mikroalglerden Nostoc tiirleri, sicak kaynak
sularindan ¢ollere hatta kutup bolgelerine kadar pek c¢ok u¢ sartta
bulunabilmektedir. Fotoototrofik siyanobakteri olan Spirulina, ¢ok yiiksek pH
degerindeki hafif tuzlu gollerde yasamaktadir. Tuz tolerans araliginin en ¢ok oldugu
bilinen Dunaliella tiirleri ise halofiliklere en gilizel ornektir (Rasmussen and
Morrissey, 2007). Dunaliella ve Spirulina gibi tiirlerin sahip oldugu bu 6zellikleri
dolayisiyla ticari tiretimleri karmasik olmayan acik havuz sistemlerinde basariya
ulasmistir. Tiim mikroalg tilirlerinin bu sekilde {iiretilme sansi olmadigi gibi
yasayabilmeleri i¢in O6zel kosullarin saglandigi pahali kapali fotobiyoreaktor
sistemlerine de ihtiya¢ duyulmaktadir (Parmar et al., 2011). Kontrollii iiretimin
saglanabildigi fotobiyoreaktorler sayesinde mikroalglerin ¢esitli metabolitleri
yiiksek saflikta ve kalitede verimli bir sekilde {iiretimleri yapilarak ozellikle
farmasotikte kullanilmaktadir. Ornegin Dunaliella salina gibi ekstremofiller giimiis
nanopartikiiller ile birlikte yan etkileri minimuma indirerek gii¢lii antikanser 6zellik
gosterebilirler (Singh et al., 2017).

Heterotrofik iretilebilen Chlorella tiirleri ise kontaminasyona ugramadan
yiksek kalitede medikal {irlin gelistirilmesinde Onemlidir. Haematococcus
pluvialis, azot kitliginda iiretimini arttirdig1 astaksantin ile endiistriyel alanda biiyiik
Olgekli tiretimlerde en ¢ok kullanilan tiirler arasinda yer almaktadir (Rasmussen and
Morrissey, 2007).

Ekstremofilik mikroalglerin normal yasam kosullarinda yasayan mikroalg
tiirlerine oranla daha verimli oldugunu sdyleyen ¢ok caligma olmasa da bu durum
asitli sartlarda yasayan ekstremofilik mikroalglerin biiylime hiz1 i¢in dogru degildir
(Vaquero et al., 2014). Asidofilik Chlamydomonas tiirleri ¢ok yiiksek Cd igeriginde
bile yasayabilirken dogal sulardaki agir metal toksisitesine karsi koruyucu etki
gostermektedir (Aguilera and Amils, 2005). Ayrica yiiksek metal
konsantrasyonunun yaninda diisiik pH ve yiiksek sicakligi tolere edebilen bir
ekstremofilik mikroalg tiirii olan Cyanidium caldarium, iizerinde ¢ok ¢alisilan ve
notr pH’da 1liman sicakliklarda iyi yetisen Chlamydomonas reinhardtii mikroalg
tirti ile karsilagtirldiginda yiiksek Zn konsantrasyonunda daha iyi geliserek
fotosentez yapmaktadir (Mikulic and Beardall, 2014). Termotolerant ve



halotolerant bir tiir olarak Nannochloris izolatlar ile yapilan ¢alismalar igerdikleri
palmitoleik ve oleik asitler ile biyodizel {iretiminin yani sira sinir hiicresinin miyelin
biyosentezinde gorevli nervonik asit ile de farmasotik enddistrisi i¢in onemli bir

potansiyeli icermektedir (Saadaoui et al., 2016).

Mikroalglerin biyoremediasyondaki kullanimi uzun yillardir pek ¢ok
calismaya konu olmustur. Insan kaynakli plastik atiklar ise bugiiniin en biiyiik cevre
sorunlarindan birini olusturmaktadir. Bir¢ok organizmaya toksik zarar vererek
cevresel felakete doniisen bisfenol-a (BPA) polikarbonat plastikler ve epoksi
reginelerin iiretiminde kullanilan organik bir bilesiktir. Insanlarin ve hayvanlarin
endokrin sistemine etkiyerek ilireme, sinir ve immiin sisteminde bozukluklara yol
acan BPA’nin su kaynaklarindaki miktar1 akuakdiltiirdeki canlilarin da tolere
edebilecegi sinirin ¢ok ilizerindedir. Bu durum o6ncelikle sudaki hayati olumsuz
etkilese de zamanla tiim canlilar icin kiiresel bir sorun haline gelmistir. Sucul
hayatin iireticisi konumundaki mikroalglerin de kirletici ajanlardan etkilendigi
bilinmektedir. Ancak alkalifilik bir mikroalg tiiri olan Picocystis sp.’nin yiiksek
orandaki BPA’y1 tolere edebildigi hatta antioksidan enzimleri yardimiyla
pargalayarak uzaklastirdigi kanitlanmistir (Ben Ouada et al., 2018). Bu da temiz su
kaynaklarma en cok ihtiyag duyulacak oniimiizdeki yillarda umut verici bir

geligmedir.

Iyi bir dogal antioksidan olan luteini yiiksek oranda sentezleyen asidofilik
yesil mikroalg Chlamydomonas acidophila’nin farkli karbon kaynaklarini
kullanarak lutein, zeaksantin, a-karoten, P-karoten gibi ¢esitli karotenoitleri

sentezledigi bilinmektedir (Cuaresma et al., 2011).

Tatli su mikroalglerinden olan kar algleri kutup ve daglik bdlgelerin kalici kar
ve buzullarinda yasamaktadir. Metabolizmalarini 0°C’in  altindaki  diisiik
sicakliklara, kuruluga (desikasyon), osmotik strese ve yiiksek solar radyasyona
karst adapte etmislerdir (Leya et al, 2006). Ornegin filamentdz yapidaki
Xanthonema sp.’nin yiiksek NaCl konsantrasyonunu tolere edebildigi, los 1sikta
6°C’1n altindaki sicakliklarda maksimum biiyiime gosterirken 16°C’1n iizerindeki

sicakliklarda yagayamadigi bilinmektedir (Tartari and Forlani, 2008).
2.2.2.Karda yasam

Buzul ablasyonu atmosferik, ekolojik ve hidrolojik nedenlerden dolay1 gelen

1sinlarin yansima oranindaki degisime duyarlidir. Taze kar goriiniir radyasyonun



%90' indan fazlasin1 yansitirken erime siiresince tane biiylikliigii ve su icerigi
arttitkca yansima orani diiserek kar erimesi hizlanir. Organik ve inorganik
safsizliklar da bu siirecte onemli rol oynar (Ganey et al., 2017). Kar algleri ise
atmosferik karbon dongiisiinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Williams et al., 2003;
Remias et al.’dan, 2005). Ototrofik kar ve buz algleri buzul iizerinde, erimis buz
iizerinde ve buz oyuklarinda yasayarak heterotrofik hayvan ve bakteri
popiilasyonlarinin yagamlarina da katki saglayarak karbon dongiisiinde yer alirlar
(Takeuchi, 2013). Kar alglerinin neden oldugu “bioalbedo” ya da “biyoyansima”
sayesinde metabolik kullanilabilirligi olmayan kar suya doniisiir ve fotosentetik
mikroalgler yeniden canlanarak aktiflesir (Ganey et al., 2017). Yaz sezonunda
Chlamydomonas nivalis baskin tiirdiir, ancak karin derinliklere dogru degisen
mineral ve suya gore alg dagilimi da degismektedir (Takeuchi, 2013). Genellikle
kirmizi kar, C. nivalis’in neden oldugu bir olay olarak karsimiza ¢ikar; ancak
kiiresel, kalin duvarli, kistik formda goriilen bu hiicre gibi bagka tiirlerin de benzer
ozellikler gosterdigi arastirilmistir (Hardy and Curl, 1968). Tiir ¢esitliligini
etkileyen buzulun su igerigi, ylizey kosullari, riizgar, toz, besin, yagis ve solar
radyasyon gibi parametreler ayni zamanda da buzuldaki tiir dagilimlar ve
yogunluklarini, {rettikleri metabolitleri etkilemektedir (Takeuchi, 2013).
Fotosentetik ve karotenoit pigment olan bu metabolitleri iceren kirmizi hiicreleri ile
kar algleri, radyasyondan korunurken karin yiizey yansimasim disiiriir ve
buzullarin erimesi hizlanir. Besin sikintisi kistik (non-motile) hiicrelerin karotenoit
dretimini tetikler ve kis boyu kistik formda kar altinda kalirlar. Baharla birlikte
degisen ortam sartlar1 ile yeniden aktifleserek bu dongiiyii olustururlar (Ganey et
al., 2017).

2.2.3.Chlamydomonas nivalis’in genel 6zellikleri

2.2.3.1.Chlamydomonas nivalis’in yvasam alani

Chlamydomonas diinya ¢apinda tatli su géleti, gol, yosun golleri, tuzlu ve aci
sular, kar, bahge ve tarimsal toprak, orman, ¢6l, turbalik, nemli duvarlar, volkanik
alanlar gibi ¢ok cesitli yerlerden izole edilebilen genis tiir cesitliligine sahip bir
genustur (Harris, 1988). Biiyiik kar alanlari ise Painter ve dig. (2001)’nin kullanmis
oldugu gibi hava kaynakli bir goriintiileme spektrometresi sayesinde kar alglerinin
dagilimi ve miktar1 karakterize edilerek karsilastirilabilmektedir. Cogu zaman
Alplerde ve Kuzey Kutbu'ndaki kalic1 kar ekosistemlerinde goriilen kar algleri,
Avrupa Alplerinde ise, mayis ayindan itibaren genellikle 1800 m'den daha yiiksek

alanlarda erimis kar ylizeyinde biriktiklerinde kirmizi1 kar alanlarina neden olurlar.



Bu kriyofilik alg patlamalar1 (algal bloom), kutup bolgelerinde oldugu kadar, diinya
capinda bir¢ok yliksek kesimde ve kiy1 bolgelerinde kus kolonilerinin yaninda dahi
yogun alg olusumu goézlemlenmistir (Remias et al., 2005). Chlamydomonas nivalis
1969-1970 yillar arasindaki karli donemde Sierra Nevada’nin 3000 m’nin iizerinde
kirmizi, biiyiik ve kiiresel hiicreler halinde kar yiizeyinin 30 cm derinligine kadarki
kisimda gozlenmistir (Thomas, 1972). Afrika (Fas'in Atlas daglar1)’da da kar algleri
tanimlanmistir (Duval et al., 1999; Remias et al.’dan, 2005).

2.2.3.2.S1miflandirma ve adlandirmadaki karisiklik

Kar ve buzullarda yapilan arastirmalar 1liman ve tropikal iklimlere nazaran
daha azdir. Alp ve kutuplardaki 2000 yildir bilinen kirmizi kar olay1 ancak 19.yy'da
mikroskopinin gelisimi ile tek hiicreli kirmizi renkli alglerin ¢ok faza iiremisi
sonucu olustugu Ogrenilebilmistir. 20.yy itibariyle sistematik alandaki ¢aligmalar
sayesinde kirmizi, yesil, turuncu hatta gri karlara neden olan tiirler tanimlanmaya
baslanmistir. Genellikle cesitli renklerdeki karlarin nedeni olan organizmalarin
yesil alg oldugu kanitlansa da yine de tam taksonomik kimlik belirsizdir ve elektron
mikroskobu ile molekiiler yontemler kullanilarak detayli arastirma yapilmasi
gerekmektedir (Remias et al., 2005). 1967 nin Eyliil ayinda Ingiltere’deki bir
caligmada Cairngorm Daglar1 (iskogya)’nm 1140 m’deki kar yiizeyinden alinan
numuneler arastirilmis ve igerisinde kirmizi renkte goriilen C. nivalis 1846’da 1070
m kar yilizeyinde Protococcus nivalis olarak, 1885°te ise Spharella nivalis olarak
literatiire gegmistir (Light and Belcher, 1968). Ancak eski kaynaklarda gegen bu tiir
isimleri i¢in genetik haritalama yapilmamistir. Cogu kaynakta sinonim olarak gegen
tiirler sonraki caligsmalarda ayr1 bir tiir olarak ele alinmistir. Bu da pek ¢ok tiir gibi

C. nivalis’in de taksonomisinde karisikliklara neden olmustur.

Cogu kar algi Chlamydomonas ve Chloromonas cinslerine aittir. Fizyolojik
Olglimler yaparken habitatlarina dikkat etmek gerekir. Chloromonas ve
Chlamydomonas cf. nivalis benzer 6zellik gosterseler de Chlamydomonas nivalis
daha yiiksek bolgelerdeki kirmizi karda yaygindir, daha fazla astaksantin ve tiirevi
icermektedir. Ayrica yliksek-diisiik 151k stresine karsi daha dayaniklt ve uyum
saglamig bir tiirdiir (Remias et al., 2010). Diger bir fark da Chlamydomonas
nivalis’in kriokonit denilen yapisi sayesinde yiiksek isinlara karsi golgelenerek
korunabilir. Ancak, Chloromonas nivalis gibi tiirlerin hipnoblastlarinda ise bdyle
bir yap1 gozlenmez. Chlamydomonas cf. nivalis neredeyse tim Arktik ve Alpin
bolgelerinde goriildiigii icin kozmopolit kriyofilik bir tiir olarak kabul edilebilir

(Remias et al., 2005). Mikroskobik aragtirmalar sadece belirli tiirler ve yasam
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dongiisii asamalar1 i¢in bu tiir bir tanimlama ve siniflandirma saglayabilirken
edinilen bilgiler ilerde yeni bir Chlamydomonas tiiriine aktarilabilir.

2.2.3.3.Chlamydomonas nivalis’in hiicresel yapisi

Karli ytiksek alanlarda yaz déonemi boyunca ekstrem sicakliklara, yiiksek
radyasyona ve diisiik besin miktarina adapte oldugu essiz bir mikrohabitat
icerisinde yasayan C. nivalis (Sekil 2.1) mikroalg tiirii hiicresel yapi itibariyle
ekstrem kosullara karst mekanizma gelistirir. Hiicrelerin fizyolojik olarak aktif
olmasi i¢in, kar yeni yagan karlarda oldugu gibi ne soguk ne de ¢ok kuru olmalidir.
Flagel kazandiklar1 asamada ise flageller; 151k ve sicaklik ihtiyaglarina gore kar
icindeki en uygun derinlige ulagmalarini saglar. Yasam dongiisiiniin ¢ogu, giinliik

donma-¢6ziilme dongiilerine en dayanikli formlar1 immobil hipnoblast asamasidir.
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Chlamydomonas nivalis
Sekil 2.1 UTEX LB 2824 Chlamydomonas nivalis vejetatif formunun mikroskobik gériiniimii

C. nivalis diizgiin bir hiicre duvarina sahip halinin ¢ap1 14,9 um £+ 5.7 pm
olarak olciilmiistiir (Sekil 2.2.b), bazen bir miisilaj tabakasi ile ¢evrelenmis veya
organik ve inorganik parcaciklar ile kapli bir hiicre duvari yiizeyine sahip
olabilirken (Sekil 2.2.a) yaz donemi sonunda genelde kaya ve toprak tizerinden
alimmis Orneklerde ise diger materyallerle birlikte karisik halde bulunur (Sekil
2.2.c). Hiicre duvarinin etrafina tutunan tozlarla birlikte, fungus ve bakterilerinde
oldugu biyota simbiyotik ya da parazit bir yasam formunda yasayabildigini gosterir.
C. nivalis'in hiicre duvar1 bu ekstrem ¢evreye karsi dis sinir olusturdugu igin
mekanik acgidan yok etmenin zor oldugu ¢ok sert bir katmandir (Remias et al.,
2005).
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Sekil 2.2 Kistik haldeki C. nivalis'in mikroskobik gériiniimleri. a)hiicre duvari miisilaj tabaka ile
cevrili, b)hiicre duvari diizgiin, c)inorganik materyaller ile ¢evrili. bar:10 pm (Remias et al., 2005)

Kar algleri, genellikle farkli biiytikliiklerdeki sitoplazmik lipit damlaciklar
ile kaplandig1 icin ekstraplastidik karotenoit birikimi gosterir. Bu karotenoit
birikimi hiicrenin yasina baghdir. Hiicrenin merkezinde zarla c¢evrili halde
konumlanan kloroplast, tilakoid membranlarin 3-7 tilakoid seklinde paketlendigi
grana yiginlarindan olusur. Plastidler ¢cok sayida plastoglobiil icerebilmektedir
(Remias et al., 2005). C. nivalis’in sitoplazmik graniillerinde Viala (1966)
tarafindan astaksantin esterleri oldugu soylendigi karotenoitlerin birikimi
dolayistyla kirmizi renkli, kamgilarin1 kaybetmis kistik formlu (zigospor) duragan
hiicreleri diisiik sicakliklara uzun siire dayanabilmektedir. Klorofil miktarindaki
diismeye takiben azot eksikliginin goriildiigli sartlarda karotenoit birikimi
artmaktadir. Bu durum yiiksek 1s18a karst dayanim saglamanin yani sira lipit
tiretimiyle de diisiik sicakliklarda yasayabilmenin bir geregidir. Chlamydomonas'm
"Yesil kar" tiirii olarak gecen C. nivalis, diisiik 151k yogunluguna sahip donmus
habitatlarda da yasamini siirdiirebilmektedir (Weiss, 1983b; Czygan, 1970;
Harris’ten, 1988). Donmaya karsi toleransl tiirlerin hassas tiirelere gore hiicresel
yap1 olarak fark gosterdigi bulunmustur (Clarke and Leeson, 1985; Harris’ten,
1988). Farkliliklardan en 6nemlisi de donmaya toleransh tiirlerin vejetatif hiicre
zarinda rastgele dagilmis halde ¢ukur bi¢imli alanlarda hiicre duvar1 materyaliyle
doldurulmus gibi goriiniin katlanmalar olmasidir. Benzer yapilar donmaya
dayanikli maya hiicrelerinde ve halotolerant alg tiirlerinde de goriilmektedir.
Donmaya toleransh yesil algler, sitoplazmaya gdmiilii mitokondrilere ve nisasta

tanecikleri lireten pirenoidlere sahiptir (Harris, 1988).

Kirmiz1 karin klorofil miktar1 ve primer karotenoit miktar1 sekonder
karotenoit miktarina gore ¢ok azdir. Yesil karda ise bu tam tersidir, hatta sekonder
karotenoit bulunmamaktadir. Yag asit profili karsilastirildiginda yesil karda
sirastyla doymus yag asiti (SFA) ve tekli-doymamis yag asiti (MUFA) miktar1 daha
fazlayken ¢oklu doymamis yag asit miktari azdir. Kimizi karda ise ¢coklu doymamais
yag asiti, toplam yag asitinin %49 unu olusturur (Lutz, et al., 2015).
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2.2.3.4. C. nivalis yasaminda 1sik etkisi

Kar, diistik sicakliklar, donma-¢oziilme dongiileri, yiiksek PAR (fotosentetik
aktif radyasyon) ve UVR (ultraviyole radyasyonu), diisiik besin konsantrasyonu ile
karakterize olan kosullarin birka¢ giin icerisinde degisebildigi dinamik ortamdir.
Karm sicakligi sabit kalsa da, birka¢ saat icinde PAR ve UVR degerleri firtina
sirasinda tam gilines 1s1gindan los 1518a kadar degisebilir. Kar kimyasi, olas1 fosfor
sinirlamasin1 gosterir ve yogun alg popiilasyonlarmin bitki ortiisiiniin kaynagi
olmasiyla sonuglanir. Bu c¢evrede yasayacak tiirler ekstrem kosullara uyum
saglamalidir (Elster 1999; Kviderova’dan, 2010).  C. nivalis’te yiiksek UV 1518a
maruz kaldig1 sirada hala fotosentez ve diger metabolik islemler devam ettiginden
tirettikleri fenilpropanoid, karotenoit ve mikrosporin amino asit (MAA) sekonder
metabolitleri ile UV kaynakli oksidatif strese iyi adapte olmuslardir (Duval et al.,
2000).

Kar algleriyle ilgili olarak laboratuvar ortaminda kistik kirmizi formdan bir
tam algal hayat dongilisii gegirerek tekrar kistik forma doniisiim basarilamamastir.
Isigin etkisinin arastirildigi bir ¢alismada ise UV radyasyon yesil kar alginin
fotosentezini %85 baskilarken, bu oranin kirmizi kar algi C. nivalis’te %25 oldugu
bulunmustur (Lutz et al., 2015).

2.2.3.5. Kiiltiir Koleksivonlarinda Stoklanabilirligi

Hiicreler belli genetik o©zelliklerinden dolayr kisa ya da uzun siireli
stoklanarak kiiltlir koleksiyonu ve arastirmalar i¢in dondurularak saklanmaktadir.
Chlamydomonas nivalis’in bu siiregte dondurma ¢ozdiirme islemine kars1 hassas
oldugu, kriyoprotektan olarak metanoliin 6nerilmedigi, -196°C’tan 2.4°C min™
sogutma hizi ile en yiiksek sag kalim1 raporlanmustir. 1.2 M NaCl kosantrasyonu bu

tiir i¢in letal dozdur (Morris et al., 1979).
2.3. Mikroalglerin Medikal Alanda Kullanim
2.3.1. Dogal antioksidanlar
Kanser, yaglanma ve koroner kalp hastalig1 gibi pek ¢ok kronik hastaliklar;
reaktif oksijenlerin neden oldugu oksidatif hasarla meydana gelmektedir. Cok

sayida calisma bu hastaliklarin 6nlenmesinde antioksidanlarin faydali oldugunu

gostermektedir. Sentetik antioksidanlarin toksik ve kanserojen ozellikte olmasi
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nedeniyle siirekli iiretilebilen, uygun maliyetli, dogal antioksidanlarin iiretimi i¢in
yeni kaynaklara ihtiyag¢ duyulmaktadir (Li et al.,, 2007). Pek ¢ok calisma
fitofenoliklerin oksidatif strese karsi etkili oldugu ve serbest radikallere karsi
biyolojik sistemleri korudugu bilinmektedir. Mikroalglerin sekonder metabolitleri
de antikanser 6zellikleriyle bilinen dogal antioksidanlar olarak dikkat ¢ekmektedir
(Duval et al., 2000). Mikroalglerin biyogesitliligi sayesinde yiiksek bitkilerden ¢ok
daha genis bir dogal antioksidan kaynaga sahiptir. Bununla birlikte, mikroalglerin
tiim gruplari, genis Ol¢lide ¢esitli hedef iiriinler, bliylime oran1 veya verimleri, ekim
kolaylig1 veya diger faktorler nedeniyle dogal antioksidan kaynaklari olarak
kullanilamaz. Mikroalglerin antioksidan aktivitesi ile ilgili raporlar, ozellikle
fenolik icerigi ve antioksidan kapasitesi arasindaki iliski ile sinirlidir. Bu nedenle,
mikroalg kaynakli bazi zengin antioksidan kaynaklarmin belirlenmesi ve bu iki

parametre arasindaki iliskinin degerlendirilmesi 6nem tagimaktadir (Li et al., 2007).

Insan saghiginda ve beslenmesinde sucul kaynakl: iiriinlerin kullanimi bu
zamana kadar pek ¢ok calismaya konu olmustur. Cagimizin en 6nemli hastaligi
olarak gosterilen kanserin tedavisine yonelik kullailan en popiiler yontemlerden biri
dogal antikanser ilaglarin, kimyasallarin zararli etkilerini Onleyici ajan olarak
kullanilmas1 ¢ok popiilerdir. Sucul kaynakli pigmentlerin de serbest radikalleri
uzaklagtirmasiyla antioksidan ve antikanser 6zellik gostermesi sebebiyle en ¢ok
astaksantinin umut vaat etmesi de dogal olarak calismalarin ¢ok yonlii ilerlemesini
saglamistir. Bu yiizden de marin kaynakli bilesiklerin; beslenme, farmasotik ve
kozmesotik agidan etkilerinin in vivo ve in vitro incelenmesiyle ticari pazarda biyo-

tabanli iirlinlerin yer bulmasinda katki saglamistir (Ngo et al., 2011).
2.3.2. Astaksantin

Kimyasal adi 3,3’-dihydroxy-g,p-carotene-4,4°-dione olan astaksantinin
dogal kaynaklar1 alg, maya, somon, alabalik, krill, karides ve kerevittir (Ambati et
al., 2014). Diger karotenoitler gibi astaksantin de diisiik su ¢ekme kapasitesine
sahip, biyoyararlanimi olan ve suda ¢oziinmeyen bir maddedir (Park et al., 2014).
Astaksantin diger karotenoit tiirleri lutein, kantaksantin, B-karotenden 10 kat, a-
tokoferolden ise 100 kat fazla yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir. Diger
karotenoitlerden farkli olarak her halkada iki oksijenlenmis grup igermesi,
antioksidan aktivitesini arttirir (Campoio et al., 2011). Bu ketonik ve hidroksilik
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fonksiyonel gruplar, serbest radikallere ve singlet oksijenleri siipiirerek antioksidan
ozellik gosterir (Park et al., 2014).
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Sekil 2.3 B-karoten ve astaksantinin molekiiler gosterimi

Astaksantin 6zellikle baliklarda A-vitamini prekiirsorii olarak iiremeye ve
embriyo gelisimine katki saglar, hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. Tropikal siis
baliklarinin renklerinin korunmasinda, kiimes hayvanlarinin yumurta sarilarinin
renklendirilmesinde yaygin olarak kullanilan astaksantin (Celikel vd., 2006),
FDA’in gida onayiyla birlikte son zamanlarda insan metabolizmasinda hastaliklar
onleme ve tedavi etme etkisi nedeniyle besin takviyesi ve antioksidan olarak
kullanim1 yayginlagsmistir (Yuan et al., 2013). Bunun yaninda yapisindaki trans
konfigiirasyona sahip 11 tane C-C ¢ift baglarinin yiiksek 151k, oksijen, sicaklikla
kolayca cis forma izomerize olarak biyolojik aktivitesini kaybetmesi nedeniyle
astaksantinin gida olarak kullaniminda kisitlamalar olabilmektedir. Astaksantinin
biyopolimerler ile enkapsiilasyonu sayesinde ¢Oziiniirligii ve biyoyararlanimi
arttirllarak ayni zamanda yiliksek sicaklik, 151k ve oksitlenmeden korunmasina

yonelik ¢aligmalar yapilmistir (Park et al., 2014).

Astaksantin kan-beyin bariyerinden gegebildiginden hayvanlarda noro-
koruyucu etkisi sayesinde basta epilepsi, Alzheimer ve Parkinson olmak iizere
noro-dejeneratif hastaliklarin tedavisinde umut vaat eder. Oksidatif hasar1 azaltarak
ve mitokondri iligkili apoptoz yolagini inhibe ederek anti-apoptotik etkinin yaninda,
kardiyovaskiiler hastaliklarda da antienflamatuvar 6zellikleri ile de koruyucu etki
gostermektedir (Lu et al., 2015).

Astaksantinin, NF-xB  (Niikleer faktor-kappa B) aktivasyonunun
baskilanmasinin bir sonucu olarak pro-enflamatuar genlerin ve kaspaz-3
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ekspresyonunu bloke ederek enflamatuar siiregleri ve hiicre apoptosisini onledigi
aciklanmistir (Kumar and Singh, 2019). Benzer sekilde mezensimal kok
hiicrelerinde kronik yag asidine maruz kalmanin neden oldugu inflamasyonu
Onlemesi astaksantinin kok hiicre terapisindeki dnemini gosteren diger bir bulgudur
(Yaghooti et al., 2019). Spinal kord yaralanmalarinda kompresyon modeli ile
duyusal-motor fonksiyonu tizerinde olumlu etkisi vardir (Fakhri et al., 2019).
Fareler ftzerinde yapilan bir ¢alismada, alkolik Kkaraciger hastaliklarindan
astaksantin ile beslenerek korunabilecegi One siiriilmiistiir (Liu et al., 2019).
“Molecular docking” yontemi ile bilgisayar modellemesi yapilan astaksantinin,
karaciger ve bobrek kanserlerinde aktif kemoterapi ilac1 Sorafenib'e gore gii¢lii bir
antikanser olarak (Suganya and Anuradha, 2019); karaciger (Zhu et al., 2019) ve
bobrek fibrozisini de hafifletmede alternatif bir ajan olabilecegi gosterilmistir (Zhao
et al., 2019). Kardiyomiyositlerde oksidatif stresi ve apoptozu azaltarak koroner
mikroembolizasyon nedeniyle kalp yetmezligi ve miyokardiyal apoptozunu

tyilestirmede potansiyel tedavi olabilecegi one siiriilmiistiir (Xue et al., 2019).

Astaksantin sentezinin metabolik yolizi; yag asiti sentezi, fotosentetik
elektron tasima ve reaktif oksijen sentezi gibi pek ¢ok metabolik yolla iligkilidir.
Genom sekanslama gibi genetik alandaki gelismeler bu metabolik yollarin
belirlenmesini ve anlagilmasini miimkiin kilmaktadir (Han et al., 2013). Ancak C.
nivalis’in astaksantin sentezledigi pek ¢ok ¢alisma (Gorton et al., 2001; Remias et
al., 2005, 2016; Rezanka et al., 2008, 2013) tarafindan kanitlanmis olsa da
astaksantinin hiicresel metabolik yolizini tam olarak gosteren calismaya
rastlanmamistir. Bu da astaksantin biyosentezinin diger sekonder metabolitlerin
tiretimleriyle benzer oldugu model mikroorganizma Chlamydomonas cinsine ait

akiimiilasyon basamaklari ile ortak aciklanabilmektedir.

Izopentenil pirofosfat (IPP) karotenoit sentezinin &nciiliidiir. Yiiksek
bitkilerde IPP biyosentezi mevalonat ve mevalonat olmayan iki ayr1 yolizinden
yiiriirken H. pluvialis ve C. reinhardtii’de sadece mevalonat olmayan DOXP (1-
deoksi-D-ksiliiloz-5-fosfat) yolizinden ilerledigi diisiiniilmektedir. H. pluvialis’in
vejetatif formundan kistik formuna gegiste PSI aktivitesinin arttig1 bilinmektedir
(Han et al., 2013). Astaksantinin hiicre metabolizmasinda oksidatif strese karsi
koruyucu etkisi genel olarak Sekil 2.4’te sematize edilmistir. Karotenoit
biyosentezinde IPI geni oksidatif strese karsi cevap olarak artar, IPI1 proteini
birincil karotenoit sentezinde bulunurken, IPI2 proteininin de sadece astaksantin
sentezleyen kirmizi kistik hiicrelerde bulundugu tespit edilmistir (Sun et al. 1998;
Han et al.’dan, 2013). C. reinhardtii’de sadece bir ¢esit bulunan fitoen sentaz (PSY)
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karotenoit sentezinde 20-C’lu geranilgeranil difosfatin tiim Kkarotenoitlerin
prekiirsorii 40-C’lu fitoene doniistiiriilmesinde rol alan 6nemli bir enzimdir. Fitoen
desatiiraz (PDS) ve (-karoten desatiiraz (ZDS) renksiz fitoeni kirmizi likopene
dontistiiren enzimler olarak gorev yaparlar. PDS ve ZDS ile katalize edilen sirali
desatiirasyon reaksiyonlarinda iiretilen elektronlar, sirasiyla plastid terminal
oksidaz (PTOX) tarafindan oksitlenen plastokuinon (PQ) havuzuna iletilir. Cesitli
cevresel stres kosullarinda H. pluvialis’te bulunan PTOX1’in karotenoit biyosentez
genleriyle diizenlendigi (Wang et al. 2009; Han et al.’dan, 2013) ve
Chlamydomonas’ta da PTOX1’in fitoen desaturasyonu i¢in okside PQ’nun
yenilenmesinden sorumlu oldugu ileri siiriilmiistiir (Houille-Vernes et al. 2011; Han
et al.’dan, 2013).
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Sekil 2.4 Mikroalgal astaksantin sentezi (Han et al., 2013)

Astaksantin ¢esitli organizmalarda farkli enzimlerin goérev almasiyla birlikte
farkl1 yol iziyle iiretilir (Sekil 2.5). H. pluvialis’te BKT geninin kodladig1 B-karoten
ketolaz enzimi ile echinenone ve kantaksantin iizerinden iiretilirken (Martin et al.,

2008) C. zofingiensis’te zeaksantin tizerinden yol izlenir (Han et al., 2013).
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Sekil 2.5 Astaksantinin ¢esitli organizmalarda tiretim sekli (Martin et al.’dan, 2008)
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Astaksantin yol izinde degisen ortam sartlar1 ara bilesiklerin olugsmasina
neden olarak bazen astaksantin iiretiminden 6nce ara bilesiklerin daha fazla
iiretilmesine neden olur. Sekil 2.6’da degisen 1s1k siddetine gore violaksantin-

zeaksantin donilistimii gosterilmistir.
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Sekil 2.6 Isik siddetine gore violaksantin-zeaksantin dontigiimii

Son zamanlarda astaksantinin ticari iiretiminde bilinen ve kullanilan en
zengin mikrobiyal kaynak H. pluvialis mikroalg tiiriidiir. Dogal astaksantin alglere
oranla daha diisik diizeyde de olsa Phaffia rhodozyma (Xanthophyllomyces
dendrorhous) ad1 verilen bir maya tarafindan da iiretilmektedir (Celikel vd., 2006).
Kabuklulardan elde edilen yaglarda ve mayalarda nispeten daha diisliik miktarda
(9%0.15-0.40) astaksantin bulunmasindan dolay1 ticari olarak kuru agirliklarinin
%31 astaksantin olan mikroalgler daha caziptir (Dore and Cysewski, 2003).

Mikroalgal antioksidanlar hakkinda 2000’ler 6ncesinde sinirl sayida ¢aligma
olsa da ilerleyen teknoloji ve gelisen teknikler ile bugiin genis bir mikroalg
diinyasin1 goérmekteyiz. 1990’lardaki pek ¢ok c¢alismada Chlamydomonas igeren
Chlorophyta iiyelerinin, mekanizma tabanli antikanser taramasinda en yiiksek
aktivite oranina sahip oldugu bulunmustur (Duval et al., 2000). C. nivalis’in neden
oldugu kirmiz1 karin gida olarak tiiketilmesinin laksatif (miishil) etkisinin oldugu
baz1 eski kaynaklarca kabul goriilse de (Whitney, 1972; Fiore et al.’dan, 1997),
daha sonraki bir ¢alisma gostermistir ki diareye neden olmadig1 ancak dagcilarin
cok daha fazla miktarda (500 gr iizeri) kirmuz kar tiiketmesinin arastirilmasi
gerektigi belirtilmistir (Fiore et al., 1997). Ayn1 tlirde ultraviyole 1518in
fenolik bilesik iretimine etkisinin arastirildigi ¢aligmaya gore ise UV-C’de UV-
A’ya gore daha fazla fenolik bilesik artarken antioksidan korumada genel olarak
UV’ya bagh bir artis oldugu raporlanmistir (Duval et al., 200). C. nivalis, 23
mikroalg tiirliniin antioksidan kapasitesinin ve fenolik oranlarmin arastirildig bir

caligmada en yiiksek degerlere sahip 3 mikroalginden biri olarak bulunmus ve dogal
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antioksidanlarin zengin bir kaynagi olarak kullanilabilecegini gostermistir (Li et al.,
2007).

2.4. Mikroalgal Uretim Sistemleri

Mikroalglerin biiyiik miktarda iiretimlerinde karsilagilan en biiyiik sorun
15181n  biyokiitle doniisiimii i¢in mikroalg kiiltivasyonunun enerjiye bagimli
olusudur. Biyokiitle doniistimii i¢in bir¢ok calismada fotobiyoreaktdr dizayninin
temel rol oynadigi belirtilmistir. Bu nedenle son calismalar yiiksek doniisiim

verimliligi i¢in fotobiyoreaktor gelistirilmesi hakkindadir (Liao et al., 2014).

Fotobiyoreaktdrde biyokiitle iiretimi fotosentetik 151k tutma ve ateniiasyonu,
besin alimi, fotobiyoreaktor hidrodinamikleri ve gaz-sivi kiitle transferi gibi pek
cok parametreye bagli karmasik prosestir (Fernandes et al., 2015). En yaygin
tiretimi yapilan {i¢ fotobiyoreaktor tasarimi ortaya ¢ikmistir. Bunlar diiz-panel,
tibiiler ve karistirmali tank (KT FBR) sistemlerdir (Sekil 2.7). Bu tasarimlarin
temel prensipleri 151k yolunu azaltmak ve bdylece gerekli 15181 tiim alglere
ulagmasini saglamak, iyi karistirma saglayarak 15181in dagilimini ve gaz transferini

en uygun kosullarda saglayabilmektir.

Sekil 2.7 Baglica fotobiyoreaktor tasarimlari a)Panel, b) Tiibiiler, ¢)KT FBR

Panel fotobiyoreaktorler genis 1siklandirma ylizey alanina sahiptir. Bu da

yiiksek fotosentetik verimlilik saglar. Genellikle tabandan havalandirma verilir.
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Yapay 1siklandirma altinda dikey konumlandirilirken, acik alanda belli a¢1 ile
yerlestirilirler. Mikroalgal biyokiitle kiiltlirleri ve dis alan kiiltiir iiretimleri i¢in ¢ok
uygundur. Iyi 151k yoluna sahip, temizlenmesi kolay ve karistirmali tank
fotobiyoreaktorlere kiyasla daha ucuz olmalar1 avantajken; Olgek biiylitme,
hidrodinamik basing, reaktor c¢eperinde tutunma ve sicaklik kontroliinde
kisitlamalar1 bulunur (Wang et al., 2012).

Tiibiiler fotobiyoreaktorler a¢ik havadaki biyokiitle liretimleri i¢in en uygun
fotobiyoreaktor ¢esitleridir. Farkli sekillerde konumlandirilabilir, farkl
malzemelerden olusturulabilirler. Havalandirma ve kiiltiirliin karigsmasi genellikle
hava kaldirma sistemleri ile yapilmaktadir. Genis ylizey alani, gorece diisiik maliyet
ve biyokiitle iiretkenliklerinin yiiksek olmasi yoniinden avantajli sistemlerdir.
Ancak oOlgek biiylitmede biyokiitle veriminin diismesi, fotoinhibisyon, sicaklik
kontroliindeki zorluk ve maliyeti, pH gradienti, reaktér icinde O? ve CO?
coziinmesi, genis alan gereksinimi, reaktor ¢eperinde tutunma dezavantajlaridir
(Vasumathi et al., 2012). Endiistriyel mikroalgal biyokiile iiretiminde panel ve
tiibiiler FBR’ler yilizey/hacim oranini arttirmaya yonelik gelistirilen fotobiyoreaktor
tiirlerindendir (Wang et al., 2012).

Karistirmali tank fotobiyoreaktorler c¢esitli ¢alismalar igin tasarlanarak
Ol¢ceklendirilmektedir. Yiiksek biyokiitle verimi, karistirmadaki kolaylik, diistik
enerji gereksinimi, immobilizasyon i¢in uygun, sterilizasyonu ve isletimi kolay,
fotoinhibisyonu ve fotooksidasyonu diisiik olmasi tercih edilmesinde 6nemli rol
oynar. Ancak 6lgek biiylitmede yiizey alaninin azalmasi, 6zel malzeme ve tasarim

gerektirmesi, maliyetinin yliksek olmasi ise dezavantajlaridir (Singh and Sharma,
2012).

Uretim modlarina gore kiiltiirler kesikli, kesikli-beslemeli ve siirekli kiiltiirler
olarak adlandirilirlar. Kesikli iiretim modundaki kiiltlirler uygun besin ortamina
inokiilasyonun ardindan hasat ile sonlandirmasmna kadar kiiltiire miidahale
edilmeden iiretilirler. Diisilik verimlilik ve hiicre konsantrasyonu, {iriin stabilitesinde
zorluk, giivenilirligindeki belirsizliklerden dolay1 her iiretim i¢in uygun degildir
(Fernandes et al., 2015). Kesikli-beslemeli ya da yar siirekli sistemler periyodik
kismi hasat ile ayn1 miktarda taze besin ortaminin eklendigi, kesikli liretime gore
daha fazla verim alinan ancak kontaminasyon riski, rekabet ve yeni ara iiriin
olusumu gibi dezavantajlarindan dolayi kiiltiiriin zamanla veriminde diisiikliiklere
sebebiyet verebilir. Siirekli sistemlerde ise devamli olarak taze ortamin verildigi ve

eski ortamin sistemden uzaklastirildigi dinamik iiretim modudur. Yiiksek maliyet
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ve karmasik yapisindan dolay1 dezavantajli olsa da kiiltiiriin logaritmik biiylime
evresinde tutuldugu kaliteli hiicre ve {iriin iiretiminin sagalanabildigi sistemlerdir
(Sukatar, A., 2004).
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3. GEREC VE YONTEM

Tez kapsaminda kullanilan mikroalg kiiltiirleri, kimyasal malzemeler,
cihazlar ve yontemler bu kisimda agiklanmustir.

3.1.Mikroalg Kiiltiirii

Tez ¢alismasinda kullanilan Chlamydomonas nivalis mikroalgi UTEX kiiltiir
koleksiyonundan UTEX 2824 kodu ile aksenik olarak tedarik edilmistir.

3.2.Kimyasal Malzemeler

Calisma boyunca kullanilan malzemeler ve tedarikgi firmalar1 Tablo 3.1°de
gosterilmistir.

Tablo 3.1 Kullanilan kimyasallar ve tedarik¢i firmalar1

Kimyasallar Firmalar
NaNO3 Merck
MgS0,4.7H20 Merck
NaCl Merck
KoHPO4 Merck
KH2PO4 Merck
CaCl.2H20 Merck
ZnS04.7H,0 Merck
MnCl,.4H,0 Merck
MoO3 Merck
CuS04.5H,0 Merck
Co(NO3)..6H20 Merck
H3BO3 Merck
EDTA Sigma
KOH Merck
FeSO4.7H,0 Merck
H>SO4 Merck
Na;EDTA.2H20 Merck
FeClz.6H20 Merck
ZnCl; Merck
CoCl2.6H20 Merck
Na:Mo004.2H,0 Merck
HEPES Merck
B1> Vitamini Sigma
Biotin Sigma
Thiamine Sigma
Pyrogallol (CsHsOs) Sigma
CaCOs3 Merck
Aseton Merck
Metanol Merck
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3.3.Besin Ortamlar

Chlamydomonas nivalis’in iiretiminde Bold ortaminin varyasyonlari
kullanildi. Calisma boyunca kullanilan Bold 1NV, Bold’s Basal (BBM), Bold 3N
ve Modifiye Bold 3N ortamlarinin igerikleri asagida listelendi.

3.3.1. Bold’s Basal ortami

BBM ortaminin 1 L hazirlanmast i¢in 900 ml distile su icerisine devamli
karistirtlarak Tablo 3.2’deki tiim komponentler sirasiyla eklendi. Toplam hacim 1
L’ye tamamlanarak pH 6,5’¢ ayarlandi. Otoklavda 121°C’de 20 dk boyunca steril
edildi.

Tablo 3.2 Bold’s Basal Ortami (BBM) nin Kompozisyonu

Komponent Miktar | Stok Cozelti
(ml/L) | Konsantrasyonu

1 NaNOs 10 10 g/400 ml dH20O

2 MgS0O4.7H20 10 3 ¢/400 ml dH,0

3 NaCl 10 1 g/400 ml dH.O

4 K2HPO4 10 3 g/400 ml dH>0O

5 KH2PO4 10 7 /400 ml dH.0

6 CaCl2.2H,0 10 1 9/400 ml dH20

7 Iz Element Cozeltisi 1
ZnS04.7H0 8,82¢/1L dH>0
MnCl,.4H,0 1,44 g/1L dH,0
MoOs 0,71 g/1L dH.O
CuS04.5H0 1,57 g/1L dH.0
Co(NO3),.6H,0 0,49 g/1L dH,0

8 H3BO3 1 1,14g/100 ml dH,O

9 EDTA-KOH Cozeltisi 1
EDTA 5¢/100 ml dH.O
KOH 31g/100 ml dH,0

10 FeS04.7H20 1 4,98g/1L dH.0O
H2S04 1 g/1L dH20

3.3.2. Bold INV ortam

Bold 1IN ortaminin 1 L hazirlanmasi i¢in 900 ml distile su i¢erisine devamli
karistirilarak vitaminler hari¢ Tablo 3.3’teki tiim komponentler sirasiyla eklendi.
Toplam hacim 1 L’ye tamamlanarak otoklavda 121°C’de 20 dk boyunca steril
edildi. Ortamin sogumasi sonrasinda aseptik sartlar altinda vitaminler eklendi.

Tablo 3.3 Bold 1NV Ortaminin Kompozisyonu (https://utex.org/products/bold-1nv-medium)

Komponent Miktar | Stok Cozelti
(ml/L) | Konsantrasyonu
1 NaNOs3 10 10 g/400 ml dH.O
2 CaCl2.2H.0 10 1 9/400 ml dH20
3 MgS04.7H20 10 3 9/400 ml dH.0O
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4 KoHPO4 10 3 9/400 ml dH-O
5 KH2PO4 10 7 9/400 ml dH>0O
6 NaCl 10 1 g/400 ml dH.O
7 P-IV Metal Cozeltisi 6
8 B12 Vitamin Cozeltisi 1
9 Biotin Vitamin Cozeltisi 1
10 Thiamine Vitamin Cozeltisi 1
3.3.3. Bold 3N ortamm

Bold 3N ortamininin 1L hazirlanmasi i¢in 850 ml distile su igerisine devamli
karistirilarak vitaminler hari¢ Tablo 3.4’teki tim komponentler sirasiyla eklendi.
Toplam hacim 1L’ye tamamlanarak otoklavda 121°C’de 20 dk boyunca steril
edildi. Ortamin sogumasi sonrasinda aseptik sartlar altinda vitaminler eklendi.

Tablo 3.4 Bold 3N Ortaminin Komposizyonu (https://utex.org/products/bold-3n-medium)

Komponent Miktar Stok Cozelti

(ml/L) Konsantrasyonu

1 NaNO3 30 10 g/400 ml dH.0

2 CaCl,.2H.0 10 1 g/400 ml dH.O

3 MgS04.7H20 10 3 ¢/400 ml dH>O

4 KoHPO4 10 3 /400 ml dH,0

5 KH2PO4 10 7 9/400 ml dH>0

6 NaCl 10 1 g/400 ml dH>O

7 P-IV Metal Cozeltisi 6

8 Soilwater: GR+ Medium 40

9 B1> Vitamin Cozeltisi 1

3.3.4.Modifiye Bold 3N ortami

Modifiye Bold 3N ortamininin 1 L hazirlanmas: i¢in 850 ml distile su
igerisine devamli karistirilarak vitaminler hari¢ Tablo 3.5’teki tiim komponentler
sirastyla eklendi. Toplam hacim 1 L’ye tamamlanarak pH 6,2’ye ayarlandi.
Otoklavda 121°C’de 20 dk boyunca steril edildi. Ortamin sogumasi sonrasinda
aseptik sartlar altinda vitaminler eklendi.

Tablo 3.5 Modifiye Bold 3N Ortaminin Komposizyonu (https://utex.org/products/modified-bold-
3n-medium)

Komponent Miktar | Stok Cozelti

(ml/L) Konsantrasyonu

1 NaNO3 30 10 g/400 ml dH,O

2 CaCl,.2H20 10 1 /400 ml dH.O

3 MgS04.7H20 10 3 /400 ml dH.0O

4 K2HPO4 10 3 9/400 ml dH-O

5 KH2PO4 10 7 /400 ml dH.O

6 NaCl 10 1 g/400 ml dH.0O

7 P-1V Metal Soliisyonu 6

8 Soilwater: GR+ Medium 40
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9 B12 Vitamin Cozeltisi 1
10 Biotin Vitamin Cozeltisi 1
11 Thiamine Vitamin Cozeltisi | 1

3.3.5. Besin ortamlarinda kullanilan diger ¢ozeltiler

3.3.5.1.Nutrient agar ortami

Agar ortami hazirlanirken ise 15 g/L olacak sekilde agar agar eklemesi
yapildi. Ortam otoklavda 121°C’de 20 dk boyunca steril edildi. Agar katilasmadan
hemen once aseptik sartlar altinda vitaminler eklenerek tek kullanimlik petrilere
aktarild1 ve katilagmaya birakildi. Agar ortami sadece Bold 1INV ortami i¢in stok
kiiltiirlerin olusturulmasi ve hiicre aktiflestirilmesi asamasinda ¢alismanin erken
donemlerinde kullanildi. Daha sonra ise kiiltliriin devamliligini saglamak ve
kontaminasyon kontroliinde kullanildi.

3.3.5.2.P-1V metal cozeltisi

Tablo 3.6°da listelenen P-IV metal ¢6zeltisi igerigi 950 ml distile su igerisinde
stirekli karigtirilarak sirayla eklendi. Toplam hacim 1L’ye tamamlanarak

buzdolabinda +4°C’de sakland.

Tablo 3.6 P-IV Metal Cozeltisi Icerigi (https://utex.org/products/p-iv-metal-solution-recipe)

Komponent Miktar (g/1L dH20)
Na.EDTA.2H,0 0,75

FeClz.6H.O 0,097

MnCl,.4H.0 0,041

ZnCl; 0,005

CoCl,.6H,0 0,002
Na:M004.2H,0 0,004

3.3.5.3.B12 vitamin cozeltisi

B12 vitamin ¢6zeltisi igin Tablo 3.7’de belirtilen miktarda 200 ml HEPES
tamponu (50 mM) hazirlanarak pH 7,8’¢ ayarlandi. Bi, vitamini (0,1 mM)
eklenerek tamamen ¢oziinene kadar beklendi. 0,45 pm Millipore filtreden bir
siringa yardimiyla gegirilerek steril edildi. Karanlikta buzdolabinda saklandi.

Tablo 3.7 B12 Vitamin Cozeltisi (https://utex.org/products/vitamin-b12-recipe)

Komponent Miktar
HEPES buffer pH 7,8 2,4 g/200 ml dH.O
B12 Vitamini 0,027 g/200ml dH>O

3.3.5.4.Biotin vitamin cozeltisi

Biotin vitamin ¢ozeltisi i¢in Tablo 3.8’de belirtilen miktarda 200 ml HEPES
tamponu (50 mM) hazirlanarak pH 7,8’e ayarlandi. Biotin vitamini (0,1 mM)
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eklenerek tamamen ¢oziinene kadar beklendi. 0,45 pm Millipore filtreden bir
siringa yardimiyla gegirilerek steril edildi. Karanlikta buzdolabinda saklandi.

Tablo 3.8 Biotin Vitamin Cozeltisi (https://utex.org/products/biotin-vitamin-solution-recipe)

Komponent Miktar
HEPES buffer pH 7,8 2,4 /200 ml dH20
Biotin 0,005 g/200ml dH.O

3.3.5.5. Thiamine vitamin cozeltisi

Thiamine vitamin ¢ozeltisi igin Tablo 3.9’da belirtilen miktarda 50 ml
HEPES tamponu (50 mM) hazirlanarak pH 7,8’e ayarlandi. Thiamine vitamini (0,1
mM) eklenerek tamamen ¢6ziinene kadar beklendi. 0,45 um Millipore filtreden bir

siringa yardimryla gegirilerek steril edilmistir. Karanlikta buzdolabinda saklandi.

Tablo 3.9 Thiamine Vitamin Cozeltisi (https://utex.org/products/thiamine-vitamin-solution-recipe)

Komponent Miktar
HEPES buffer pH 7,8 2,4 9/200 ml dH20
Thiamine 0,067 g/200ml dH>O

3.3.5.6.Toprak suyu: GR+ (Soilwater GR+ Medium) ortami

Toprak suyu ortami i¢in atik ve kimyasallardan korunmus olan toprak
secilerek elendi ve biiyiik partikiiller uzaklastirildi. Ince bir tabaka halinde
aliminyum folyo {izerine serilerek 150°C etiivde 2 saat boyunca bekletildi.
Sogutularak ortam hazirligina kadar karanlikta oda sicakliginda depo edildi. Tablo
3.10°da belirtilen miktarlardaki toprak ve CaCOs tartilarak takip eden 2 giin
boyunca giinde 3 saat olmak {izere pastorizasyon islemine tabii tutuldu.
Pastorizasyon islemi 15 dk boyunca yaklasik 95°C’ye kademeli ¢ikartilan ortamin
3 saat boyunca 98°C’de tutulup tekrar oda sicakligmma sogutulmasi islemidir.
Buzdolabinda 24 saat ya da daha fazla siireyle depolanarak kullanilmadan 6nce oda

sicakligina gelmesi saglandi.

Tablo 3.10 Toprak Suyu:GR+ Kompozisyonu (https://utex.org/collections/algal-culture-
media/products/soilwater-gr-plus-medium)

Komponent Miktar
Toprak 1 cay kas181/200 ml dH.O
CaCOg (opsiyonel) 1 mg/200 ml dH.O
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Calisma boyunca kullanilan cihazlar Tablo 3.11°de gosterildi.

Tablo 3.11 Kullanilan Cihazlar

Cihaz Firma-Model

Otoklav HV-50L, Hirayama , Japonya

Terazi Explorer Pro, OHAUS, A.B.D

Laminar akigl steril kabin HFSafe 1200, Heal Force, Cin

Spektrofotometre Optizen POP, MECASYS, Kore

Liyofilizator Christ, Alpha 1-2 L-D plus, Almanya

Santrifiij NF400, Niive, Tiirkiye

Sonikator Bandelin, Almanya

Calkalamal1 inkiibator Certomat R, B. Braun, Almanya

Sirkiilator WiseCircu, Wisd, Irlanda

Vortex karistirici VM-10, ViseMix, Portekiz

Mikroskop Micros, Avusturya

pH probu Hamilton Easyferm K8 200, Bonaduz,
Isvigre

pHmetre HI2211 pH/ORPmeter, HANNA

Instruments, Ingiltere

Oksijen probu

Hamilton Oxyferm FDA 225, Bonaduz,

Isvigre

Panel Biyoreaktor (5L) Biostat APlus, Sartorious Stedim,
Almanya

CSTR Biyoreaktor (5L) Biostat BPlus, Sartorious Stedim,
Almanya

Tiibiiler Biyoreaktor- Vessel (2L) Biostat PBR 2S, Sartorious Stedim,
Almanya

Isikolger LI-250A, Licor, Lincoln, A.B.D

Manyetik karigtirict MSH-20A, Wise Stir, Portekiz

Etiiv WiseVen, Portekiz

Floresans Aktivite Ol¢iim Cihazi

Hansatech, Ingiltere

HPLC DAD Thermo Accela U-HPLC,

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Massachusetts, A.B.D

3.5.Stok Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

UTEX’ten 2824 koduyla alinan aksenik Chlamydomonas nivalis ortama
adapte olarak kiiltiiriin aktiflesmesi amaciyla kiiltiir koleksiyonunca dnerilen 20°C
sicaklikta kiiltiir ylizeyine gelen 151k siddeti 151kdlcer yardimiyla (Licor, LI-192SA
LI-250A (Licor, Lincoln, A.B.D)’ya baglanarak) ~45 pmol foton m2s? 151k

siddetine ayarlandi, inkiibasyona birakildi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 C. nivalis UTEX 2824 stok agar kiiltiirii




28

Alt1 hafta boyunca kiiltiirde iremenin yavas olmas1 ve kiiltiirtin stabil kalmasi
iizerine hiicrelerin flagelli yapis1 diisiiniilerek s1vi ortama ekildi. Bunun i¢in kiiltiir,
ana stoktan kabin igerisinde alev basinda 6ze yardimiyla 5 ml Bold INV igeren sivi
tiiplere (Sekil 3.2) ve UTEX’ten kiiltlir yaninda ek satin alinan Bold INV yatik

agar tiiplere ekimi yapilarak inkiibasyona birakildi.

Sekil 3.2 C. nivalis siv1 tiipteki stok kiiltiirii

3.6.Erlenmayerde C. nivalis Uretimi

C. nivalis’in hiicresel metabolizmasi ve iiremesine sicaklik etkisinin
arastirilmasi amaciyla tiirlin habitat 6zellikleri diisiiniilerek sicaklik denemesinin 0
ile 20°C araliginda olmasi belirlendi. 250 ml’lik erlenmayerlere 150 ml ¢aligma
hacminde 1x10° hiicre/ml baslangig¢ konsantrasyonuyla Bold 1NV besin ortaminda
5, 10 ve 20°C’lerde inkiibe edildi (Sekil 3.3). Yaklasik 90 umol foton m?s siirekli
151k altinda yiiriitiilen iiretim asamasinda 5 ve 20°C ortamlarda 120 rpm’de
calkalayicilar sayesinde karistirma saglanabilirken 10°C’nin sirkiilator i¢inde sabit
durmasi dolayistyla ¢alismanin kontrollii deney sartlarinin saglanmasi amaciyla
sicaklik denemesi dahil tiim denemeler kabarcik kolon fotobiyoreaktdrde yapildi.
Erlenmayerdeki iiretim 21 giin takip edilerek KK FBR igin as1 olarak kullanildi.

Sekil 3.3 C. nivalis erlendeki sicaklik denemesi a) 5°C, b)10°C ve ¢)20°C
3.7.Kabarcik Kolon Fotobiyoreaktorlerde C. nivalis Uretimi

Kabarcik kolon fotobiyoreaktdrlerde iiretim i¢in gereken asinin hazirlanmast

amaciyla Bold 1INV ortami i¢eren sivi tiiplerden, 50 ml Bold INV igeren 100 ml’lik
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erlenmayerlere inokulasyon yapildi. iki hafta boyunca 20°C sicaklikta ~45 pmol
foton m2s? siirekli aydinlatmada inkiibe edildi.

Iki adet kabarcik kolon fotobiyoreaktdr ve 1 L Bold 1NV ortami otoklavda
121°C’de 20 dk boyunca steril edilerek tiretime hazirlandi. Ortamin ve reaktorlerin

sogumasi beklendikten sonra inokulasyon yapildi.

Her bir reaktorde toplam ¢alisma hacmi 500 ml olacak sekilde %10 inokulum
orani belirlenerek reaktorlere kabin igerisinde aseptik sartlar altinda 450 ml Bold
INV ortam1 ve 50 ml as1 eklendi. Kabarcik kolon fotobiyoreaktorler 1 vvm/L
olacak sekilde akvaryum pompasiyla havalandirilarak ~90 umol foton m?s?
stirekli 151k altinda inkiibasyona birakilarak iiretim takip edildi. Bu iki kabarcik
kolon fotobiyoreaktordeki kiiltiir, ¢alismanin devami igin stok kiiltiir olarak
kullanildi.

3.7.1.Farkhl sicakhiklarda C. nivalis’in iiretimi

Erlenmayer kiiltiiriinde yapilan sicaklik denemesi tekrar edildi ve ayni
sicaklikta devam eden erlenler segilerek KK FBR’lerde as1 olarak kullanildi.

500 ml toplam c¢alisma hacmine sahip KK FBR’lerde Bold 1NV besin
ortamma 1x10° hiicre/ml baslangic konsantrasyonuyla inokulasyon yapildi. Bu
aralikta 5, 10 ve 20°C’daki kosullarda ~90 pumol foton ms? siirekli aydinlatma
ortaminda 1 vvm/L havalandirma saglanarak inkiibe edildi (Sekil 3.4). Inkiibasyon

boyunca 6rnekler alinarak analizler ve gozlemler yapildi.

Sekil 3.4 KK FBR’de C. nivalis sicaklik denemesi a) 5°C ve 10°C, b)20°C

3.7.2. Farkh besin ortamlarinda C. nivalis’in uretimi

Azot ve vitamin igeriklerinin farkli oldugu dort adet besin ortaminin C. nivalis

iiretimine etkisi arastirildi. Deneme i¢in kullanilacak ortamlar Bold 1NV, Bold’s
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Basal (BBM), Bold 3N ve Modifiye Bold 3N olarak belirlendi. Kabarcik kolon
fotobiyoreaktorlerde ayr1 ayr1 hazirlanarak steril edilen ortamlara ¢alisma hacmi
500 ml’ye 1x10° hiicre/m] baslangi¢ konsantrasyonuyla inokulum yapilarak iiretim
baslatildi. Fotobiyoreaktdrler ~90 umol foton ms ™ siirekli aydinlatma ortaminda 1
vvm/L havalandirma saglanarak 20°C’da inkiibe edildi (Sekil 3.5). Inkiibasyon

boyunca drnekler alinarak analizler ve gbézlemler yapildi.

Sekil 3.5 KK FBR’de C. nivalis besin ortami1 denemesi

3.7.3.Farkl 151k siddetlerinde C. nivalis’in iiretimi

Farkli 1s1k siddetlerinin C. nivalis {iretimine ve hiicre yapisindaki
degisikliklerine etkisinin arastirilmasi amaciyla Bold 1INV ortaminda 90, 250 ve
500 pmol foton m2s?t 151k siddetlerinde siirekli aydinlatilan kabarcik kolon
fotobiyoreaktorlerde iiretim yapildi (Sekil 3.6). Fotobiyoreaktorlerin baslangic
sartlarinin ayni1 olmasi amaciyla inokulasyon 5 L’lik schott sisede ¢alisma hacmi
3,5 L olarak Bold INV ortaminda ¢ogaltildi. Otoklavda sterilizasyonu yapilan
fotobiyoreaktorlere aseptik sartlar altinda reaktor basina 500 ml olarak paylastirildi.
Kiiltiirler 1 vvm/L havalandirma saglanarak 20°C’da inkiibe edildi. Inkiibasyon

boyunca ornekler alinarak analizler ve gozlemler yapildu.
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Sekil 3.6 KK FBR'de C. nivalis 1s1k siddeti denemesi

3.8.Farkh Fotobiyoreaktorlerde C. nivalis’in Uretimi

Chlamydomonas nivalis’in 5 L hacme sahip camdan yapilmis Panel, Tiibiiler
ve Karistirmali Tank FBR’lerdeki tiretimi Biostat A, A plus ve B plus Sartorius
reaktor sistemleri kullanilarak takip edildi. Kabarcik kolon fotobiyoreaktorlerde
yapilan denemeler sonucunda 6lgek biiyiitiilerek 5 L hacmindeki reaktdr denemesi
icin Modifiye Bold 3N besin ortami segildi. Besin ortami, Tiibiiler FBR’nin yedek
vesseli ve KT FBR’ nin sterilizasyonu 121°C’da 30 dk siireyle otoklavda sterilize
edildi. Ancak Panel ve Tiibiiler FBR’lerin otoklava sigmamasi sebebiyle in situ
sterilizasyon teknigi ile kaynar su kullanilarak ardisik ve kombine bir diizende
yapildi. Her reaktor i¢in toplam c¢alisma hacmi 4L olacak sekilde %10 inokulum
orani sabit tutularak mikroalg iiretim sistemi baslatildi. Uretim parametreleri olarak
oda sicakligindaki fotobiyoreaktorler, thermocouple yardimiyla reaktor i¢i sicaklik
degeri takip edildi. Coziinmiis oksijen yiizdesi ve pH proplar yardimiyla siirekli
olarak 6l¢iildii. Panel ve karistirmali tank fotobiyoreaktdrlerde marin tip bigakli 100
rpm’de siirekli karistirma uygulandi. Tibiiler FBR’da ise karistirma pompa
yardimiyla 2 L’lik yedek reaktor vesseli i¢inden Tiibiiler FBR’e sirkiilasyon ile
sagland1. Inokulasyonlar1 yapilan ve iiretime baslatilan FBR’ler Sekil 3.7’de
gosterildi.

Tablo 3.12 Fotobiyoreaktor ebatlar1 ve 1siklandirma yiizey alanlar

FBR tipi Boyut Yiizey alam | Caliyma hacmi
(m) (m?) (m°)

Panel w: 0.07,1: 0.325,h: 0.16 | 0.104 0.004

Tiibiiler (5 tiip) lip: 0.01, ric: 0.31 0.375 0.004

Yedek Vessel (2L) r: 0.065, h: 0.17

Kanstrmal: Tank | r: 0.08, h: 0.21 0.106 0.004
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Sekil 3.7 Farkli fotobiyoreaktorlerde C. nivalis in liretimi. Soldan saga dogru: Panel, Tibiiler, KT
FBR

3.9.Kiiciik Olcekte Stres Denemeleri

C. nivalis’in farkl stres faktorleriyle kistik formunun uyarilarak kisa siirede

veri toplanabilmesi amaciyla kiigiik 6l¢ekte deneme setleri kuruldu.

3.9.1.Petride 151k ve soguk stresi denemesi

Svi kiiltiirlerden steril kiigiik petrilere ylizeyini 6rtecek kadar 6rnek konuldu.
+4°C’a calkalayic1 iizerine 1s1k varliginda, -20°C’a karanlikta, buz {izerine
oturtularak UV lamba Oniine, buz {izerine oturtularak yogun 1s1ga birakilan
petrilerde (Sekil 3.8) kistik faza doniisiim igin gézlem yapildi.

L g e

a.Buz tzerl, yogun led 151k birkag b.+4°C buzdolabt, calkalayici 90
saat gbzlem rpm, 151kta 24 saat gézlem

C ooy
e —
H

€.-20°C buzluk, karanlik 48 saat, d.Buz tizeri, 30 dk periyotlariyla
dondur-gozdiir UV 11k, birkag saat gdzlem

Sekil 3.8 Petride 151k ve soguk stresi denemesi
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3.9.2.Deney tiipiinde besin stresi denemesi

3.9.2.1.Deney tiipiinde besin stresi 1.deneme

Besin stresinin denendigi deney tiipleriyle yapilan sette daha 6nceden Bold
1INV ortamlarinda 90 ve 500 pumol foton m2s? 151k siddetindeki kabarcik kolon
FBR’lerden her tiip i¢in 5 ml alindi. Kontrol olarak Bold 1NV besin ortamina
karsilik, vitamin eksik, %50 besi ortam1 seyreltme, %90 besin ortami seyreltme, %1
NaCl igeren, %0.5 NaCl igeren, %1 NaCl i¢eren vitamin eksik, %0.5 NaCl igeren
vitamin eksik olarak toplamda 16 tiipte deney seti olusturuldu (Tablo 3.13). 40 pmol
foton m2s? 151k siddetinde kiiltiirdeki degisim gdzlemlendi (Sekil 3.9).

Sekil 3.9 Stv1 tiipte besin stresi 1.denemenin fotografi t0 an1

Tablo 3.13 Sivi tiipte besin stresi denemesinin ortam igerikleri

90 umol foton m?s? | 500 umol foton m?s*
Kontrol Bold 1INV la 1b
Vitaminsiz Bold 1INV 2a 2b
%50 su %50 Bold 1INV 3a 3b
%90 su %10 Bold 1INV 4a 4b
%31 NaCl Bold 1INV 5a 5b
%0.5 NaCl Bold 1NV 6a 6b
%21 NaCl Vitaminsiz Bold 1INV 7a 7b
%0.5 NaCl Vitaminsiz Bold 1INV 8a 8b

3.9.2.2.Deney tiipiinde besin stresi 2.deneme:

Besin stresinin denendigi deney tiipleriyle yapilan 2. sette daha 6nceden besin
ortami denemesi yapilan Bold INV 90 pmol foton m2s? 1sik siddetindeki
kabarcik kolon FBR’den her tiip i¢in 10 ml alindi. Santrifiij yapilarak besin
ortami uzaklastirildi ve her tlipe belirlenen miktarlarda farkli komponentler
igeren ortamlar eklendi. Kontrol olarak Bold 1INV besin ortamina karsilik,
vitamin eksik, %50 besin ortami seyreltme, %90 besin ortami seyreltme, %1
NaCligeren, %0.5 NaCl igeren, %1 NaCl i¢eren vitamin eksik, %0.5 NaCl igeren
vitamin eksik olarak toplamda 8 tiipte deney seti olusturuldu (Sekil 3.10). 90
umol foton m2s? 151k siddetinde kiiltiirdeki degisim 2 hafta gozlemlendi. Daha
sonra 151k siddeti tekrar arttirilarak 2 hafta daha gozlem yapildi.
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e

Sekil 3.10 Deney tiiplerinde besin stresi 2.deneme (t0 ani): 1.tiip kontrol Bold INV, 2.tiip
vitaminsiz Bold 1NV, 3.tiip %50 su %50 Bold 1INV, 4.tiip %90 su %10 Bold 1INV, 5.tiip %1 NaCl
iceren Bold INV, 6.tlip %0.5 NaCl iceren Bold INV, 7.tiip %1 NaCl iceren vitaminsiz Bold 1NV,
8.tlip %0.5 NaCl iceren vitaminsiz Bold INV.

3.9.3.Spot 1sikta stres denemesi

Hiicrelerin strese kisa siirede girebilmeleri i¢in stasyoner fazdaki yogun bir
erlen kiiltiiri se¢ildi, steril su ile yikanarak 500 ml Schott siseye alind1. Kiiltiirlerden
biri projektor oniine yiiksek 1s18a havalandirma saglanarak konulurken (yogun 1s1k
denemesi Sekil 3.11.a) paraleli de 15°C’ye akvaryum pompasiyla havalandiriima
saglanarak konuldu (Sekil 3.11.b). 24 saat g6zlem yapildi. Kiiltiirdeki beyaza donen
renk degisimi nedeniyle paraleli olan 15°C’deki kiiltiiriin yanina alinarak tekrar
iireme-canlanma olup olmayacagi gézlendi. Birbirini takip eden 3 giin boyunca 1,
2 ve 4 saat olarak yogun projektdr 1s18ina maruz birakilan 15°C’deki kiiltiirde
(yiiksek aralikli deneme) beyazlama goriilmedi. Yogun ve stasyoner fazdaki 250 ml
erlenmayer kiiltiirli santrifiigasyonla ortami1 uzaklastirildiktan sonra steril su ile 300
ml steril distile su buluan 500 ml’lik Schott siseye havalandirmayla kiiltiire edildi.
Sicaklik artisin1 onlemek ic¢in projektorden 1m uzaga 16:8 saat aydinlik:karanlik

periyoduyla yerlestirildi (1s1k denemesi Sekil 3.11.c).

Sekil 3.11 Spot 1s1kta stres denemesi: a) yiiksek 151k, b)15°C, c) spot 1siktan 1 m uzakliktaki 16:8h
aydinlik:karanlik dongiide
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3.10.Analizler
3.10.1.Fotosentetik aktivite (Floresans olciimleri)

Tim  retimlerde hiicresel  klorofilin  fotosentetik  aktivitesinin
belirlenebilmesi i¢in Hansatech FMS sinyal modiilasyonuna ugramis klorofil
florimetre (Norfolk-England) cihazi ile birlikte in situ kosullarda Olgiilmiistiir.
Olgiim florimetrenin optik fiber ucunun aydinlatilan fotobiyoreaktor yiizeyine

dogrudan tutularak yapilmistir.
3.10.2.Hiicre yogunlugunun spektrofotometrik olarak belirlenmesi

Uretimde hiicre biiyiimesinin takibi igin fotobiyoreaktorlerden alinan
ornekler 2 ml’ lik kiivetlere konularak spektrofotometrede (Optizen POP,
MECASYS, Kore) kor olarak distile suya kars1 560 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.

3.10.3.Kuru biyokiitle tayini

Fotobiyoreaktdrlerde artan hiicre konsantrasyonlar1 kuru biyokiitle tayini ile
takip edilmistir. Bu tayin bir giin Oncesinden 60°C’de etiivde bekletilerek
kurutulmus GF/C cam fiber filtrelerinin tayin i¢in etlivden cikartilarak desikator
icerisinde 15 dk bekletilmistir. Hassas terazi yardimiyla daralari alinan filtre
kagitlar1 filtrasyon sisteminde 1 ml distile su ile 1slatildiktan sonra 1 ml 6rnek
gecirilmistir. Besin ortamindan gelen tuzlar1 uzaklastirmak i¢in tekrar 1 ml distile
su gegirilerek yikama islemi yapilmugstir. Filtrelerin kurutulmasi i¢in 60°C’de etiive
konularak 24 saat sonrasinda ¢ikartilmis, desikatoérde bekletilerek sogutulmus ve

son tartimlar1 yapilarak hiicre konsantrasyonu mg/ml cinsinden hesaplanmustir.
3.10.4.Hiicre sayisi

Mikroalglerin fotobiyoreaktorlerdeki tlretimlerinin canli ve cansiz hiicre
bakimindan tespit edilerek morfolojik degisimlerinin de takibi amaciyla
mikroskopta Thoma lami kullanilarak hiicre sayis1 hiicre/ml cinsinden ifade

edilmistir.
3.10.5.pH ve sicakhik

Tiim iiretimler boyunca pH ve sicaklik degerleri takip edilmistir. Kabarcik
kolon fotobiyoreaktorlerde alinan ornekler analiz sirasinda pH metre yardimiyla
Olciilmiistiir. Sicaklik ise kiiltiir odasinda 20°C’de sabit olarak tutulmustur. Tiibiiler,
panel ve karigtirmali tank fotobiyoreaktorlerde ise sicaklik thermocouple ile pH ise

pH probu yardimiyla dl¢tilmiistiir.
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3.10.6. Toplam klorofil ve karotenoit tayini

Mikroalg iiretiminin artan biyokiitleye bagl olarak klorofil miktarindaki
degisimi ve hiicrelerin stres kosullarina gosterdikleri tepki ile karotenoit
dontistimlerinin takibi i¢in toplam klorofil ve karotenoit tayini yapilmistir. Analiz
icin alinan ornekler belirli miktarlarda alinarak 4000 rpm’de 5 dk ¢oktiiriilerek
siipernatant uzaklastirilmistir. Dipteki hiicre pelleti tizerine belirli miktarda %9011k
aseton ¢ozelitisi eklenerek vorteks ile karistirilmistir. Ardindan karanlik ortamda
1.5 saat boyunca bekletilmistir. Stire sonunda buz kiitlesi igerisine oturtularak 3 dk
boyunca 9 dongii %65 giigte sonikasyon ile hiicre par¢alama islemi tamamlanmuistir.
Sonikasyon ucuna tutunan Ornekleri toplamak i¢in %90°lik aseton c¢ozeltisi
kullanilmistir. Toplamda her bir 6rnek i¢in 5 ml %90’lik aseton kullanilmistir.
Hiicre parcalarin1 ¢oktlirerek siipernatanta gecen klorofil ve karotenoiti elde
edebilmek amaciyla 4000 rpm’de 5 dk siireyle santrifiigasyon yapilmistir.
Stipernatantlar Kuartz kiivetlere konularak %90 asetona karsilik 450, 630, 645, 663
ve 750 nm dalga boylarinda spektrofotometrede 6l¢iilmiistiir (Oncel and Vardar-
Sukan, 2009).

3.10.7.HPLC analizi

3.10.7.1.Kalibrasyon grafiklerinin olusturulmasi

Kalibrasyon egrilerinin dogrusal (lineer) olmasi, yani cihaz sinyali (yanit) ile
hemen hemen orantili olmasi istenir. Kalibrasyon egrisi kullanabilmek i¢in analitin
konsantrasyon araligi tahmin edilebilmelidir. Bu kapsamda yapilan literatiir
arastirmalarinin ardindan, farkli derisimlerde (0,010-20,0 mg/L) lutein, -karoten,
a-karoten, violaksantin, astaksantin, klorofil a ve klorofil b ¢ozeltileri HPLC ile

sleiildii,

3.10.7.2. C. nivalis iiretimlerinden HPLC’de analizi icin karotenoit
ekstraksiyonu

Chlamydomonas nivalis’ten karotenoit ve klorofil ekstraksiyonu ig¢in
HPLC’ye verilecek ornekler hazirlandi. Asagidaki denemelerden elde edilen
biyokiitleler astaksantin konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaciyla HPLC analizi

i¢in secildi.

e Spot 151k stres denemesi liyofilize 6rnekleri

e Kabarcik kolon fotobiyoreaktorlerde
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> 90, 250 ve 500 umol foton m2s™ 151k siddetlerinde Bold INV ortaminda
20°C iiretilen C. nivalis 1s1k denemesi liyofilize 6rnekleri

> Bold 1INV, BBM, Bold 3N ve Modifiye 3N ortamlarinda 90 umol foton
m2s ve 20°C’de iiretilen C. nivalis besin ortami denemesi liyofilize érnekleri

> 5°C, 10°C ve 20°C sicakliklarinda 90 pmol foton m2s™ ve Bold 1INV
ortaminda {iretilen C. nivalis sicaklik denemesi liyofilize 6rnekleri

e Panel, Tiibiiler ve KT FBR denemesi 6rnekleri HPLC oncesi ekstraksiyonu
yapildi.

Spot 1s1k stresindeki kiiltiirlerden alinan 6rnekler HPLC analizi i¢in 0,03-0,06
g araliginda tartilarak 6rnek 15 ml’lik falkon tiiplere tartilarak 1:1(w/w) oranda
olacak sekilde CaCOj3 eklendi. Uzerlerine 1’er spatul 1 mm ¢apinda cam boncuklar
eklendi. HPLC metanol soliisyonu (%0,01 w/v pyrogallol) her bir 6rnege 5 ml
olacak sekilde eklenerek 5 dk boyunca vortekslendi. Falkon tiipler 30°C’de 10 dk
sonik banyoda tutulduktan sonra 5500 rpm’de 5 dk+5 dk olarak santrifiij edildi.
Hiicrelerin dipte beyaz cokelti verdiginin gozlenmesiyle birlikte {iistteki sivi
siipernatant fazi1 enjektor yardimiyla alindi; 1:3 oraninda seyreltilerek hazirlanan
1,5 ml 6rnek 0,45 pum PTFE filtreden gecirilerek HPLC vialine aktarildi.
Etiketlenen vialler HPLC-DAD cihazina yerlestirilerek analiz sonuglari her 6rnek
icin yaklasik 1 saat sonunda alindi.

HPLC analizi i¢in 0,02 g kadar liyofilize 6rnek 15 ml’lik falkon tiiplere
tartilarak 1:1(w/w) oranda olacak sekilde CaCO3 eklendi. Uzerlerine 1’er spatul 1
mm c¢apinda cam boncuklar eklendi. HPLC metanol soliisyonu (%0,01 w/v
pyrogallol) her bir 6rnege 10 ml olacak sekilde eklenerek 5 dk boyunca
vortekslendi. Falkon tiipler 30°C’de 10 dk sonik banyoda tutulduktan sonra 5500
rom’de 5 dk santrifiij edildi. Hiicrelerin dipte beyaz ¢okelti verdiginin
gozlenmesiyle birlikte iistteki sivi siipernatant fazi enjektdr yardimiyla alinds;
seyreltilmeden 1,5 ml 6rnek 0,45 um PTFE filtreden gegirilerek HPLC vialine
aktarildi. Etiketlenen vialler HPLC-DAD cihazina yerlestirilerek analiz sonuglari

her 6rnek i¢in yaklasik 1 saat sonunda alindu.

3.10.7.3.HPLC vontemi ve analizi

Ekstraksiyon sonrasi hazirlanan 6rnekler Thermo Accela U-HPLC otomatik
ornekli sistemde, diode array detektor (DAD) ve quaternary pompa ile (Thermo
Fisher Scientific Inc., Massachusetts, USA) analiz edildi. Ekstrakt i¢inde bulunan
karotenoitlerin s1vi kromatografi ile ayrilmasi ve tayini i¢in YMC karotenoit kolon
(250 x 4,6 mm) tercih edildi (Erdogan, et al., 2015). DAD dedektorii sayesinde
ayirma sirasinda karotenoitlere ait absorbans spektrumu 300-600 nm araliginda elde
edildi.
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Thermo Scientific HPLC ile 250%4,6 mm C18 (YMC) kolonu kullanilarak
karotenoit icerigi analiz edildi. Kullanilan mobil faz Solvent A: diklorometan
(DCM) : metanol (MeOH) : asetonitril (ACN) : su (5:85:5,5:4,5) ve Solvent B:
diklorometan (DCM) : metanol (MeOH) : asetonitril (ACN) : su (22:28:45,5:4,5)
seklindedir. Akis hiz1 1 mL/dak olup, akis gradienti; % 0 Solvent B = 8 dakika, %0
- % 100 Solvent B - 12 dakika, % 100 Solvent B - 50 dakika olarak belirlendi
(Erdogan, et al., 2015). Klorofil-a 400 nm, klorofil-b 450 nm, violaksantin 450 nm
ve astaksantin 480 nm degerlerinde analiz edildi. Cikan sonuglar asagidaki formiil

kullanilarak hesaplandi.

HPLC degeri(ppm) x Cozelti hacmi(L)
HPLC karotenoit miktar1 (mg/g)= X Seyreltme faktori
Ornek kuru kiitlesi (g)
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4. BULGULAR
4.1.Erlenmayerde C. nivalis Uretimi Analizi

Erlenmayerlerde yapilan C. nivalis iiretimine sicaklik etkisinin incelendigi

denemede hiicreler 21 giin boyunca analizler ile takip edildi.

Erlenlerdeki giinliik pH 6l¢iimlerine gore 6.8-9 pH araliginda seyrettigi (Sekil
4.1) ve kiltiirtin basindan sonuna dogru arttigr; 14, 17 ve 19. giinlerde hiicre
yogunlugu (Sekil 4.2) ve hiicre sayimi (Sekil 4.3) degerlerindeki diisiislerle paralel
sekilde azalis gosterdigi goriildii.
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Sekil 4.1 Farkli sicakliklarda C.nivalis erlen kiiltiirii pH grafigi
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Sekil 4.2 Farkli sicakliklarda C.nivalis erlen kiiltiirii hiicre yogunlugu grafigi
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Hiicre yogunlugunun 560 nm’deki absorbans 6l¢iimlerine gore 14. giinde ani
bir azalig goriildii. Hiicreler inokulasyondan sonra ortama alismaya calistig1 ve ilk
log fazina gegerek artis gosteren kiiltiiriin 20°C’daki erlen olsa da 6. giinden itibaren
5°C’daki kiiltiir, ornegin en son alindig1 21. giine kadar da en fazla hiicre
yogunluguna sahip oldugu goriildii (Sekil 4.2). Hiicre sayis1 grafiginde de benzer
sekilde goriilse de ornegin alindigr son 21. giinde 10°C’daki kiiltiirdeki hiicre
sayisinin daha fazla oldugu belirlendi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 Farkli sicakliklarda C. nivalis erlen kiiltiirii hiicre sayis1 grafigi

Erlendeki sicaklik denemesinde kiiltiirlerin fotosentetik aktivitesi 6.
giine kadar genelde arttig1 ancak bu giinden sonra azaldig1 goriildii (Sekil 4.4). Son
5 giinde fotosentetik aktivitesi en yiiksek kiiltiir 10°C iken en diisiikk 5°C’daki
kiiltiirdiir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 Farkli sicakliklarda C. nivalis erlen kiiltiirii fotosentetik aktivite grafigi
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Sekil 4.5 Farkli sicakliklarda C. nivalis erlen kiltirii toplam klorofil miktar grafigi
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Sekil 4.6 Farkli sicakliklarda C. nivalis erlen kiiltiirii toplam karotenoit miktar grafigi

Toplam Klorofil ve karotenoit analizinde farkli sicakliklardaki tiretimlerden
20°C’daki kiiltiirde 11,86 mg/L olarak en fazla toplam klorofil iretimi 18. giinde
saglanmigken, 5°C’daki erlenmayerlerin toplam klorofili 18 ve 19. giinde en fazla
degerlerine ulagmis ardindan tekrar artarak 21.giinde 10,40 mg/L olarak elde edildi.
10°C’daki iiretimde ise 9,41 mg/L olarak 18. giinde en fazla degere ulasildi (Sekil
4.5). Toplam karotenoit karsilastirildiginda ise en fazla liretim sirasiyla 5°C’da 3,38
mg/L 21. giinde; 20°C’da 3,22 mg/L 18. giinde ve 10°C’da 2,60 mg/L olarak 18.
ginde elde edildi (Sekil 4.6). Bu sonuglara gore farkli sicakliklardaki
erlenmayerlerde yiiriitilen denemede en diisik (5°C) ve en yiiksek (20°C)
sicakliklarda  toplam  karotenoit miktar1 fazladir. 10°C’da  karistirma

saglanamadigindan dolay1 iiretim diger iki sicakliga gore daha diisiik kalmistir.
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PSII’deki azalmaya bagli olarak toplam karotenoit miktarinda artig beklenmektedir.
21. giindeki diisiis 5°C’daki maksimum karotenoit eldesiyle uyumlu bir sonugtur.

4.2.Kabarcik Kolon Fotobiyoreaktorlerde C. nivalis Uretimi Analizi

C. nivalis’in 500 ml hacimde kabarcik kolon fotobiyoreaktorlerdeki ilk
iiretimi boyunca kiiltiirin analizleri takip edildi. Hiicre sayisi, spektrofotometrik
hiicre yogunlugu ve kuru agirlik analizleri arasinda birbirini destekler bir uyum
goriilemedi. Ozellikle kuru agirlik tayininde birbirini takip eden azalis ve artislar
yeterli bilgiyi sunmamistir. Bunun nedeni filtreden 6rnek kaybi, terazide hata ya da

etlivdeyken orneklerin asir1 1sinmasi gibi sorunlar olabilir.

KK FBR’de 12 giin boyunca yapilan pH takibinde pH degerinin iki
reaktorde de paralel sekilde genelde 7-8 araliginda seyrettigi goriildi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 KK FBR’de C.nivalis iiretimi pH grafigi

Mikroskopta Thoma lamiyla yapilan hiicre sayiminda 1. Kabarcik Kolon
FBR’nin en fazla hiicre sayisina 10. giinde 1,6x10° hiicre/ml; 2. KK FBR’de ise 9.
giinde 2,0x 108 hiicre/ml olarak elde edildi. Uretimlerdeki hiicre sayis1 bu giinlerden

sonra hizla diismiistiir, net bir stasyoner faz goriillememistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 KK FBR’de C. nivalis tiretimi hiicre sayis1 grafigi

Spektrofotometrede 560 nm’de 6l¢iilen hiicre yogunlugu absorbans degerleri
Thoma lamiyla yapilan hiicre sayiminda da oldugu iizere hiicreler 1 giin lag fazinda
adaptasyon gecirmislerdir, 1. glinden sonra absorbans degerleri artmaya
baslamistir. Hiicre sayimindan farkli olarak 2. reaktor 4. giinde tireme hizi 1.
reaktore gore daha fazladir ve iiretimler 7. giinde artis oran1 azalsa da 10. giine kadar
devam etmistir. 7. glinden sonra tiretimlerin stasyoner fazda oldugu sdylenebilir.
En fazla dansiteye 10. giinde ulastiktan sonra hiicre yogunlugu ani sekilde azalmis
sonra tekrar artmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 KK FBR’de C. nivalis iiretimi hiicre yogunlugu grafigi
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Fotosentetik aktivite grafigine gore 2. KK FBR iiretim boyunca daha yiiksek
fotosentetik aktivite gostermistir (Sekil 4.10). Birim hacim (L) basina 1. reaktorde
klorofil ve karotenoit miktar1 11. giine kadar artmis olsa da en hizli artis 5-7. giinler
arasinda olmustur. Toplam klorofil ve karotenoit grafikleri benzer sekilde
goriilmiistiir (Sekil 4.11 ve 4.12). Fotosentetik aktivitedeki 7. gline kadarki artis ile
klorofil miktarindaki artis uyusmaktadir. Ancak bu giinlerde karotenoit degisim
grafiginin ters orantiyla azalmasi beklenmekteydi. Bu durum sadece 1.KK FBR’de
7. glinden sonra azalan fotosentetik aktiviteye bagli olarak toplam karotenoit
artisinin gézlenmesiyle elde edilmistir.
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Sekil 4.10 KK FBR’de C. nivalis iiretimi fotosentetik aktivite grafigi
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Sekil 4.11 KK FBR’de C.nivalis iiretimi toplam klorofil miktar grafigi
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Sekil 4.12 KK FBR’de C. nivalis iiretimi toplam karotenoit miktar grafigi

4.2.1.Farkl sicakhiklarin C. nivalis’in iiretimine etkisi

Uretimlerin birbirleriyle paralel bir sekilde vyiiriitiilerek kontrollii deney
sartlarinin saglanabilmesi amaciyla erlendeki sicaklik denemesi KK FBR’lerde
tekrar edilmistir. Buna gore karigtirma ve homojenizasyonun havalandirma ile
saglandig1 sistemde sicakliklar 5, 10 ve 20°C’da yapilmak istenmistir. Ancak

sirkiilatorler yardimiyla sicakliklar bu degerlere indirilememistir. 8+0.7, 12+0.7 ve

20+0.3°C olarak kiiltiir sartlar1 ayarlanabilmistir.

16 giinliik tiretim boyunca pH 7-9 araliginda seyretmis ve 6zellikle 7. giine

kadar artig goriilmiistiir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13 KK FBR'de sicaklik denemesi pH grafigi
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Hiicre yogunlugunun 560 nm’deki absorbans oOlc¢limlerine gore hiicreler
5°C’daki kiiltiirde 4. giine kadar adaptasyon i¢in lag fazinda kalmistir. Lag fazini
en hizli gecen 20°C’daki kiiltiirdiir, daha sonra onu 10°C’daki kiiltiir takip

etmektedir. 15. giinde log fazin sonuna gelerek stasyoner faza girmislerdir (Sekil
4.14).
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Sekil 4.14 KK FBR'de sicaklik denemesi hiicre yogunlugu grafigi

Thoma laminda yapilan hiicre sayis1 grafigine gore ise giinliik dalgalanmalar

fazladir (Sekil 4.15), bu yiizden hiicre yogunlugu grafigi dikkate alinmistir.
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Sekil 4.15 KK FBR'de sicaklik denemesi hiicre say1si grafigi

Fotosentetik aktivitenin 20°C’daki iiretimin 13. gilinliinde diistiigli sirada
karotenoit miktar1 en fazla degere ulasmistir (Sekil 4.16).
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kiiltiirlerin toplam klorofil miktarlar1 sirasiyla en fazla 10°C’da kiiltiiriin 12.
giiniinde 11,60 mg/L; 20°C’da kiiltiirin 11. giiniinde 9,48 mg/L; 5°C’da kiiltiiriin
13. giiniinde 7,05 mg/L olarak bulunmustur (Sekil 4.17). Toplam karotenoit
miktarlari ise sirastyla en fazla 20°C’da kiiltiiriin 13. giiniinde 3,96 mg/L; 10°C’da
kiiltiiriin 15. giintinde 3,78 mg/L ve 5°C’da kiiltiiriin 15. giinlinde 2,81 mg/L olarak
tiretilmistir (Sekil 4.18). Bu sonug bize beklenildigi gibi klorofil miktarinda diisiis
sonrasi karotenoit artigin1 gosterir (Weiss, 1983b; Czygan, 1970; Harris’ten, 1988;

Sekil 4.16 KK FBR'de sicaklik denemesi fotosentetik aktivite grafigi

Toplam klorofil ve karotenoit miktarlar1 16 giin boyunca takip edilen

Lutz, et al., 2015).
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Sekil 4.17 KK FBR'de sicaklik denemesi toplam klorofil miktar grafigi
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Sekil 4.18 KK FBR'de sicaklik denemesi toplam karotenoit miktar grafigi

4.2.2.Farkh besin ortamlarmin C. nivalis’in iiretimine etKisi

Kabarcik kolon fotobiyoreaktdrlerde yapilan farkli vitamin igerikleri olan 4
adet ortamda yapilan denemede C. nivalis iiretimi giinliik takip edilmistir.

KK FBR’de farkli igerik ve pH degerlerine sahip besin ortamlarinin C. nivalis
iiretime etkisinin arastirildigr denemede 14 giin boyunca alnin 6rneklerde zamanla
pH degerinde artis oldugu ve cogunlukla degerlerin 6.5-8.5 araliginda kaldigi
belirlenmistir (Sekil 4.19).

10,0
9,5
9,0
8,5 = - ®

75 '

70 L ="
6,5
6,0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Zaman (Giin)

—e—BOLD 1INV BBM BOLD 3N MODIFIED BOLD 3N

pH

Sekil 1.19 KK FBR'de besin ortami denemesi pH grafigi
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Hiicre sayis1 iiretim boyunca genellikle artsa da BBM ortami i¢in en yiliksek
degerine 12. giinde ulasarak stasyoner faza girmis, ancak diger ortamlar i¢in bu
kadar net bir sonuca varilamamistir. Modifiye Bold 3N ortami bu denemede 14.

giinde en yiiksek hiicre sayisi degerine ulasan besin ortamu tiiriidiir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20 KK FBR'de besin ortami denemesi hiicre sayist grafigi

560 nm’de dlgiilen hiicre yogunlugu absorbans degerlerine gore hiicreler 4
farkli ortam i¢in de ilk 4 giin lag fazinda kalmais, ardindan logaritmik faza ge¢cmistir.
En yiiksek hiicre yogunlugu sirasiyla Modifiye Bold 3N, BBM, Bold INV ve Bold
3N olarak bulunmustur (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21 KK FBR'de besin ortam1 denemesi hiicre yogunlugu grafigi

Hiicrelerin fotosentetik aktivitesi zamanla birlikte yer yer artip azalmistir.
Klorofil ve karotenoit miktar grafikleriyle ortiismese de 4 farkli ortam birbirine
benzer egriler ¢izmistir (Sekil 4.22). En yiiksek klorofil miktar1 7.5 mg/L (Sekil
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4.23) ve karotenoit miktar1 BBM’de 2,69 mg/L olarak 14.giinde elde edilmistir
(Sekil 4.24).
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Sekil 4.22 KK FBR'de farkli besin ortamlar1 denemesi fotosentetik aktivite grafigi
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Sekil 4.23 KK FBR besin ortami denemesi toplam klorofil miktar grafigi
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4.2.3.Farkl 151k siddetlerinin C. nivalis’in iiretimine etkisi

Bold 1NV besin ortaminda 90, 250 ve 500 pmol foton m2s? 151k siddetinde
yapilan denemede pH degeri 7.8-11 araliginda bazik bir ortamda seyretmistir (Sekil
4.25). Hiicre sayiminda ise 12. giinde 90 pmol foton m2s 1s1k siddetindeki ortamda
en fazla hiicre sayisina (5.5x 10 hiicre/ml) ulasilmistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.25 KK FBR'de 151k siddeti denemesi pH grafigi
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Sekil 4.26 KK FBR'de 151k siddeti denemesi hiicre sayis1 grafigi

Hiicre yogunlugu 6l¢iimlerinde 1 gilin boyunca lag fazinda kalan hiicrelerin
daha sonra arttig1, 90 ve 500 pmol foton m?s™ 151k siddetindeki kiiltiirlerin 10.
giinde stasyoner faza girdikleri ancak 250 pumol foton m2s? 1sik siddetindeki
kiiltiirtin grafiginde dalgalanmalar oldugu goriildii (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27 KK FBR'de 151k siddeti denemesi hiicre yogunlugu grafigi

Kiiltiirlerin ilk giinden itibaren fotosentetik aktivitelerinde genel olarak azalis
gdriilmiistiir, ancak 90 pmol foton m2s™’teki kiiltiiriin daha yiiksek bir aktivitede
seyrettigi sOylenebilse de son giin olan 12. giinde tiim kiiltlirler i¢in yakin
degerlerde bitmistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28 KK FBR'de 151k siddeti denemesi fotosentetik aktivite grafigi

250 ve 500 pmol foton m2s ™ teki kiiltiirlerin 3. giiniinde toplam klorofil ve
karotenoit miktarlari en yiiksek degere ulastiktan sonra azalarak 5. giinde 0 degerine
yaklasmistir (Sekil 4.29 ve 4.30). Toplam klorofil ve karotenoit miktarlarinin
karsilastirilmast ile 90 pmol foton m™s? 151k siddetinde 6,03 mg/L toplam Kklorofil
ve 2,25 mg/L toplam karotenoit en fazla elde edilmistir. Buna gore daha diisiik 151k
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siddeti klorofil ve kartotenoit Uretiminde artisa neden olarak beklenenin aksine
sonu¢ elde edilmistir. Hiicre yogunlugu karsilastirilan tretimlerde klorofil ve
toplam karotenoit miktari ile paralel sekilde 90 umol foton m?s? 151k siddetinde en

1yi sonug elde edilmistir.
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Sekil 4.29 KK FBR'de 151k siddeti denemesi toplam klorofil miktar grafigi
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Sekil 4.30 KK FBR'de 151k siddeti denemesi toplam karotenoit miktar grafigi
4.3.Farkl Fotobiyoreaktorlerin C. nivalis’in Uretimine Etkisi

Farkli fotobiyoreaktorlerde yapilan denemede hiicrelerin iiremeleri ve
pigment analizleri 14 giin boyunca takip edilmis, Panel FBR’nin sicaklig1
24+0.4°C’da seyrederken KT FBR ve Tiibliler FBR’ler 25+0.4°C’a ¢ikmustir.
Hiicrelerin 28°C iizerinde yasayamadig tespit edilmistir. Uretimlerin pH degerleri
benzer sekilde elde edilmistir (Sekil 4.31). Panel FBR’de hiicrelerin diger iki
FBR’ye gore daha hizli lag fazini atlattigi goriilmistiir (Sekil 4.33). Hiicre sayisi ve
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yogunluguna gore Panel FBR’de en fazla hiicre artis1 gorilmiistiir (Sekil 4.32 ve
Sekil 4.33).
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Toplam klorofil ve karotenoit miktarlar1 karsilastirildiginda en yliksek
klorofil ve karotenoit iiretimi KT FBR’ de iiretimin 14. gliniinde 7,66 mg/L ve 2,63
mg/L olarak bulunmustur (Sekil 4.35 ve 4.36). Daha sonra en yiiksek deger Panel
FBR’ de 8. giinde 6,32 mg/L klorofil; 10. giinde 2,53 mg/L karotenoit elde
edilmistir. En az tiretim Tiibiiler FBR’de 3,53 mg/L klorofil; 1,6 mgL karotenoit
olarak iiretimin 12. giiniinde iretilmistir. Buna gore yiizey alan1 en fazla olan
Tibiiler FBR’de  hiicrelerin  karotenoit iiretimi  uyarilamamig, {iretim

fotoinhibisyona ugradigi goriilmistiir (Vasumathi et al., 2012).
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Sekil 4.34 C. nivalis FBR denemesi fotosentetik aktivite grafigi
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Sekil 4.35 C. nivalis FBR denemesi toplam klorofil miktar grafigi
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Sekil 4.36 C. nivalis FBR denemesi toplam karotenoit miktar grafigi

Sekil 4.37 C. nivalis’in Panel, Tibiiler, KT fotobiyoreaktorlerdeki iiretimi

4.4.Kiiciik Olcekte Yapilan Stres Denemelerinin C. nivalis Uretimine
Etkisi

4.4.1.Petride 151k ve soguk stresi denemesi sonuclari

Petrilerde yapilan 151k ve soguk denemelerinde kistik faza gecis
uyarilamamis, gézlem ve mikroskobik incelemeler sonucunda +4°C ve -20°C’daki
hiicrelerin yapisal biitiinliigiinii koruyamadigi ve o6ldiigii belirlenmistir. Buz
iizerindeki led ve UV orneklerinde hiicresel kiimelenme goriilmiis, ancak kirmizi
kistik faz goriilmemistir (Sekil 4.38).



57

Sekil 4.38 Petride 151k ve soguk stresi denemesi. a)+4°C buzdolabi, calkalayici, 1s1k; b)24 saat
sonraki hali; ¢) 24 saat sonraki mikroskobik goriintiisii ;d) Buz {izeri, UV 1s1k; €) Buz iizeri, yogun
led 151k

4.4.2.Deney tiipiinde besin stresi denemesi

4.4.2.1.S1v1 tlipte besin stresi icin 1.deneme

Besin ortam1 kompozisyonunda vitamin ve tuz farkliliklarmin farkl iki 151k
siddetinden alinan kiiltiirler iizerinde etkisinin arastirildigi denemede higbir
degisiklik gozlenmemistir. 500 pmol foton m?s? 151k siddetinden alman sar
renkteki tlipler besin stresinden ve tuzluluktan daha ¢abuk etkilenerek astaksantin
iiretiminin uyarilacagi diislinlilmiistii. Ancak sonug¢ beklenildigi gibi olmadi.
Hiicrelerde klorofil ya da karotenoit artis1 goriilmedi. 90 umol foton m?2s? 151k
siddetinden alinan kiiltiirde de bir farklilik olusmadi. Deneme yeniden kurularak
151k siddetinin artirilmasi ile tekrarlansa da kistik formdaki hiicre olusumu

gozlenmedi.

4.3.2.2.S1v1 tlipte besin stresi icin 2.deneme

Besin ortami kompozisyonunda vitamin ve tuz farkliliklarinin stres faktori
olarak denendigi 5 ml’lik tiiplerde yapilan sette 2 hafta boyunca higbir degisiklik
gbozlenmemistir. Set yogun 151k altinda birakilarak denemeye devam edilmesine

ragmen toplamda 4 hafta sonrasinda kiiltiirde renk degisimi, kistik faza gecis ya da
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olim gorilmedi (Sekil 4.39). Ancak tiipler kendi aralarinda hiicresel yapi
bakimindan mikroskobik olarak karsilastirildiginda sadece 1 nolu kontrol tiiptinde
flagelli, hareketli, armut sekilli vejetatif hiicre formu daha yaygindir. Vitaminsiz 2
ve %50 seyreltilen 3 nolu tiipler benzer olarak az flagelli, az hareketli, armut-daire
sekilli kiiclik-biiyiik hiicreler yaygindir. %1 tuzlu 5 nolu tiip, %0,5 tuzlu 6 nolu tiip
ve%0,5 vitaminsiz 8 nolu tlipte benzer sekilde flagelsiz, hareketsiz, kiigiik-biiyiik,
armut-daire seklinde hiicreler karisik bulunmaktadir. %90 seyreltilen 4 nolu tiip ve
%1 tuzlu ve vitaminiz 7 nolu tiip birbirine benzer olarak biyiik, flagelsiz,
hareketsiz, daire sekilli hiicreler ¢ogunluktadir. Besin ortaminin yiiksek oranda
seyreltilmesi ve vitamin eksik ortamda tuzla stres uygulanmasi hiicrelerin kistik
faza gecisini uyarabilse de (Bidigare et al., 1993; Lu et al., 2012; Ganey et al., 2017)

denemedeki biitiin tiiplerde kirmizi kistik form goriilmemistir.

Sekil 4.39 4 hafta sonra tiiplerde besin stresi denemesi

4.4.3.Spot 151kta stres denemesi sonuclari

500 ml’lik Schott siselere alinarak projektor spot 1siginda yapilan stres
denemesinde C. nivalis kiiltiirlerinin biyiimesi takip edildi ve HPLC sonuglari
karsilastirildi. Yiiksek 1siktaki kiiltiir 24 saat i¢inde tamamen beyazladigi goriildi
(Sekil 4.40). Ardindan 15°C’deki paralelinin yanina alinarak kiiltiirde yeniden
canlanma olup olmayacagina bakildi. Hicbir degisiklik gdozlenmemesinin ardindan
mikroskopta hiicrelerin klorofilini kaybettigi, ancak hiicre seklinin genellikle
korundugu goriildii.

Sekil 4.40 Spot 151k denemesi a)Kontrol, 15°C ve yogun spot 151k altindaki kiiltiirler, b)aralikli
spot 151k, c)hasat sonrasi
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4.5.Uretimlerin Karotenoit Iceriklerinin HPLC’deki Sonuclar

Kabarcik kolondaki ve fotobiyoreaktorlerde kiiltivasyonu yapilan C.
nivalis’in klorofil ve karotenoit tiretimi asagidaki formiile gére hesaplandi. Klorofil

ve karotenoit miktarlar1 mg/g cinsinden tabloda gosterildi.

HPLC Amount(ppm) x Cozelti hacmi(L)
HPLC karotenoit miktar1 (mg/g)= X Seyreltme faktorii
Ornek kuru kiitlesi (g)

Tablo 4.1 C. nivalis tiretimlerinde HPLC analiz sonuglari

Kl-a Violaksantin Kl-b Astaksantin
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Dalga boylar1 | 400 nm 450 nm 450 nm 480 nm
Spot Isik Stres
Denemesi
Kontrol 0,351 0,345 1,105 0,022
Yogun Isik 0,089 0,362 0 0
Yiiksek
Aralikli 1,216 0,104 0,071 0,049
Spot Isik 1,538 0,149 0,772 0,102
Besin Ortamu
Bold 1INV 16,403 0,541 0,707 0,056
BBM 24,068 0,081 0,991 0,137
Bold 3N 19,183 0,208 0,800 0,079
Mod.3N 18,183 0,120 0,887 0,058
Itk (UE)
90 uE 1,435 0 0 0
250 uE 0,801 0,384 0 0
500 uE 5,728 0 0,218 0,012
Stcaklik (°C)
5°C 8,270 0,284 0,414 0
10°C 13,883 0,278 0,608 0,030
20°C 15,529 0,252 0,465 0,009
FBR Cesidi
Panel 23,513 0,078 0,671 0,070
Tiibiiler 13,235 0,223 0,472 0,032
KT FBR 28,639 0,233 0,737 0,121

Tablo 4.1’e gore spot 15181n stres faktorii olarak denendigi stres setinde 24
saat boyunca yogun spot 1s1k altinda kalan kiiltiiriin nitel gézlemiyle uyustugu,
klorofilini kaybederek beyazlayan kiiltiiriin Kl-a degerinin 0,089 mg/g’a diiserek en
az miktarda tespit edilmistir. Kl-b ve astaksantin ise hi¢ bulunamamaistir. Bunun
nedeni biyokiitledeki karotenoitlerin astaksantine kadar ulasamadan daha 6nceki
yolizlerinde kaldig1 violaksantinde sonlandig1 goriilmektedir. Violaksantin ise tiim
bunlara ters olarak en fazla yogun spot 1sikta 0,362 mg/g elde edilmistir. 20°C’de

bulunan kontrol grubuna kiyasla 15°C’daki 1sitk denemesi Kl-a miktarini
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arttirmistir. Bu da vejetatif hiicrelerin 15°C’da 20°C’a gore daha optimum bir
sicaklik oldugunu gostermistir ve birim g kiitle basina en fazla astaksantin iiretimi
de 0,102 mg/g olarak elde edilmistir. Araliklarla spot 1518a maruz kalan kiiltiirde ise

kontrole gore Kl-a ve astaksantin artig1 olmustur.

Tablo 4.1’e gore besin ortam1 denemesinde en fazla astaksantin tiretimi BBM
ortaminda 0,137 mg/g, en diisiik astaksantin liretimi ise Bold INV ortaminda 0,056
mg/g olarak elde edilmistir. Farkli besin ortamlarindaki astaksantin tiretimi ¢oktan
aza dogru BBM, Bold 3N, Modifiye 3N ve Bold INV olarak goriilmistiir.
Violaksantin iretimi ise 0,541 mg/g ile Bold 1INV ortaminda iiretilmistir.
Violaksantin tiretim miktar1 ¢goktan aza dogru Bold INV, Bold 3N, Modifiye Bold
3N ve BBM ortamlarinda iiretilmistir. Klorofil-a ve b miktar1 astaksantin tiretimiyle

paralel olarak en cok BBM ortaminda en az ise Bold 1NV ortaminda elde edilmistir.

Bold INV besin ortaminda 20°C’daki kiiltivasyon sartlarinda yiiritiilen 151k
denemesinde astaksantin sadece 500 pE 1sik siddetindeki kabarcik kolon
fotobiyoreaktdrde yaklasik 0,012 mg/g tiretilebilmistir. Violaksantin ise sadece 250
LE 151k siddetinde 0,384 mg/g tespit edilmistir, bu da astaksantin iiretimine
ulagsmadan karotenoit biyosentezinin Onceki basamaklarinda violaksantinin
tespitini miimkiin kilmistir. Isik siddeti C. nivalis tiretiminde klorofil ve karotenoit
iretiminde oldukca sinirlandirici-baskilayict bir faktor oldugu gortilmiistiir. HPLC
sonuglarinda degerlerin sifir ¢ikmasmnin nedeni hiicre pargalamada ve

ekstraksiyonda yetersizlik olarak acgiklanabilir.

Sicaklik denemesinde en fazla astaksantin 10°C’da 0,608 mg/g iretilirken
5°C’da ise astaksantin tespit edilememistir. Farkli sicakliklarda violaksantin
iretimi ise 5°C’da daha fazla olsa da 10 ve 20°C’de birbirine yakin miktarda
retilmistir. Klorofil-a en fazla 20°C’da ve sonrasinda 10°C’de iiretilmistir. 5°C’de
ise diger Uretimlerin neredeyse yarist kadar bir Kl-a tretilmistir. Kl-b miktar
10°C’de en fazla iken sirastyla 20°C ve 5°C’da daha az tiretilmistir.

Fotobiyoreaktordeki biyokiitle liretiminda esit hacimde farkli reaktor tipiyle
saglanan 151k alan yiizey alani farklilifina bagl olarak klorofil ve karotenoit
miktarlarinda da degisiklik goriilmiistir. HPLC analizine gore Kl-a, Kil-b,
violaksantin ve astaksantin miktarlarinin tamami en fazla KT FBR’de iiretilmistir.
Fotobiyorektor tipine gore C. nivalis mikroalgi ile ilgili olarak karsilastirma yapilan
caligmalarin bulunmamas: sebebiyle bu elde edilen veriler ilk olma o&zelligi
tagimaktadir. Biyokiitle iiretimi ile baglantili olacak sekilde astaksantin iiretimi
stirekli karistirmali tank fotobiyoreaktoriinde en fazla 0,121 mg/g olarak elde
edilmistir. En yiiksek yiizey alanina sahip Tiibiiler FBR (0,375 m?) violaksantin
iiretiminde KT FBR (0,106 m?) ile yakin sonug elde edilse de klorofil (%46’s1) ve
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astaksantin (%27’s1) lretiminde KT FBR’nin ¢ok gerisinde kalmistir. Tiibiiler
FBR’de karotenoit iiretimi astaksantinden daha Once ara bilesiklerde kalarak
violaksantin birikmesine neden olmustr. Panel FBR (0,104 m?) ise yine Tiibiiler
FBR’ye gore 2,19 kat daha fazla astaksantin tiretmistir. Buna ragmen violaksantin
miktar1 diger FBR’ye gore ¢ok diisiiktiir. Buna gore Kl-a ve b, violaksantin,
astaksantin tiretimleri i¢in en iyi fotobiyoreaktor tipi KT FBR olarak elde edilmistir.

En vyiiksek yiizey alanma (0,375 m?) sahip Tiibiiler FBR’de hiicreler
fotoinhibisyon dolayisiyla baskilanmis, astaksantin akiimiilasyonu azalmistir.
Yiiksek 151k karotenoit sentezini uyarsa da violaksantinde kalarak astaksantine
gecememistir. Bu da Tiibliler FBR’de diisiik astaksantin eldesine neden olmustur.
Sonraki en yiiksek alan olan 0,106 m?lik KT FBR’de ise en yiiksek astaksantin
tiretimi gergeklesmistir. Panel FBR’de en diisiik miktarda astaksantin {iretiminin
goriilmesi, FBR’lerle yapilan pek ¢ok mikrobiyal kaynakli astaksantin {iretimi
calismalariyla paralel ve destekleyecek sekilde sonuglanmistir (Boussiba et al.,
200). Havalandirma, karistirma, homojenizasyon ve daha kontrolli ve
kontaminasyon riski diisiik olan KT FBR bu c¢alisma ile en optimum {iretimin
saglandigr FBR tipi olmustur. Yiizey alanlar1 birbirine yakin olan Panel ve KT
FBR’deki iiretimlerde HPLC sonuglarina gore astaksantin ve violaksantin
miktarlar1 KT FBR’da daha fazla elde edilmistir.

HPLC analizine gore yapilan tiim iiretimlere gore en fazla astaksantin tiretimi
birim gram kiitle basina BBM ortaminda 20°C’da 500 ml kabarcik kolon tiretiminde
0,137 mg/g elde edilmistir. Ikinci sirada ise 20°C’daki Modifiye Bold 3N
ortamindaki KT FBR’ninde 0,121 mg/g iiretilmistir.
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S5.TARTISMA

Tez kapsaminda Chlamydomonas nivalis’in erlenmayer, KK FBR, Panel
FBR, Tiibiiler FBR ve KT FBR’de kiiltivasyonu saglanabilmistir. Daha 6nce cesitli
biyoreaktorlerin kullanilarak kiiltivasyona etkiyen parametrelerin biyokiitle
iiretimine ve astaksantin akiimiilasyonuna etkisinin incelendigi ortak ve kapsamli

bir ¢alisma olmamasi, ¢calismanin yenilik¢i yoniinii olusturmaktadir.

Bu tezde kullanmilan Chlamydomonas nivalis’in ¢alismanin heniiz
baslangicinda UTEX Kiiltiir Koleksiyonu’ndan yaz aylarinda tedarik edilmesi
nedeniyle kiiltliriin zayif olmasi, taginmasi sirasinda yiiksek sicaklik farkliligina
maruz kalmasi, kiiltiire alinmadan 6nce adaptasyonunun uzun zaman almasi gibi
sorunlar goriilmesi ana stok kiiltivasyonuna gegisi ertelemistir. Bu siirecte kiiltiir
koleksiyonunca Onerilen tiim basamaklara hassasiyetle dikkat edilmis ve

uygulanmaistir.

C. nivalis’in stok kiiltiiriiniin Bold INV besin ortaminda olmasi nedeniyle ilk
iiretim asamalar1 da benzer sec¢ilmistir. Ancak devam eden denemeler bir deneme
deseni olusturularak daha kiigiik hacimde c¢alisilmak istense de denemelerin paralel
kurulmasindaki malzeme ve kosullarin tam olarak saglanamamasindan dolay1

birbirini takip eder sirada yapilmasina neden olmustur.

C. nivalis hakkinda iiretim parametrelerince az sayida literatiir bulunmasi,
calismanin bilinen diger mikroalg tiirlerine gore sifirdan planlanmasina neden
olmustur. Literatiirdeki bu durum hem calismaya 6nem yiiklerken hem de

sonuglarin tartisilmasinda zorluga neden olmustur.

Habitatinda kirmizi kistik formunun goriildigii C. nivalis’in ¢alisma
kapsaminda hi¢bir agamada gozle goriiliir kirmizi renk doniisiimii olmamasi
beklenen bir durum degildi. Ancak yapilan HPLC sonuglart iiretimlerde astaksantin
sentezinin tetiklendigini, elde edilen farkli astaksantin miktarlarinin da deneme
setlerindeki degiskenler sayesinde oldugu kanitlanmistir. C. nivalis’in {izerine
yapilan yeni ¢aligmalar ile birlikte bu ¢alismada elde edilen veriler ilerde farkll

yorumlara agiktir.
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6.SONUC VE ONERILER

Organik tiretimin ve dogal kaynaklarin 6neminin yeniden revagta oldugu bu
donemde mikroalglerin yeri biyo-tabanl iirlin iiretiminde iist siralardadir. Ancak
kaliplagsmis ve rutin liretimlere yenilik¢i bir bakis agis1 kazandirmak adina, farkli
hammadde ve iirlinlerin potansiyelleri denenmelidir. Basta astaksantin olmak tlizere
Haematococcus pluvialis ve Chlorella zofingiensis mikroalglerinden elde edilen
karotenoitlerin ticari iretiminin ¢ogunlukla 1liman-okyanusal iklimlerdeki
firmalarin tekelinde bulunmasi, siiphesiz ki ortam sartlarinin uygunluguna paralel

olarak agik alanlarda diisiik maliyet avantajiyla iiretimlerinin gerceklesmesidir.

Chlamydomonas nivalis, yiliksek dag ve buzullarda yasayan, ekstremofilik bir
tiir olarak uzun senelerdir bilinmesine ragmen hakkinda literatiir ¢alismasi1 az
sayidadir. Genellikle tiir izolasyonu alaninda ¢alisilmasi, “kirmizi kar” tanimiyla
bilinen ve bilim diinyasinda bir donem olduk¢a da merak uyandiran olayin
sorumlusu olarak daha fazla calisilmasi muhtemel bir mikroalg tiirii olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Arktik ve Antarktik bolgelerde yapilan calismalarda UV
1518a kars1 Uirettigi karotenoitleri sayesinde kar yiizeyindeki alg patlamasinin (algal

bloom) renklerindeki pay1 biiyiiktiir.

Iceriginde ¢ok sayida koruyucu metabolit bulunmasi, ticari iiretimi de
digiiniilerek, C. nivalis’in nu tez kapsaminda aragtirilmasinda 6nemli bir noktadir.
Agar ortamindan s1vi tiliplere, erlenmayerlerden 5 L’lik fotobiyoreaktorlere kadarki
tiretim periyodunda asama asama kaydedilen bilgiler gostermistir ki yillik en
yiiksek sicakligi 20°C civarinda olan bir bolgede C. nivalis’in astaksantin ve diger
karotenoitlerin saglayicis1 olmasi ticari tiretiminin miimkiinliigiinii gdstermistir. Bu
sicaklik araligr daha soguk iklimlerin yaz donemlerinde astaksantinin alternatif
treticisi  olarak  kullanimmin o6nilinii  a¢gmaktadir. Calismada kullanilan
fotobiyoreaktdr ¢esitliligi ve 5 L’ lik reaktorlerin kullanimina kadarki stireclerde
sicaklik, besiortami, 151k siddeti gibi stres faktorlerinin denenmesi, kiigiik 6lcekte
stres denemeleri ile birbirini takip eden kapsamli bir c¢aligma oldugunu
gostermektedir. Her ne kadar cesitli parametre ile iiretimler karsilastirilsa da yeni
parametrelerin eklenmesi ile benzer ¢aligmalar yapilabilir. HPLC analizi daha
kiiglik hacimdeki tiretimler ile basamak basamak her bir parametrenin denenmesi
ardindan sonuglar1 degerlendirilerek yeni setlerin kurulmasinda fikir verebilir.

Daha 6nceki ¢alismalar dogal habitatlarindan izole edilen tiiriin, cogunlukla
tir tayini ic¢in filogenetik ve hiicresel formunun goriintiilenmesi amaciyla
mikroskobik incelemelerin yapildigr arastirmalardir. Bu aragtirmalar saha

orneklerinden alinan anlik sonuglar oldugu icin farkli ortam kosullar1 kontrollii



64

deneyler yardimiyla agiklanmalidir. Sonraki ¢alismalarda ise ancak laboratuvar
sartlarinda C. nivalis’in tiretimi yapilmistir. Ticari olarak bazi kozmetik iiriinlerin
igcerisinde bulundugu ve iiretiminin fotobiyoreaktorler araciligi ile saglandigini
gosteren kitapciklar olsa da tam olarak liretim parametrelerini igeren ayrintili
iceriklere ulagim saglanamamaktadir. Bu iiretimlerdeki gizlilik, tiirlin endiistriyel
captaki iretiminin daha da Oonemli bir hal alarak ileride tiim diinyada yanki

bulabilecek arastirma sonuglarina da olasilik vermektedir.

C.nivalis’in habitat kosullarinda pek ¢ok madde ve canli ile bulunmasi
laboratuvar ve biiylik 6l¢ekte bakteri tiirleri ile ko-kiiltiir halinde iiretimi gelecek
caligmalarda uygulanabilecek bir oneridir. Ayrica genetik ¢alismalarda fotosistem
II’deki D1 proteininin foto-koruyucu etkisinin arastirilmast da bu tiiriin gelecek
arastirmalarindan bazilari olabilir. H. pluvialis’te karotenogenezisin metal iyonlari
ile uyarildigi galigmalara benzer olarak C. nivalis igin de benzer sekilde ¢esitli metal
iyonlar1 (Fe*?, Mn*2, Cd*2 gibi) ve konsantrasyonlarmin etkisinin arastirildig1

caligmalar gelecekte yapilabilir.

Kisith miktarda literatiir bilgisine ulasilabilen bu mikroalg tiirii i¢in ¢cok daha
fazla sayida arastirmaya ihtiyag vardir. Ozellikle da farkli kosullarda iiretimi
yapilan kiiltiirlerinin  genomik, proteomik arastirmalar ile potansiyelleri
degerlendirilirken metabolomik aragtirmalar: ile de gergekte ne trettigi hakkinda
cok daha fazla bilgi elde edilebilir. Buradan ¢ikacak sonuglar da {iretim
parametrelerinin optimizasyonunun saglanabilmesi i¢in hedeflenen metabolite

gidiste en iyi yolu gosterecektir.
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