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PORPHYRIDIUM CRUENTUM KULTURLERINDE BUYUME VE
BiYOKIMYASAL KOMPOZiSYONDA MEYDANA GELEN DEGiSIMLER

OZET

Bu calismada, Porphyridium cruentum’un kii¢iik hacimlerde (1 L) farkli 151k
(50, 100 ve 150 pmol foton m™ sn™") ve sicaklik degerlerinde (18, 22 ve 26 °C), farkh
151k yolu uzunluklarinda (17,5, 23,0 ve 27,5 cm), polietilen naylon torbalarda (20 L)
ve biiyiik 6l¢ekli havuzlarda (1000 L) biiylime ve polisakkarit biriktirme 6zellikleri
calisildi. Yapilan denemeler sonucunda farkli sicaklik ve 1s1ik siddetleri altinda en
yiiksek biiyiime 22 °C’de 150 pmol foton m™ sn™' 1s1k siddetinde 16. giinde ulasildi.
Buna gére en yiiksek hiicre sayist 23,9 x 10° hiicre mL™', kuru agirlik degeri ise 1,75
g L' olarak bulundu. Denenen farkli 151k yolu uzunluklarinda ise 17,5 cm’de en
yiiksek hiicre sayisi elde edildi (4,2 x 10° hiicre mL™"). Hiicrelerde en yiiksek
polisakkarit igerigi ise 18 °C’de 50 pmol foton m™ sn™ 151k siddetinde 12. giinde kuru
agirhgin % 45’1 oraninda bulundu. Polietilen torbalarda gercgeklestirilen
denemelerde, 100 pumol foton m? sn” 151k siddetinde 15. giinde 6,3 x 10° hiicre mL™!
saytya ulasildi. Havuz denemelerinde ise ilk 6 giin hiicre sayisinda artis yasandi (0,9

x 10®hiicre mL™). Takip eden giinlerde ise hiicre sayisi diistil.

Sonu¢ olarak, Porphyridium hiicrelerinin gerek biiylimesi, gerekse
polisakkarit iiretme hizinin genel olarak artan sicaklik ve 151k siddeti ile arttig
gorildii. Ayrica, kuvvetli glines 1s18min bulundugu dis ortamda yapilacak

calismalarda, yiiksek hiicre yogunlugu ile baglamanin 6nemli oldugu goriildi.

Anahtar sozciikler: Porphyridium cruentum, polisakkarit, bliyiime, polietilen

torba, havuz



THE CHANGES IN GROWTH AND BIOCHEMICAL COMPOSITION
OF PORPHYRIDIUM CRUENTUM CULTURES

ABSTRACT

In this study, the growth and accumulation of polysaccharides in
Porphyridium cruentum at different light (50, 100 and 150 umol photon m™ s™) and
temperatures (18, 22 and 26 °C) in small volume cultures (1 L), in different light path
lengths (17,5, 23,0 and 27,5 cm), in polyethylene bags (20 L) and in open ponds in
large volume cultures (1000 L) were studied. The result of the studies carried out
showed that the best growth was achieved at 22 °C and 150 pmol photon m™ s on
the 16™ day. Accordingly, the highest cell count was found to be 23,9 x 10° cells mL’
" and the dry weight was found to be 1,75 g L'\, As for the different light path
lengths, the highest cell count was found in 17,5 cm (4,2 x 10° cells mL™). The
highest polysaccharide content in the cells was found on the 12" day at 18 °C and 50
umol photon m? s to be 45 % of the dry weight. In the trials carried out in
polyethylene bags, the cell count was 6,3 x 10° cells mL™" on the 15" day at 100
umol photon m™ s™. As for pond cultures, the cells were increased during the first 6

days (0,9 x 10° cells mL™), and the cells started to decrease in the following days.

As a result, it was seen that the both of the growth and the rate of
polysaccharide production were in general increased by the increasing temperature
and light. In addition, it was seen that starting with higher cell concentrations in the

experiments to be done outdoors under strong sun light was important.

Keywords: Porphyridium cruentum, polysaccharide, growth, polyethylene bags,
pond

vi



ICINDEKILER Sayfa

TEZ SINAVI SONUC BELGESI........cooiiiiiiiie e, 1
TESEKKUR . ...t 111
SIMGELER VE KISALTMALAR.........ouiiiiiiiiiiiiniaeee e iv
OZET ... v
ABSTRACT ... vi
BOLUM 1 — GIRIS ..o, 1
BOLUM 2 - KAYNAK OZETLER..............oovtiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 3
2.1. Tiiriin Genel OzelliKIeri.................ccouuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 3
22. Kullanim Alanlari............. 4
2.3. Uretim Calismalari. ..o, 5
BOLUM 3 - MATERYAL VE METOD...........cccoeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinn, 7
3.1. Organizma ve Kiiltiir Kosullari....................... 7
3.2.Deneme Gruplari.............oooiiiiiiiiii 8
3.3, Analitik OICHMIr. ..o 10
BOLUM 4- BULGULAR..........coooiiiiiiiiiiiiiiiieieeee e, 14
4.1. Kiiciik olcekli cahsmalar............................. 14
4.1.1 Isik ve sicakhigmn etKisi..................ooo 14
4.1.2. Isik yolu uzunlugunun etkisi...........................oo, 26
4.2. Biiyiik olcekli calismalar.......................... 29
4.2.1. Polietilen torbalarda iiretim.............................co 29
4.2.2. Havuzda iiretim. ...t 32
BOLUM 5 —SONUC VE TARTISMA . .....oouiiiitiieiieee e, 35
KAYNAKLAR. .. 40
10 (1) I
SeKiller. ... ..o e Nl

Yasam OyKiUST. ..........oooiiii e V



BOLUM 1
GIRIS

Yirminci ylizyilin baslarinda diinya niifusunun hizla artmasi sonucu dogal
kaynaklar yetersiz kalmaya baglamistir. Bu durum karsisinda arastirmacilar artan
protein acigin1 kapatabilmek i¢in besin iiretimini artirict onlemlerin yani sira
alternatif besin kaynaklar1 arayisi i¢ine girmislerdir. Mikroalgler, gerek alternatif
protein kaynagi olmalar1 gerekse hiicre i¢inde biriktirmis olduklar1 degerli
metabolitler bakimindan son zamanda {izerinde en fazla ¢alisilan organizmalardan

biri haline gelmistir.

Mikroalg liretiminin ticari anlamda biiytik dl¢eklerde iiretimi, ilk olarak 1960’1
yillarda Chlorella (Chlorophyceae) iiretimi baslamis olup, 6zellikle 1980°den sonra
mavi-yesil alglerden Spirulina sp.’nin tretimi ile hiz kazanmistir. Mikroalgal
biyoteknoloji konusunda tilkemizde ilk gerceklestirilen caligmalardan biri, EPA
(Eicosapentaenoic Asit) bakimindan zengin bir pennat diyatom tiirii Phaeodactylum
tricornutum Bohlin iizerine gergeklestirilen calismalardir (Gokpinar, 1980, 1982).
llerleyen yillarda, Spirulina tiiriiniin besin madde igerigine dikkat cekilmis (Cirik,
1989) ve giiniimiizde bu tiiriin biiyiikk o6lceklerde iiretimi iilkemizde devam

etmektedir.

Mikroalglerin  hiicre icinde biriktirdikleri ekonomik anlamda degerli
metabolitler genel olarak protein, pigmentler (Borowitzka, 1988), polisakkaritler
(Gudin, 1988), antibiyotik ve vitaminler (Cohen, 1986), hidrokarbonlar (Bachofen,
1982) ve yag asitleri (Cohen, 1986) seklinde siralanabilir. Dolayisiyla, bu
fotosentetik canlilar insanlar i¢in besin destegi (Henrickson, 1989), akuakiiltiir ve
hayvan besleme (Becker, 1986), enerji liretimi (Ginzburg, 1993), tarlalarda azotlu
giibre olarak kullanim (Watanabe ve dig., 1987) ve atik su aritimi1 (Henze ve dig.,
2002) gibi ¢ok farkli alanlarda kullanilabilmektedir.

Mikroalgal biyoteknoloji kapsaminda en 6nemli tiirlerden biri de Porphyridium

cruentum (Rhodophyceae) olup, bu tiir 6zellikle polisakkaritler (Ramus 1972) basta



olmak {izere yag asitlerinden Arachidonik Asit (ARA, 20:4w6), Gammalinolenic
Asit (GLA, 18:3w6) ve Eicosapentaenoic Asit (EPA, 20:5w3) bakimindan zengin bir
tiirdiir (Vonshak, 1988). Polisakkaritler, basta kozmetik ve gida olmak {izere
jellestirici ajan, stabilizor, yaglarin iyilestirilmesi gibi pek ¢ok alanda kullanim
alanina sahip ticari olarak 6nemli algal metabolitlerden biridir (Arad, 1999). ARA,
EPA ve GLA ise insan ve hayvanlarda bir besin destegi olarak disaridan alinmasi

gerekli 6nemli yag asitleridir.

Porphyridium  cruentum’un  kiiltiiriic  biiyiikk  Olceklerde  farkli  {iretim
sistemlerinde  gergeklestirilebilmektedir. ~ Kontrollii  kosullar  altinda  tiip
fotobiyoreaktorlerde (Gudin ve Chaumont, 1991, Rebolloso Fuentes ve dig., 1999),
polietilen torbalarda (Cohen ve Arad, 1989), dis ortamda havuzlarda (Cohen ve dig.,
1988) ve cam panel fotobiyoreaktorlerde (Singh ve dig., 2000) gercgeklestirilen

calismalar 6rnek olarak verilebilir.

Bu ¢alismada, Porphyridium cruentum’un farkli sicaklik ve 1s1ik siddetlerinde
biiyiime ve polisakkarit biriktirme 6zelliklerinin tespiti ile biiylik hacimlerde torba ve

havuz kiiltiirlerindeki biiytime 6zelliklerinin ortaya konmasi amaglanmaistir.



BOLUM 2
KAYNAK OZETLERi

2.1. Tiiriin Taksonomisi ve Genel Ozellikleri

Kirmiz1 alglerden Porphyridium cruentum (Rhodophyta) ilk defa Naegeli
tarafindan 1849°da tamimlanmistir. Fakat bu tiiriin taksonomik durumu siirekli
tartigmalara konu olmustur. En c¢ok karsilagilan tiirlerden olan Porphyridium
purpureum (Bory) Drew et Ross ile P. cruentum (S.F. Gray) Naegeli sinonimdir
(Vonshak, 1988). Porphyridium cruentum’un giinimiizde sistematikteki yeri
asagidaki gibidir:

Sube  : Rhodophyta

Smif  : Rhodophyceae

Takim : Porphyridiales

Aile : Porphyridiaceae

Cins : Porphyridium

Tiir : Porphyridium cruentum

Sekil 1. Porphyridium cruentum hiicresi (Cubuk 10 pm’yi temsil eder)



Porphyridium sp. tathi su, deniz suyu veya nemli topraklarda bulunabilir. Tek
hiicre veya kiimelesmis halde diizensiz koloniler seklinde goriilebilir (Vonshak,
1988). Dairesel sekilli olan Porphyridium hiicreleri 4-9 pm ¢apinda olup, hiicre
duvarina sahip degildir (Sekil 1). Hiicreler, hiicre etrafinda yiliksek miktarda stilfath
yapida polisakkarit olusturma 6zelligindedir (Arad ve dig., 1985; Singh ve dig.,
2000). Bu tabaka, biiylimenin logaritmik evresinde en ince halinde iken durgunluk
fazinda en kalin haline gelir. Biiylime ortamina gectiginde ¢6ziinen yapida olan bu
polisakkarit iirlin hiicre yiizeyinde siirekli olarak yenilenir (Ramus, 1972, 1986;
Arad, 1988; Friedman ve dig., 1991). Hiicre membranindan kiiltiir ortamina gegen bu
stilfath yapidaki polisakkkarit kiiltiir ortaminin viskositesinin artmasina neden olur
(Ramus, 1986). Hiicreyi kapsiil seklinde ¢eviren polisakkarit yapinin temel gorevi

hiicrenin su kaybetmesini onlemektir (Ramus, 1981).

2.2. Kullanim Alanlari

Polisakkaritler genel olarak kozmetik endiistrisinde, uguk ilaglarinda ve besin
destegi olarak saglik sektoriinde kullanilmaktadir. Ayrica, ziraat alaninda biiylime
destekleyici seklinde de kullanimi bulunmaktadir (Sivan ve Arad, 1998). Ozellikle
Porphyridium’dan elde edilen polisakkarit, son yillarda diinyaca iinlii kozmetik
markalarinin {irtinlerinin igeriginde yer almaya baglamistir. Son zamanlardaki yapilan
calismalarda, Porphyridium’dan elde edilen polisakkasitlerin  antioksidan ve
antiviral aktivitelere sahip oldugu da gosterilmistir (Xue ve dig., 2000; Huheihel ve
dig., 2001, 2002; Talyshinsky ve dig. 2002; Zaho ve dig., 2004, Huang ve dig.,
2005). Ayrica, Porphyridium’dan elde edilen polisakkarit’in ekstrem kosullarda dahi
ozelligini kaybetmeyen biyolojik bir yaglayict (lubricant) olarak islev gordigi
gosterilmistir (Arad ve dig., 2006).

Porphyridium’da 6nemli miktarlarda biriktirilen EPA (Eicosapentaenoik Asit,
20:5w3), ARA (Arachidonik Asit, 20:4w6) ve GLA (Gammalinolenic Asit, 18:3wo6)
gibi ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA) hiicresel membranlara kazandirdiklar
esneklik, akiskanlik ve segici gecirgenlik gibi 6zellikler nedeniyle insan ve hayvan

sagligr icin esansiyel maddelerdir. Bu nedenle uzun zincirli doymamis yag asitleri



bebek mamalarinda, yetiskinler i¢in besin desteklerinde, hayvan yemlerinde ve
farmasotik uygulamalarda kullanilabilmektedir. Ozellikle, beyin zarmin yapisinda
bulunan fosfolipitlerdeki temel PUFA’lar olan ARA ve Decosahexaenoic Asit
(DHA) bebeklerin gelisiminde ¢ok Onemlidir (Koletzko ve Braun, 1991). Bu
nedenle, bebek mamalarmin ARA ve DHA yag asitleri ile desteklenmesi

onerilmektedir (Makrides ve dig., 1995).

2.3. Uretim Calismalari

Golueke ve Oswald (1962), yaptiklar1 ¢alismada Porphyridium cruentum un
bliylimesinde farkli sicakliklarin (13, 21, 26, 31 ve 35 °C) etkisini arastirarak
optimum biiylime sicakliginin 21-26 °C arasinda oldugunu bulmuslardir. Biiylimenin
13 °C’nin altinda ¢ok diisiikk oldugu, 31 °C’nin iistiinde ise tamamen engellendigi

tespit edilmistir.

Lee ve Bazin (1991)’in farkli sicaklik (19, 23, 28 ve 31 °C), pH degeri ve
tuzluluk degerlerinin biliyiime {iizerindeki etkilerini arastirdigi denemelerde,
maksimum biiylime hizinin 23 °C sicaklikta pH 8 degerinde ve 0,42 M tuzluluk
degerinde elde edildigi goriildii. Bu kosullar altinda biiyiitilen Porphyridium
kiiltiiriiniin spesifik biiyiime hizi 0,065 saat” (ikilenme zamani 10,7 saat) olarak

bulundu.

You ve Barnett (2004)’in farkli 151k yogunluklarinin (39, 48, 60, 70, 90 pmol
foton m™ sn™') spesifik biiyime hizi ve hiicre disi polisakkarit birikimi tizerine
etkilerini inceledikleri ve BIOIII reaktoriin kullanildig1 arastirmada, 20 giiniin
sonunda maksimum biiyiime hiz1 70 pmol foton m™ sn” 151k siddetinde 0,38 giin™
olarak bulundu (4,37 x 10° hiicre L™). Maksimum polisakkarit miktar1 ise benzer
sekilde 70 pmol foton m™ sn™' 151k yogunlugunda 0,95 g/l bulundu. Bunun iizerindeki
151k siddetinde ise degerlerde azalma meydana geldi. 0,67 ve 1,00 x 10° hiicre L™
baslangi¢ hiicre sayilarinin ise biiyiime hizi iizerinde Onemli etkisinin olmadigi
goriildii. Sonug olarak, 151k siddetinin 70 pmol’a artmasiyla hiicre sayisinin daha

cabuk arttif1 ve durgunluk safhasina daha erken gelindigi, dolayisiyla polisakkarit



tiretiminin daha hizli oldugu belirtildi. Ayrica 151k siddetinin artmasiyla pigment
igeriginin azaldigy, hiicre hacminin ise arttig1 belirtildi. Bir ¢alkalayicida mavi-beyaz
151k ile gerceklestirilen denemede ise 40 pumol’de ulasilan biliylime hizi ve

polisakkarit miktar: sirastyla 0,42 bolinme giin™ ve 4,19 g L' olarak bulundu.

Wang ve dig. (2007), laboratuar sartlarinda 100-300 mL hacme sahip erlenlerde
Porphyridium cruentum’un cesitli ortam kosullarinda (pH, 151k yogunlugu, ekim
miktar1 ve kiltlir hacmi) maksimum biyomas, fikoeritrin ve polisakkarit
miktarlarinda meydana gelen degisiklikleri arastirmislardir. Maksimum biyomas
{iretimi igin (3,14 g L") pH degeri 5,0, 151k yogunlugu 7098 lux, ekim orani 1 : 17,2
ve kiiltiir hacmi de 100 mL bulunmustur. Maksimum polisakkarit miktar i¢in (543,1
mg L") ise pH degerinin 5,0, 151k siddetinin 4501 lux, ekim oranmin 1 : 20 ve kiiltiir

hacminin de 100.3 mL olmasi gerektigini bulmuslardir.

Csogor ve dig. (2001) fotobiyoreaktorlerde cevre sartlarinin Porphyridium
cruentum un biiylimesi ve kimyasal kompozisyonu {izerine etkisini arastirmislar ve
151k yogunlugunun polisakkarit birikimi {iizerine etkisi olmadigini, pigment

kompozisyonunu ise etkiledigi sonucuna varmislardir.

Rebolloso Fuentes ve dig. (2000), yapmis olduklar1 calismada kuru agirligin %
34,1’ini protein, % 32,1’ini karbonhidrat, % 6,53 iinli yag ve % 20’sin1 kiil olarak
bulmuslardir. Rebolloso Fuentes ve dig. (1999)’nin tiip fotobiyoreaktorlerde dis
ortamda gergeklestirdikleri calismada ise 151k siddetinin artmasi sonucu hiicrelerden

salgilanan polisakkarit miktariin da arttig1 sonucuna varildu.

Hiicrelerin polisakkarit miktari iizerine de ¢esitli ¢caligmalar gerceklestirilmistir.
Geresh ve dig. 2002°de Porphyridium cruentum’den elde edilen polisakkaritlerin
reolojik oOzelliklerini ¢alismislar ve toplam karbonhidrat miktarinin kuru agirligin
ortalama % 56’sin1 olusturdugunu tespit etmislerdir. Becker (1994)’in yapmis oldugu
calismada ise kuru agirligin % 28-39’unun protein, % 40-57’sinin karbonhidrat, % 9-

14’1iniin ise yagdan olustugu gosterilmistir.



BOLUM 3
MATERYAL VE METOD

3.1. Organizma ve Kiiltiir Kosullar:

Denemelerde kullanilan Porphyridium cruentum (UTEX 637) Pmar Deniz
Uriinleri A.S.’den temin edilmistir. Laboratuvar calismalari, Canakkale Onsekiz
Mart Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi binasinda yer alan plankton stok kiiltiir
odasinda, biiyiik hacimli havuz denemeleri ise Dardanos Yerleskesinde bulunan alg

tiretim havuzlarinda gergeklestirildi.

Stok kiiltiirler, fototrofik modda ASW (yapay deniz suyu) ortaminda (Jones ve
dig., 1963) 75 pmol foton m? sn”' 151k siddetinde muhafaza edildi. Laboratuvarda
gerceklestirilen denemelerde, 36W Master TL-D/840 floresan lambalar ile kiiltiirlere
24 saat stirekli aydinlatma uygulandi. Kesikli modda biiytitiilen kiiltiirlerin sicakligi
klimatize ortamda 25 + 0.5 °C’de sabit tutuldu. Hiicrelerin kiiltiir i¢inde siirekli
sekilde hava ile karisimi Medo LA-100 marka hava motoru ile 1 L dak” hava
siddetinde gergeklestirildi. Fotosentezde aktif olarak kullanilan 400-700 nm dalga
boylar1 arasindaki aydinlatma (PAR) degeri LI-250A 1s1k Olger ile 6l¢iildii (Li-Cor,
USA). ASW ortaminin kompozisyonu Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. ASW ortaminda bulunan besin tuzlarn

Besin Tuzu Miktar (g/1) iz element soliisyonu

NaCl 27,00 ZnCl, 4,0 mg
MgSO4 7 H20 6,60 H3BO3 60,0 mg
Mng 6 Hzo 5,60 COCIZ 6 Hzo 1,5 mg
CaCl, 2 H,O 1,50 CuCl, 2H,0O 4,0 mg
KNO; 1,00 MnCl, 4H,0 40,0 mg
KH2P04 0,07 (NH4)6MO7024 4H20 37,0 mg
NaHCO; 0,04 Saf su 1 litre
Iz elem. sol. ImLL!




3.2. Deneme Gruplari

Calismada 4 farkli deneme grubu olusturulmus olup, ilk denemede 1 L cam
siselerde (10 cm ¢ap) farkl sicaklik (18, 22 ve 26 °C) ve 151k yogunluklarinda (50,
100 ve 150 pmol foton m™ sn™") Porphyridium cruentum™un bityiime ve polisakkarit
tiretme Ozelligi tespit edilmistir. Denemeler steril biiylime ortaminda gerceklestirildi.
18 °C’de gergeklestirilen deneme grubu kiiltiir dolabinda, 26 °C’deki deneme ise
iginde 1 adet 1sitict bulunan ve i¢i 4 cm su dolu cam akvaryumda gergeklestirildi. 22
°C deneme grubunun sicakligr ise klima ile sabit tutuldu. Buna gore, farkli
sicakliklarda bulunan gruplarin her birine yukarida belirtilen 3 farkli 151k siddeti
uygulandi (Sekil 2).

2007/12/28

Sekil 2. Laboratuvarda gerceklestirilen kiigiik 6l¢ekli deneme diizenegi

fkinci denemede, farkli 151k yolu uzunluguna sahip seffaf plastik bidonlar
kullanilarak biiytime ozellikleri incelendi. Buna gore, 5, 10 ve 19 L hacme sahip

bidonlarin 151k yolu uzunluklar sirastyla 17,5, 23,0 ve 27,5 cm seklinde bulundu.



Tim gruplardaki kiiltir yiiksekligi esit tutularak, her grubun esit siddette

aydinlanmasi saglandi.

Laboratuvar denemelerinin sonuncusunu 20 L hacme sahip polietilen (PE)
torbalarda gergeklestirilen {iiretim olusturdu. PE torbalar iki noktadan floresan
lambalar ile aydinlatildi. PE torbalarda gerceklestirilen denemede iki farkli 1s1k
siddetinin (60 ve 100 pmol foton m™ sn™') biiyiime iizerine olan etkisi arastirildi
(Sekil 3).

Sekil 3. Laboratuvarda gerceklestirilen polietilen torba kiiltiirleri

Son denemede ise PE torbalarda biiyiitiilen hiicreler, sera i¢inde bulunan (8 m
x 1.6 m) ve bir ¢ark yardimiyla kiiltiir karisimi saglanan havuza alinarak, biiylime
ozellikleri tespit edildi. Yaklasik 1000 L hacimde gerceklestirilen denemede kiiltiir
derinligi 10 cm’de tutuldu (Sekil 4).



Sekil 4. D1s ortamda gerceklestirilen havuz kiiltiirleri

3.3. Analitik Ol¢iimler

Kuru agirlik tayini i¢in alman 5 mL 6rnek, ilk olarak 3500 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi. Dibe ¢6ken biyomas kiiltiir ortamindan ayrildiktan sonra {izerine 5
mL kiiltiir ortamu ilave edildi. Bu sayede, Porphyridium hiicrelerinden ortama gegen
polisakkaritin filtre kagidinda ekstra agirlik yaratmasi, dolayisiyla yanlis sonug
alimmas1 Onlenmis oldu. Santrifiij edilen bu 6rnek vorteks karistiricida tekrar
homojen hale getirildikten sonra onceden kurutulup darasi alinmis Whatman GF/C
fiberglas filtrelerden siiziiliip saf sudan gegirildi. Bu filtreler 105 °C’ye ayarh etiivde
ic saat kurutulduktan sonra sonuglar hassas terazide g L cinsinden elde edildi. Her

bir 6l¢iim i¢in iki tekrar uygulandi.

Kiiltiir biiyiimesini takip etmede en 6nemli parametrelerden olan hiicre sayimi

islemi Neubauer sayma kamarasinda 3 tekrarli olarak gergeklestirildi. Absorbans

10



degerleri ise kiiltlirden alinan 6rnegin 750 nm dalga boyunda okutulmas: ile elde
edildi. Biiylime ortaminda ¢6ziinmiis halde bulunan polisakkaritin absorbans
degerlerinde sapmaya neden olmamasi i¢in kiiltiirden alinan Ornekler santrifiij
edilmis ve siipernatant alinmistir. Elde edilen bu siipernatant spektrofotometrik
Olciimlerde kor 6rnek olarak kullanilmistir. Spektrofotometrik Slgiimler Canakkale
Onsekiz Mart Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Planktoloji laboratuvarinda bulunan

Jasco U.V. model 530 marka spektrofotometre ile yapilmistir.

Porphyridium hiicrelerindeki toplam karbonhidrat miktar1 Dubois (1956)’e
gore tespit edildi. Buna gore, toplam karbonhidrat miktarinin hesaplanabilmesi igin
ilk olarak standart egrisi hazirlanmistir. Bu amacla gergeklestirilen islemler asagida
belirtilmistir;

¢ 500 mg D-galaktoz 100 mL saf suda ¢oziindiiriilmiistiir ve stok soliisyon

hazirlanmstir.

¢ Stok soliisyondan 0,25, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 4,0, 8,0, 12,0 ve 16,0 mL 6rnek

almarak 100 mL saf suya tamamlandi. Bu islemin sonucunda 12,5, 25, 50, 100,

200, 400, 600 ve 800 mg L™ dozlarinda soliisyonlar elde edildi.

e Elde edilen bu soliisyonlar spektrofotometrede 490 nm dalga boyunda

okutuldu.

¢ Her doz i¢in 490 nm’de okunan degerler grafige konarak formiil elde edildi.

Kiiltiirlerde 490 nm’de okunan absorbans degerleri bu formiile konarak toplam

karbonhidrat miktar1 tespit edildi (Dubois, 1956).

Toplam karbonhidrat miktarin tespit etmek amaciyla, kiiltiir ortamindan alinan
1 mL ornek santrifiij edildi. Bir pastor pipetiyle siipernatant dikkatlice tahliye
edildikten sonra, lizerine 1 mL saf su ve 1 mL % 5’lik fenol ilave edildi. Oda
sicakliginda 40 dakika beklendikten sonra 5 mL siilfiirik asit ilave edildi. Silfiirik
asit ilave ettikten sonra oda sicakliginda 10 dakika daha beklendi. Daha sonra 3500
rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant spektrofotometrede 490 ve
750 nm dalga boylarinda okutulmustur. 490 nm dalga boyunda okutulan deger daha
onceden hazirlanmisg standart egrisindeki formiile konarak hiicrelerdeki toplam

karbonhidrat miktar tespit edildi (Dubois, 1956).
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Kiiltiirdeki toplam polisakkarit miktar1 Unrau (1964)’ya gore hesaplandi. Bu
amagla, alinan Ornege ilk olarak NaOH ¢ozeltisi eklenerek pH 13,4’e kadar
yiikseltildi. Ornekte bulunan proteini dekompoze etmek amaciyla 6rnek 1 saat
kaynatildi ve sogumaya birakildi. Asitlestirme islemi i¢in HCI1 kullanildiktan sonra,
polisakkaritleri yogunlastirmak amaciyla 6rnek {ic hacim etanol igine karistirilarak
dokiildii. Ust kisimda beyaz lifler halinde toplanan polisakkkaritler 100 pm gz
acikligina sahip plankton bezinden siiziilerek, etiivde 40 °C’de 6nceden darasi
alinmis olan petri kaplarinda 24 saat kurutuldu. Daha sonra gram cinsinden agirlik

sleiildii (Sekil 5).

Sekil 5. Kiiltiirden elde edilen polisakkarit

Orneklerdeki % cinsinden toplam yag miktar1 ise Folch metoduna gore
bulundu (Folch ve dig., 1957). Olgiim amaciyla 1 g kurutulmus ornege ihtiyag
duyuldugu i¢in laboratuvarda 1 L cam siselerde gerceklestirilen denemelerde yag
miktar1 6lgiilmedi. Kurutulmus 6rnekten 1 g tartilarak 25 mL’lik balon jojeye kondu.
Balon joje tizerine 10 mL metanol-kloroform karisimi (1:2, v/v) ilave edildikten
sonra Ornek bir gece karanlikta oda sicakliginda bekletildi. Ertesi giin balon jojedeki

ornek siiziilerek, dnceden darasi alinmis 250 mL’lik balon jojeye konuldu. Ornekteki
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metanol-kloroform karisimi buharlasincaya kadar 60 °C’de (80 rpm) evaporatorde
tutuldu. Evaporatérden g¢ikarilan ornek etiivde 50 °C’de agirlikta herhangi bir
degisim meydana gelmeyinceye kadar kurutuldu. Etiivden alinan 6rnek desikatérde

sogutularak hassas terazide tartildi. % Yag asagidaki formiile gore hesaplands;

% Yag = (balon joje agirlig1 — balon joje darasi) x 100 / 6rnek agirligi
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BOLUM 4
BULGULAR

4.1. Kiiciik Olgekli Cahsmalar
4.1.1. Isik ve Sicakhigin Etkisi

Isik ve sicakligin biiyiime ve polisakkarit biriktirme {zerine etkilerinin
incelendigi denemede 18, 22 ve 26 °C sicakliklarin her biri i¢in sirastyla 50, 100 ve
150 pmol foton m™? sn™’lik 151k siddetleri uygulandi. Tiim denemeler 1 L hacme
sahip silindirik cam siselerde yiiriitiildii ve 0,1 g L' kuru agirhk degeri ile basladu.
Hiicreler 15. giinden sonra kiimelestikleri i¢in ¢ok zor sayildi. Bu nedenle,
kiimelesmeler meydana geldikten sonra hiicre sayimlar1 yapilmadi. Buna gore 18
°C’de 50 pmol foton m™ sn” 151k siddetinde kiiltiiriin kuru agirlik, hiicre sayis1 ve
absorbans degerlerinde meydana gelen degisimler Sekil 6-8’de verildi. Kuru agirlik
degerinin 12. giine kadar hizla artig goriildii (1,35 g L™). 25 giin takip edilen
kiiltirde deneme sonunda 1,54 g L' agirhga ulasildi. Hiicre sayisi da kuru agirlik
degerine benzer sekilde 12. giine kadar artt: (11,0 x 10° hiicre mL™). 16. giinde ise
12,3 x 10° hiicre mL™ degere ulasildi. Hiicrelerde en yiiksek polisakkarit icerigi ise
12. giinde elde edildi ve kuru agirliginin % 45’ini olusturdu. Takip eden giinlerde ise
kuru agirhiginin ortalama % 42,25 + 0,25’ini olusturdu. 16. giinde hiicredeki
polisakkarit miktar1 0,63 g L™ iken kiiltiirdeki miktar 0,70 g L' bulundu.
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Sekil 6. 18 °C’de 50 umol foton m? sn” 151k siddetinde kuru agirlik degerinde

meydana gelen degisimler
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Sekil 7. 18 °C’de 50 pumol foton m? sn” 15tk siddetinde hiicre sayisinda

meydana gelen degisimler

2,5
2,0 A

1,5 - -
-

Abs 750
.
.

1107 *

0,5 A *

0,0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0] 5 10 15 20 25

Zaman (Gun)

Sekil 8. 18 °C’de 50 pmol foton m™ sn™ 151k siddetinde absorbans degerinde

meydana gelen degisimler

18 °C’de 100 pmol foton m? sn” 191k siddetinde kiiltiiriin kuru agirlik, hiicre
sayist ve absorbans degerlerinde meydana gelen degisimler Sekil 9-11’de verildi.
Deneme sonunda ulasilan kuru agirhk degeri 1,6 g L' olarak bulundu. Hiicre sayist
ise 17. giine kadar artarak 19,7 x 10° hiicre mL™""ye ulasti. En yiiksek polisakkarit
igerigine kuru agirhiginin ortalama % 42,16 + 0,54’t ile 13 — 17. giinler aras1 ulasildi.
17. giinde hiicredeki polisakkarit miktar1 0,68 g L™ iken kiiltiirdeki miktar 0,79 g L™

bulundu.
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Sekil 9. 18 °C’de 100 pmol foton m? sn' 151k siddetinde kuru agirlik

degerinde meydana gelen degisimler
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Sekil 10. 18 °C’de 100 pmol foton m™ sn™ 151k siddetinde hiicre sayisinda

meydana gelen degisimler
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Sekil 11. 18 °C’de 100 umol foton m™ sn™ 151k siddetinde absorbans degerinde

meydana gelen degisimler
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18 °C’de 150 pmol foton m™ sn™' 151k siddetinde kiiltiiriin kuru agirhik, hiicre

sayis1 ve absorbans degerlerinde meydana gelen degisimler ise Sekil 12-14’te verildi.

Deneme sonunda ulasilan kuru agirhk degeri 1,8 g L' olarak bulundu. Hiicre sayist

ise 16. giine kadar artarak 22,6 x 10° hiicre mL"’ye ulasti. En yiiksek polisakkarit

igerigine kuru agirliginin ortalama % 41,37 + 0,710’1 ile 10 — 21. giinler aras1 ulasild1.

18. giinde hiicredeki polisakkarit miktar1 0,69 g L iken kiiltiirdeki miktar 0,83 g L

bulundu.
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Sekil 12. 18 °C’de 150 pmol foton m? sn” 151k siddetinde kuru agirhik
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Sekil 13. 18 °C’de 150 pmol foton m™ sn™ 151k siddetinde hiicre sayisinda
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Sekil 14. 18 °C’de 150 umol foton m™ sn™ 151k siddetinde absorbans degerinde

meydana gelen degisimler

22 °C’de 50 pumol foton m™ sn™ 151k siddetinde kiiltiiriin kuru agirlik, hiicre
sayis1 ve absorbans degerlerinde meydana gelen degisimler ise Sekil 15-17’de
verildi. Deneme sonunda ulasilan kuru agirlik degeri 1,6 g L olarak bulundu. Hiicre
sayisi ise 14. giine kadar artarak 12,5 x 10° hiicre mL™"ye ulast1. 16. giinde ise 13,0 x
10° hiicre mL" “ye ulasildi. En yliksek polisakkarit igerigine kuru agirliginin ortalama
% 44,41 + 0,83’1 ile 16. giinde ulasildi. 16. giinde hiicredeki polisakkarit miktar
0,64 g L™ iken kiiltiirdeki miktar 0,69 g L bulundu.
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Sekil 15. 22 °C’de 50 pumol foton m? sn’ 1s1k siddetinde kuru agirlik

degerinde meydana gelen degisimler
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Sekil 16. 22 °C’de 50 umol foton m? sn”' 151k siddetinde hiicre sayisinda

meydana gelen degisimler
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Sekil 17. 22 °C’de 50 pmol foton m? sn” 151k siddetinde absorbans degerinde

meydana gelen degisimler

22 °C’de 100 pmol foton m™ sn™' 151k siddetinde kiiltiiriin kuru agirhk, hiicre

sayis1 ve absorbans degerlerinde meydana gelen degisimler Sekil 18-20°de verildi.

Deneme sonunda ulagilan kuru agirlik degeri 1,75 g L™ olarak bulundu. Hiicre sayis

ise 16. giine kadar artarak 23,1 x 10° hiicre mL"’ye ulasti. En yiiksek polisakkarit

icerigine kuru agirliginin ortalama % 43,90 = 0,68’1 ile 9 — 17. giinler arasinda

ulasildi. 17. giinde hiicredeki polisakkarit miktar1 0,71 g L iken kiiltiirdeki miktar

0,84 g L' bulundu.

19



25
2,0 A
1,5 1

1,0 1

Kuru Agirlik (g L")

0,5 1

00 +—————

10

15 20 25

Zaman (Gun)

Sekil 18. 22 °C’de 100 pmol foton m? sn” 1s1k siddetinde kuru agirlik

degerinde meydana gelen degisimler
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Sekil 19. 22 °C’de 100 pmol foton m™ sn™ 151k siddetinde hiicre sayisinda

meydana gelen degisimler
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Sekil 20. 22 °C’de 100 umol foton m™ sn™ 151k siddetinde absorbans degerinde

meydana gelen degisimler
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22 °C’de 150 pumol foton m™? sn” 151k siddetinde kiiltiiriin kuru agirlik, hiicre

sayist ve absorbans degerlerinde meydana gelen degisimler Sekil 21-23te verildi.

Deneme sonunda ulasilan en yiiksek kuru agirhk degeri 21. giinde 1,75 g L™ olarak

bulundu. Hiicre sayst ise 16. giine kadar artarak 23,9 x 10° hiicre mL™""ye ulast1. En

yiiksek polisakkarit icerigine kuru agirhiginin % 41,93 + 0,72’si ile 10. giinde

ulasildi. Takip eden giinlerde ise hafif diiserek % 39 dolayinda seyretti. 18. giinde

hiicredeki polisakkarit miktar1 0,66 g L™ iken kiiltiirdeki miktar 0,91 g L™ bulundu.

Kuru Agirlik (g IL1)

degerinde meydana gelen degisimler

Hcre Sayisi
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Sekil 21. 22 °C’de 150 pmol foton m? sn” 1s1k siddetinde kuru agirlik
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Sekil 22. 22 °C’de 150 pumol foton m? sn” 1g1k siddetinde hiicre sayisinda
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Sekil 23. 22 °C’de 150 umol foton m™ sn™ 151k siddetinde absorbans degerinde

meydana gelen degisimler

26 °C’de 50 umol foton m? sn” g1k siddetinde kiiltiirin kuru agirlik, hiicre
sayis1 ve absorbans degerlerinde meydana gelen degisimler Sekil 24-26’da verildi.
Ulagilan en yiiksek kuru agirhik degeri 25. giinde 1,55 g L' olarak bulundu. Hiicre
sayis1 ise 13. giine kadar artarak 11,5 x 10® hiicre mL™"ye ulasti. Deneme sonunda ise
12,1 x 10° hiicre mL™" sayiya ulasti. 8 — 16. giinler arasinda ortalama polisakkarit
icerigi kuru agirhiginin % 44,28 + 0,89’u oraninda bulundu. 16. giinde hiicredeki
polisakkarit miktar1 0,59 g L' iken kiiltiirdeki miktar 0,65 g L™ bulundu.
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Sekil 24. 26 °C’de 50 pmol foton m™ sn' 1sik siddetinde kuru agirlik

degerinde meydana gelen degisimler
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Sekil 25. 26 °C’de 50 umol foton m? sn”' 151k siddetinde hiicre sayisinda

meydana gelen degisimler
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Sekil 26. 26 °C’de 50 pmol foton m™ sn”' 151k siddetinde absorbans degerinde

meydana gelen degisimler

26 °C’de 100 pumol foton m? sn” 191k siddetinde kiiltiiriin kuru agirlik, hiicre

sayis1 ve absorbans degerlerinde meydana gelen degisimler Sekil 27-29°da verildi.

Deneme sonunda ulasilan en yiiksek kuru agirlik degeri 25. giinde 1,71 g L™ olarak

bulundu. Hiicre sayisi ise 16. giine kadar artarak 19,6 x 10° hiicre mL™"’ye ulasti. 9 —

17. glinler arasinda ortalama polisakkarit icerigi kuru agirhginin % 42,28 + 0,73’

oraninda bulundu. 17. ginde hiicredeki polisakkarit miktar1 0,66 g L' iken

kiiltiirdeki miktar 0,79 g L™ bulundu.
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Sekil 27. 26 °C’de 100 pmol foton m™ sn” 1s1k siddetinde kuru agirlik

degerinde meydana gelen degisimler
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Sekil 28. 26 °C’de 100 pmol foton m™ sn™ 151k siddetinde hiicre sayisinda

meydana gelen degisimler
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Sekil 29. 26 °C’de 100 umol foton m? sn” 151k siddetinde absorbans degerinde

meydana gelen degisimler

24



26 °C’de 150 pmol foton m™ sn™' 151k siddetinde kiiltiiriin kuru agirhik, hiicre
sayist ve absorbans degerlerinde meydana gelen degisimler Sekil 30-32°de verildi.
Deneme sonunda ulasilan en yiiksek kuru agirhk degeri 25. giinde 1,76 g L™ olarak
bulundu. Hiicre sayis1 ise 16. giine kadar artarak 21,5 x 10° hiicre mL™"*ye ulasti. 6 —
10. giinler arasinda ortalama polisakkarit igcerigi kuru agirhiginin % 41,33 + 0,45 iken
bu oran 14 — 18. giinler arasinda % 38,41 + 0,34’¢ geriledi. 18. giinde hiicredeki
polisakkarit miktar1 0,63 g L' iken kiiltiirdeki miktar 0,98 g L™ bulundu.
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Sekil 30. 26 °C’de 150 pmol foton m™ sn” 1s1k siddetinde kuru agirlik

degerinde meydana gelen degisimler
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Sekil 31. 26 °C’de 150 pmol foton m™ sn™ 151k siddetinde hiicre sayisinda

meydana gelen degisimler
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Sekil 32. 26 °C’de 150 umol foton m™ sn™ 151k siddetinde absorbans degerinde

meydana gelen degisimler

4.1.2. Isik Yolu Uzunlugunun Etkisi

Farkli 151k yolu uzunluklarinin biiyiime iizerine etkilerini arastirmak amaciyla

5, 10 ve 19 L hacme sahip seffaf plastik bidonlar kullanildi ve deneme 10 giin

stirdiiriildii. Bidonlarin 151k yolu uzunluklart sirastyla 17,5, 23,0 ve 27,5 cm olgiildil.

5 L hacme sahip (17,5 cm) kiiltiiriin hiicre sayis1 ve absorbans degerinde meydana

gelen degisimler Sekil 33-34’te verildi. Hiicre sayis1 deneme sonuna kadar artis

gosterdi ve 4,2 x 10 hiicre mL™""ye ulasti.

Hicre Sayisi
(x 10° hiicre ml'1)

0 5 10

Zaman (Gin)

15

Sekil 33. 17,5 cm 151k yolu uzunlugunda hiicre sayisinda meydana gelen

degisimler

26



1,0

0,8

10

Zaman (Gun)

15

Sekil 34. 17,5 cm 151k yolu uzunlugunda absorbans degerinde meydana gelen
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10 L hacme sahip (23,0 cm) kiiltiiriin hiicre sayis1 ve absorbans degerinde

meydana gelen degisimler ise Sekil 35-36’da verildi. Hiicre sayis1 deneme sonuna

kadar artis gosterdi ve 2,9 x 10® hiicre mL™"’ye ulast.

Hicre Sayisi
(x 10° hiicre m[1)

10
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15

Sekil 35. 23,0 cm 151k yolu uzunlugunda hiicre sayisinda meydana gelen

degisimler
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Sekil 36. 23,0 cm 151k yolu uzunlugunda absorbans degerinde meydana gelen

degisimler

19 L hacme sahip (27,5 cm) kiiltiiriin hiicre sayis1 ve absorbans degerinde
meydana gelen degisimler ise Sekil 37-38’de verildi. Hiicre sayisindaki artis 9. giine
kadar devam etti. Deneme sonunda ulasilan hiicre sayisi 2,6 x 10° hiicre mL™

seklinde bulundu.

Hiicre Sayisi
(x 10° hiicre mI™)

Zaman (Gun)

Sekil 37. 27,5 cm 151k yolu uzunlugunda hiicre sayisinda meydana gelen

degisimler
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Sekil 38. 27,5 cm 151k yolu uzunlugunda absorbans degerinde meydana gelen

degisimler

5, 10 ve 19 L hacme sahip kiiltiirler i¢in deneme sonunda yapilan toplam yag
analizlerinde sonuglar sirasiyla kuru agirhigmm % 12,7, 11,2 ve 11,7°si oraninda
bulundu. Sonug¢ olarak, daha kisa 151k yolu uzunluguna sahip olan ve daha hizh

biiyiiyen 5 L kiiltiir digerlerine gore daha yiiksek yag igerigine sahip oldu.
4.2. Biiyiik Olcekli Calismalar
4.2.1. Polietilen Torbalarda Uretim

Laboratuvarda 20 L hacme sahip seffaf polietilen (PE) torbalarda 16 giin
siireyle gerceklestirilen denemede 60 ve 100 pmol foton m™ sn™’lik iki farkl 11k
siddeti kullanildi. 60 pmol foton m? sn” 151k siddetinde biiyiitiilen kiiltiirlerin kuru
agirlik, hiicre sayis1 ve absorbans degerlerinde meydana gelen degisimler sirastyla
Sekil 39-41°de verildi. Deneme sonunda ulasilan en yliksek kuru agirlik degeri 16.
giinde 0,66 g L™ olarak bulundu. Hiicre sayisi ise 13. giine kadar hizl sekilde artarak
deneme sonunda 5,5 x 10° hiicre mL™"*ye ulasti. Deneme sonunda ulagilan en yiiksek
polisakkarit igerigi kuru agirligmin % 35,45°1 oraninda bulundu. Deneme sonunda
yapilan analizde toplam yag miktarinin kuru agirhigin % 10,41°1 oraninda oldugu

gorildii.
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Sekil 39. PE torbalarda 60 pmol foton m™? sn™ 1sik siddetinde kuru agirlik

degerinde meydana gelen degisimler
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Sekil 40. PE torbalarda 60 pmol foton m™ sn™ 151k siddetinde hiicre sayisinda

meydana gelen degisimler
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Sekil 41. PE torbalarda 60 pmol foton m™ sn’

degerinde meydana gelen degisimler

15 20

151k siddetinde absorbans
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100 pmol foton m? sn” 1s1k siddetinde biiyiitiilen kiiltiirlerin kuru agirlik,
hiicre sayis1 ve absorbans degerlerinde meydana gelen degisimler Sekil 42-44’te
verildi. Deneme sonunda ulasilan en yiiksek kuru agirlik degeri 16. giinde 0,81 g L™
bulundu. En yiiksek hiicre sayisina ise 15. giinde ulasildi (6,4 x 10° hiicre mL™).
Deneme sonunda ulasilan en yliksek polisakkarit i¢erigi kuru agirhiginin % 33,33’i
oraninda bulundu. Denemenin 6. ve 16. giinlerinde yapilan analizde toplam yag

miktarinin kuru agirligin sirasiyla % 9,14 ve % 11,22’s1 oraninda oldugu goriildii.
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ekil 42. PE torbalarda 100 pmol foton m™ sn™' 151k siddetinde kuru agirhk
B g

degerinde meydana gelen degisimler
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Sekil 43. PE torbalarda 100 pmol foton m™ sn”' 11k siddetinde hiicre

sayisinda meydana gelen degisimler
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Sekil 44. PE torbalarda 100 pumol foton m? sn”! 1s1k siddetinde absorbans

degerinde meydana gelen degisimler

4.2.2. Havuzda Uretim

Son deneme ise PE torbalarda biiyiitiilen hiicrelerin, dig ortamda sera ig¢inde
bulunan ve bir ¢ark yardimiyla karisimi saglanan havuzlarda iiretimini amacladi.
Yaklagik 1000 L hacimde gerceklestirilen denemede kiiltiir derinligi 10 cm’de
tutuldu. Deneme siiresince havuz, sera ve dis ortamda giin i¢inde 6l¢iilen ortalama
sicaklik ve 151k degerleri Sekil 45-46°da verildi. Buna gore, giin icinde havuzdaki en
yiiksek sicaklik degeri saat 15:00°da yapilan 6lgtimlerde 29,0 °C bulundu. Sera ve dis
ortamdaki en yiiksek 151k siddeti ise saat 13:00’daki 6l¢iimde sirasiyla 1267 ve 1900

umol foton m™ sn™ olarak bulundu.
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Sekil 45. Giin icinde havuz, sera ve dis ortamdaki ortalama sicaklik degerleri
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Sekil 46. Giin i¢inde sera ve dis ortamdaki ortalama 1s1k siddetleri

Kiiltiirdeki hiicre sayis1 ve absorbans degerlerinde meydana gelen degisimler

Sekil 47-48’deki grafiklerde gosterildi. Hiicre sayisinin ilk 5 giin siiresince artis

gosterdigi izlendi. Dordiincii giinde kiiltiirtin - aktif sekilde biiyiidiigii oksijen

iiretiminden anlasilabilmektedir (Sekil 49). Kiiltiir 6. giinde 0,9 x 10° hiicre mL™

saytya ulasti, fakat kiiltiiriin 5. giiniinde Nannochloropsis sp.’ye benzer bir tiir ile

karsilasildi. Takip eden giinlerde Porphyridium hiicreleri azalirken, diger algal tiiriin

sayis1 hizla artmaya basladi. Denemenin 5. giiniinde yapilan analizde toplam yag

miktarinin kuru agirligin % 9,41°1 oraninda oldugu goriildii.
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Sekil 47. Havuz kiiltiiriinde hiicre sayisinda meydana gelen degisimler
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Sekil 48. Havuz kiiltiiriinde absorbans degerinde meydana gelen degisimler

Sekil 49. Dordiincii glin havuz kiiltiiriiniin durumu
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BOLUM 5
SONUC VE TARTISMA

Biyoteknoloji, son yillarda insan sagligindan tarima, gida iiretiminden enerji
sektoriine kadar hemen her alanda dogrudan veya dolayl sekilde varligim hissettirmeye
baglamistir. Bu alanda mikroalgal biyoteknoloji de igeriginde bulunan degerli
metabolitler nedeniyle 6zel bir yer edinmistir. Mikroalgler son yillarda gerek zengin
besin madde icerikleri gerekse ekolojik anlamda sahip olduklari 6nem nedeniyle

izerinde en ¢ok calisilan organizmalardan biri haline gelmistir.

Laboratuvarda 1 L’lik siselerde gerceklestirilen denemelerde ii¢ farkli sicaklik
arasinda (18, 22 ve 26 °C) en hizli biiyiimenin 22 °C’de gercgeklestigi goriildii.
Golueke ve Oswald (1962)’1n ¢alismasinda Porphyridium cruentum "un biiylimesinde
optimum sicakligin 21-26 °C arasinda oldugu goriilmiistiir. Lee ve Bazin (1991)’in
calismasinda ise optimum sicaklik 23 °C bulunmustur. Denemelerimizde
buldugumuz optimum sicaklik olan 22 °C, Lee ve Bazin (1991)’in buldugu sonug ile
ortiismektedir. 22 °C’de ise biiylime 26 °C’ye gore daha yiiksek idi.

Tiim gruplarda 151k siddetinin 50 pmol foton m™ sn™’den 150 pmol foton m™
sn’’ye cikmasi iiretimi artirmustir. Isik siddetinin artirilmasi sonucunda biiyiime
tizerinde herhangi bir olumsuzluk yasanmadigi i¢in, 10 cm ¢apa sahip iiretim
sistemlerinde daha yiiksek biyomas iiretimi amaciyla daha yiiksek 151k siddetlerinin
kullanim1 miimkiin goriinmektedir. Uretimi artirmanin diger bir yolu da 151k yolu
uzunlugunu daraltmaktir. Muller-Feuga ve dig. (2004) tarafindan 100 L hacme sahip
6 cm captaki silindirik fotobiyorektor ile kesikli kiiltiir seklinde gergeklestirilen
denemede 20. giin civarinda maksimum hiicre sayisina ulasildi (60 x 10° hiicre L™).
Kuru agirlik miktari ise yaklasik olarak 2,5 g L™ bulundu. Benzer sekilde, farkl 151k
yolu uzunluguna sahip cam panel biyoreaktorlerde gerceklestirilen denemelerde de
en distik 151k yolu uzunlugunda (1,3 cm) en yiiksek hiicre sayisi ve polisakkarit
miktarina ulagildi (Singh ve dig., 2000). Ayrica, hiicre yogunlugunun 151k siddeti ile

kuvvetle iliskili oldugu gosterildi. Bu sonug, denemelerimizde kullanilan 10 cm
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captaki silindirik siselerden daha diisiik c¢aptaki kiiltlir sistemlerinin biyomas

iretimini artiracagini gostermektedir.

Farkli 151k yolu wuzunluklarimin biiyliime {zerine etkilerinin arastirildigi
denemede 5, 10 ve 19 L hacme sahip seffaf plastik bidonlar kullanild1 ve bidonlarin
151k yolu uzunluklart sirastyla 17,5, 23,0 ve 27,5 cm 6lgiildii. Buna gore en kisa 151k
yolu uzunluguna sahip 5 L’lik kiiltiiriin biiylimesinin de en hizli oldugu goriildii (4,2
x 10® hiicre mL™). 10 c¢m 151k yolu uzunluguna sahip cam siselerdeki {iretimin ise 5
L’lik bidondan daha yiiksek oldugu goriildii (23,9 x 10° hiicre mL™). Dolayisiyla
daha yiiksek biyomas iiretimi i¢in daha dar 1s1k yolu uzunluklarimin kullanilmasi

gerekmektedir.

You ve Barnett (2004)’in g¢aligmasinda ise 20 giiniin sonunda maksimum
biliylime hiz1 70 pmol foton m™~ sn” 151k siddetinde ulasild1 (4,37 x 10° hiicre L™).
Sonug olarak, 151k siddetinin 70 pmol’e artmasiyla hiicre sayisinin daha ¢abuk arttig1
ve durgunluk sathasina daha erken gelindigi, dolayisiyla polisakkarit tiretiminin daha
hizl1 oldugu belirtildi. Ayrica 151k siddetinin artmasiyla pigment igeriginin azaldigi,
hiicre hacminin ise arttigi belirtildi. Benzer sekilde, 20 L polietilen torbalarda
gerceklestirilen ¢alismada denemenin ilk giinlerinde kiiltiir renginin kirmizidan
turuncuya dondigii, fakat zamanla rengin tekrar diizeldigi izlendi. Havuz
denemesinde de yiiksek 151k siddeti nedeniyle benzer bir durumla karsilasildi. 22
°C’de gergeklestirilen denememizde 150 pumol 151k siddetinde hiicre sayisinin 100
umol’e gore daha yiiksek oldugu goriildi (23,9 x 10° hicre mL'). Hem
kullandigimiz 151k siddeti hem de ulasilan hiicre sayis1 You ve Barnett’in 2004°te
yapmis oldugu calismada ulasilan degerden ¢ok daha yiiksek idi. Bu arastirmacilar,
0,67 ve 1,00 x 10° hiicre L™ gibi iki farkli baslangi¢ hiicre sayisimn biiyiime hizi
tizerinde onemli etkisinin olmadigini belirtmektedir. Fakat denememizde, ozellikle
hiicrelerin  yliksek 151k  siddetlerine maruz kaldigi denemelerde baslangic

yogunlugunun diigiik tutulmasi, kiiltiir renginin agilmasina neden oldu.

Porphyridium hicrelerinin polisakkarit biriktirme hizinin ise genel olarak

hiicrelerin biiylimesine paralel olarak sicaklik ve artan 151k siddeti ile arttig1 gortildi.
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Polisakkarit iiretimi 22 °C’de hiicrelerde en yiiksek degere ulasti. 50 ve 100 pmol
foton m? sn’’de sirastyla kuru agirhgin % 44,41 + 0,83 ve % 43,90 £ 0,681
oranindaydi. Bu degerler 26 °C i¢in hafif diisme gosterdi. Isik siddeti 150 pmol
foton m™ sn’ye yiikseldiginde ise tim gruplarda polisakkarit @iretiminin diistigi
goriildi. Ayrica, 151k ve sicaklik arttik¢a, dolayisiyla biiylime hiz1 arttik¢a hiicreler en

yiiksek polisakkarit icerigine daha erken siirede ulasti.

Denemelerde elde edilen polisakkarit miktarlar1 genel olarak Becker (1994)’in
calismasinda belirtilen degerler icerisinde yer almistir. Geresh ve dig. (2002)’nin
buldugu % 56 oraninin ise altinda ¢ikmistir. Rebolloso Fuentes ve dig. (1999)’nin tiip
fotobiyoreaktorlerde dis ortamda gerceklestirdikleri calismada ise 1s1k siddetinin
artmasi sonucu hiicrelerden salgilanan polisakkarit miktarinin da arttigi sonucuna
varilmig olup, gergeklestirdigimiz ¢alismada hiicre polisakkariti i¢in tam tersi bir
sonu¢ bulunmustur. Bu calismada, hiicre polisakkariti artan 151k siddeti ile azalma

gosterdi.

Laboratuvarda 1 L hacimli cam siselerde gerceklestirilen denemelerde, sadece
biyomasta biriktirilen polisakkarit miktar1 yaninda kiiltirde bulunan toplam
polisakkarit miktarina da bakildi. Fakat bu islem i¢in yiiksek hacimde 6rnek gerektigi
i¢cin polisakkarit miktarinin yliksek oldugu 16. giinden sonra bakilabildi. Kiiltiirdeki
toplam polisakkarit miktarina bakildiginda optimum sicaklik olarak bulunan 22 ve
26 °C’lerde elde edilen polisakkarit miktarinin yiikselen 151k siddeti ile arttig
goriildii. Sonug olarak, 1s1k siddetinin artirilmasi, hiicre polisakkaritinin kiiltiir
ortamina ge¢isini hizlandirmistir. Bu nedenle de 22 ve 26 °C sicakliklardaki en
yiiksek 1s1k siddeti olan 150 pmol’de hiicrelerdeki polisakkarit miktari, 50 ve 100
pumol 151k siddetlerine gore daha diisiik bulundu. Bu durumda, artan 1s1k siddetinin
hiicre disina polisakkarit salgilanmasini artirdigini sdyleyen Rebolloso Fuentes ve
dig. (1999) ile benzer sonuca ulasiimistir. Csogdr ve dig. (2001) ise 151k siddetinin
polisakkarit birikimi iizerine etkili olmadig1 sonucuna varilmistir. Sonug olarak, tiim
kiiltiirde bulunan polisakkarit miktarinin sadece hiicre iizerinde biriken miktardan %

50’ye yakin bir oranda daha yiiksek oldugu goriildii. Ayrica, yapilan islem
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sonrasinda polisakkarit kiiltiirden ¢ok rahat sekilde ortamdan giderildi. Bu nedenle,

polisakkarit iiretimi amaciyla tiim kiiltiiriin kullanilmasi avantajli olacaktir.

D1s ortamda biiylik 6lgeklerde havuzlarda gergeklestirilen denemede ise ilk 5
giin hiicreler artmasina ragmen, sonraki giinlerde azalma meydana geldi. Ozellikle
mikroskopta 6. giin yapilan incelemelerde kiiltiirde bulunan Nannochloropsis sp.’ye
benzer hiicreler dikkat ¢ekti. Bu hiicreler sonraki giinlerde, Porphyridium hiicrelerini
baskilayarak hizla artmaya basladi ve kiiltirde tamamen baskin hale geldi. Hiicre
sayisinin (Sekil 47) 6. giinden sonra diismeye baslarken, absorbans degerinin (Sekil
48) siirekli artmasmin sebebi bu yabanci hiicrelerin sayisinin artmasiydi. Bu
durumun en Onemli sebebinin, havuz Kkiiltiiriine diisiik hiicre yogunlugu ile
baslanmasi1 ve kiiltiir ortaminin ¢esme suyu ile hazirlanmasi olabilecegi diisiiniildii.
Havuz kiiltiir ortaminin hazirlanmas: igin gerekli 1000 L suyun saf su ile
hazirlanmasi gii¢ olacagi i¢in kiiltiir ortami1 sebeke suyu ile hazirlandi. Kiiltiire diisiik
hiicre yogunlugu ile baslamanin getirecegi en 6nemli risk, yiiksek siddetteki giines
15181 nedeniyle hiicrelerde fotosentezin inhibe olmasidir. Bu nedenle sonraki

caligmalarda daha yiiksek biyomas yogunluklar1 ile baglanmas1 yararli olacaktir.

Havuz denemelerinde dikkati ¢eken diger bir 6nemli husus da kiiltiir renginin
pembe — kirmizidan turuncuya dogru dénmesiydi. Mikroskopta yapilan incelemede
de kirmizi renkten sorumlu fikoeritrin pigmentinin kapladigi alanin kiicildigi
goriildii. Benzer bir durum, laboratuvarda PE torbalar ile diisiik yogunlukta baslanan
denemelerde de goze carpti. Bu nedenle, eger kiiltiire diisiik hiicre yogunluklariyla
baslanacaksa 1s1k siddetinin de diisiik tutulmasi ve hiicre artisiyla beraber tedrici
olarak artirilmasi yararl olacaktir. Diger bir ¢6ziim ise yukarida da belirtildigi iizere

daha yiiksek hiicre yogunluklariyla baglamaktir.

Ozellikle diger gruplara gore daha yiiksek hiicre yogunluklarma ulasilan 1 L
siselerde ve polietilen torbalarda gergeklestirilen denemelerde sirasiyla 16 ve 8.
giinden itibaren hiicre sayimlarinda, hiicrelerin kiimelesmesi nedeniyle zorluk
yasand1. Kiiltiirlere verilen hava siddeti siselerde 1,5 L dak™! (Ipm), torbalarda ise 4 L

dak™ olacak sekilde ayarlandi. Hiicrelerde kiimelesmeye, hiicrelerin polisakkarit
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birikimini artirmasi veya uygulanan hava siddetinin zaman i¢inde yetersiz kalmasi

faktorlerinin sebep olabilecegi diisiiniildii.

Mikroalgal biyoteknoloji kapsaminda ilk caligmalar genelde yiiksek protein
igerigine sahip ve diger tiirlere nispeten daha kolay iiretilen Chlorella ve Spirulina
gibi organizmalar tizerine gerceklestirilmistir. Bu tip mikroalgal {irlinlerin 6zellikle
1980’11 yillarda besin destegi olarak insanlar tarafindan talep gormesi iizerine, farklh
tiirler de tliretime alinmaya baglanmistir. Hiicre i¢inde biriktirmis oldugu yag asitleri
(ARA ve EPA), pigment maddeleri (fikoeritrin) ve stilfath polisakkaritler nedeniyle
Porphyridium cruentum mikroalgal biyoteknoloji alaninda 6nemli tiirlerden biridir.
Bu tiirtin iiretimi iizerine lilkemizde sinirli sayida arastirma yapilmis olup (Durmaz
ve dig., 2007), bu calisma ile ilk defa hiicrelerin polisakkarit biriktirme 6zellikleri ile
polietilen torba ve a¢ik havuzlarda iiretimi gergeklestirilmistir. Sonug olarak, biiyiik
6l¢eklerde tiretim anlaminda sadece Spirulina ve Chlorella gibi liretimi kolay tiirler
ile smirli kalmamak gerekmektedir. Calisma konusu ¢ok genis olan bu sektorde,
gerek yurt disinda biiyiik Olgeklerde iiretimi basariyla gerceklestirilmekte olan
ekonomik anlamda degerli tiirlerin ¢alisilmas1 (Goksan, 2003, 2007; Durmaz ve
Gokpinar, 2006; Ak, 2008), gerekse kesfedilmeyi bekleyen potansiyel tiirlerin ortaya
cikarilmasi, algal biyoteknoloji konusunun iilkemizde ¢ok daha hizli gelismesine

yardime1 olacaktir.
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