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OZET

SPIRULINA PLATENSIS (CYANOPHYTA)’iN GELiSiMINE SUNi LIGAND
EDTA (ETHYLENEDIAMINETETRAACETATE) VE iKi FARKLI FE (FE*?
VE FE**) FORMUNUN ETKIiSi

Bu calismada, Spirulina platensis kiiltiirlerinde iki farkli demir formu (Fe* ve
Fe™) ile yapay ligand EDTA (Etilendiamin tetraasetikasit)’nin, optik yogunluk (O.D),
klorofil-a miktart1 (ug/ml), kuru madde (g/L), pH degisimi, biiyime hiz1
(u=boliinme/giin) ve fikosiyanin gibi bilylime parametrelerinin degisimine olan etkileri
arastirilmustir.

Calisma siireci sonucunda deneme gruplarina ait elde edilen en yiiksek degerler
sirastyla: optik yogunluk; Fe* + EDTA’siz 2Bgrubu (1,901) ve Fe*> + EDTA’s1z 2A
(1,695), pH; 2A (10,03) ve 2B (10,00), kuru madde miktari; 2B (2,733 g/L) ve 2A
(2,600 g/L), klorofil-a miktari; 2B (18,296 ug/ml) ve 2A (17,166 pg/ml), fikosiyanin
miktart; 2A (73,416 pg/ml), kontrol grubu (62,125 pg/ml) ve 2B (56,750 pug/ml) olarak
belirlenmistir. Calisma sonucunda elde edilen verilerden, S.platensis’in gelisimine,
ortamda EDTA bulunmadiginda, Fe*? ve Fe* formunun etkili oldugu belirlenmistir.

2009, 50 sayfa

Anahtar Kelimeler: Spirulina platensis, fikosiyanin, ligand, Fe**, Fe*>, EDTA
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ABSTRACT

THE EFFECT OF TWO DIFFERENT FE FORMS (FE*> AND FE*) AND
ARTIFICIAL LIGAND EDTA (ETHYLENEDIAMINETETRAACETATE) ON
THE GROWTH OF SPIRULINA PLATENSIS (CYANOPHYTA)

This study aims to investigate the effect of two different Fe forms (Fe** and
Fe™) and of artificial ligand, EDTA (Ethylenediaminetetraacetate) on the growth
parameters of Spirulina platensis (Cyanophyta) including optical density (O.D), amount
of chlorophyl-a (ug/ml), dry matter (g/L), pH value, growth rate (u=division/day) and
C-phycocyanin content (ug/ml).

Maximum values obtained from the experimental groups handled in the study
for several parameters were as follows; optical density for Fe* + group 2B without
EDTA and for Fe' + group 2A without EDTA respectively 1,901 and 1,695; pH for
group 2A and group 2B respectively 10,03 and 10,00; Dry matter for group 2B and grup
2A respectively 2,733 g/L and 2,600 g/L; The amount of chlorophyl-a for group 2B and
group 2A respectively 18,296 pg/ml and 17,166 pg/ml; Phycocyanin amount for group
2A, control group and group 2B respectively 73,416 pg/ml, 62,125 pg/ml and 56,750
ug/ml. According to the results , Fe** and Fe* forms were found to be more effective in
absence of EDTA on the growth of S.platensis.

2009, 50 pages

Key Words: Spirulina platensis, phycocyanin, ligand, Fe*?, Fe*>, EDTA
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1. GIRiS

Giiniimiizde diinya niifusu hizla artmakta, betonlasma tarim alanlarin1 daraltmakta
ve kisi basina diisen gida miktarinin gittikce azaldigi gézlenmektedir. Diger taraftan bu
hizli olumsuz degisimle dogal gida kavramindan uzaklasilmaktadir. Bu nedenle,
ilerleyen teknoloji ve sanayilesme ile beraber gelen degisim, insanlar1 alternatif
stirdiiriilebilir yeni gida ve enerji kaynaklari arayisina yonlendirmektedir (Becker,
1994).

Alternatif dogal besinlerden biri olan algler, insanmi da i¢ine alan karasal ve sucul
canlilarda tamamlayic1 gida ve pigment kaynagi olarak kullanilabilmektedirler.

Algler, fotosentez yapabilen gercek anlamda kok, govde, yaprak gibi organlardan
yoksun olan ve damar sistemi bulunmayan bitkisel formlardir. Genellikle su icinde
yetismekle birlikte karada da goriilmektedirler. Biiyiikliikleri birka¢ mikron ile 60—65
metre (m) arasinda degisen ve yaklasik 25 bin tiirii olan klorofilli bitkilerdir.

Mikroalglerden elde edilen metabolitler mikrobiyal teknolojinin birincil ¢alisma
alanin1 olusturmaktadir. Mikroalgler hiicre icinde biriktirdikleri pigment, protein,
karbonhidrat, yag, vitamin ve mineral maddeler nedeniyle bir¢ok canli grubu icin
esansiyaldirler. Bu maddeler; farmasotik ve nutrasotik olarak metabolitler ismi ile
anilirlar (Becker, 1994). Algler yiiksek protein ve yag icerikleri ile biyoteknoloji
calismalarinda aranan degerli kiiltir organizmalaridir. Yetistiricilik icin elverisli
olmalarim saglayan yiiksek adaptasyon yetenegi gibi pek cok ozellige sahiptirler. Bu
ozellikleri dikkate alinarak, yigin kiiltir caligmalarinda tercih edilen tiirler
incelendiginde, Cyanophyta iiyesi Spirulina platensis dikkati cekmektedir (Sekil 1).

Zengin besin icerigi ile Spirulina platensis 1990’1 yillarin siiper besini olarak
tanimlanmis, yiiksek ticari degeri nedeniyle yogun arastirmalarin yapilmasia neden

olmustur (Richmond, 1986; Fox, 1996).



Sekil 1. Spirulina platensis (Cyanophyta) Goriiniimii (Entwisle ve ark., 1997)

Spirulina’nin yapisinda bulunan fikosiyanin (PC) kuru agirliginin yaklasik %20’ si
kadardir. Fikosiyanin gida ve kozmetik sanayilerinde dogal bir renk maddesi olarak
kullanilmakta (Cohen, 1997; Sarada ve ark., 1998) aym1 zamanda A vitamininin

provitamini olan B-karoten de (yaklasik 20001U/g) icermektedir (Fox, 1983).

1.1. Spirulina platensis’ in Genel Ozellikleri

Spirulina platensis M2 susu, Cyanophyta filumunun Nostocales takimi
Oscillatoriaceae familyast icerisinde yer alir ve uzunlugu yaklasik 110 mikrometre (um)
olan flamentlere sahiptir. Flamentler birbirinden bagimsiz, serbest olarak bulunurlar ve
kayma hareketi gosterirler (Vonshak, 1997). Diiz ve spiral haldeki iplik¢ikler
dallanmamus, silindirik hiicrelerden olusmustur. Hiicre caplan tiirlere gore degismekte,
kiiciik boyutlu tiirlerde 1-3 um arasinda, daha biiyiik tiirlerde ise 3—12 um arasindadir.
Spirulina, ¢ok hiicreli, ipliksi, prokaryotik bir mikroalgdir. Mavi-yesil algler olarak
taninan Spirulina, mitokondri, cekirdek, golgi cisimcigi, endoplazmik retikulum ve
kofullarinin olmamasi nedeniyle prokoryatik olarak tanimlanmakta ve benzer hiicre
ceperine sahip olmalari nedeniyle bakterilere benzetilmektedir. Spirulina platensis
tiirlinde graniiler bir sitoplazma ve gaz vakuolleri bulunmaktadir (Richmond, 1986),

(Cizelge 1.1.).



Cizelge 1.1. Spirulina platensis’in Sistematikteki Yeri

Alem Monera

Filum Cyanophyta

Simif Cyanophyceae

Takim Nostocales

Familya Oscillatoriaceae

Cins Spirulina (Turpin, 1829)

Tiir Spirulina platensis (Geitler, 1925)

Spirulina’da  hiicre duvart selliloz icermeyen kolaylikla sindirilebilen
mukopolisakkaritlerden meydana gelir ve bakterilerde oldugu gibi 4 kath tabakadan
olusur. Miisilaj yapidaki hiicre duvart ¢ok ince olup yaklasik 40-60 nm kalinliginda ve
bu ince hiicre duvarinda % 20 oraninda karbonhidrat ve seker bulunmaktadir. Hiicre
duvarin1 olusturan tabakalarin baglica yapisin1 peptidoglikan (miirein) tabakasi
olusturur. Hiicre duvarmin en dis tarafi lipopolissakarit tabakadan olusur. Hiicre
duvarmin altinda sitoplazmay1 cevreleyen plasma membrani (plasmalemma) yer
almaktadir. Hiicrenin kenar bolgeleri ¢ogunlukla polyglukan ve gaz vakuollerinin yer
aldigi, diisiik elektron yogunluguna sahip sitoplazma ile karakteristiktir. Sitoplazmada
glikojen graniilleri, siyanofisin graniilleri, fibriller ve yag damlaciklar1 da
bulunmaktadir. Tilakoidler sitoplazma merkezi ile kenar1 arasinda paralel dizilmis ve
fikobilizomlarla birlesmis ve iizerlerinde fotosentetik aparatlari igerirler. Diisiik elektron
yogunluguna sahip olan tilakoidlerin bos olanlarinda ribosom, DNA fibrilleri ve kii¢ciik
lipid damlaciklar1 yer almaktadir (Boussiba ve Richmond, 1979).

Spirulina’min, % 60’11 bitkisel protein icermektedir ve ayrica esansiyel
vitaminler ve antioksidantlar, -karoten, siilfolipitler, glikolipitler ve polisakkaritler gibi
besleyici maddeler yaninda nadir bulunan esansiyel yag asitlerinden biri olan
gamalinoleikasiti (GLA) de icermektedir. Proteinleri genellikle tam olarak sindirilir ve
asimile edilir. Spirulina; karotenoid (turuncu), fikosiyanin (mavi) ve klorofil (yesil)
pigmentlerini tasiyan mavi-yesil algdir. Yesil renkli klorofil ile yardimci pigment olan
mavi renkli fikosiyanin ve allofikosiyanin kirmizi renkli fikoeritrin tarafindan

maskelenmesiyle kirmizi olarak goriilebilmektedir (Henrikson, 1993) .



1.2. Fikosiyanin ve Onemi

Spirulina’da fikosiyanin, klorofil ve karotenoidler gibi baglica pigmentler
bulunmakta ve bu pigmentler, canli metabolizmasinda c¢ok sayida enzimin
sentezlenmesine yardimcidirlar. (Boussiba ve Richmond, 1979).

Mavi - yesil alglerde bulunan fikosiyanin fikobilinlerden meydana gelmektedir.
Fikobilinler, fotosentezde gorevlidir ve sadece alglerde bulunurlar. Kirmiz1 alglerde
bulunan ve kirmizi renkli fikobilinlere "fikoeritrin"; mavi- yesil su yosunlarinda
bulunan mavi-yesil renkli fikobiline "fikosiyanin" denir. Fikosiyanin cesitleri;
fikoeritrin, fikosiyanin, allofikosiyanin, fikoeritrosiyanin’dir. Bu pigmentler
fotosentezde kullanilan 151k enerjisinin sogurularak klorofile aktarilmasinda rol oynarlar

(Zhou ve ark., 2005), (Sekil 1.1.).

Sekil 1.1. Spirulina’dan elde edilen fikosiyanin (orijinal)

Spirulina’nin yapisinda bulunan fikosiyanin, demir iceren en onemli pigmenttir.
Fikosiyanin pigmenti, suda ¢dziinen mavi renkte bir pigment olup, Spirulina’nin protein
kompozisyonunun % 20‘den fazlasim olusturmaktadir. Ayrica fikosiyanin,
Spirulina’nin tim agirhiginin % 14'iinii olusturan ve en yiiksek absorbsiyonu 620 nm

olan bir pigmenttir (Ciferri, 1983; Cohen, 1997).



Boussiba ve Richmond (1980), fikosiyanin’in Spirulina’da depo besin maddesi
olarak gorev yaptigini belirtmislerdir. Fikosiyanin diinyada cesitli firmalar tarafindan
ticari olarak iiretilmektedir. Kokusuz, toksik olmayan ve ticari ad1 ‘Lina mavisi’ olarak
isimlendirilir (Dainippon Inc. & Chemicals ve Tokyo Kenkyukai, 1980).

Pigment kompozisyonu nedeniyle Spirulina, ilk defa 1970 yilinda Koi sazaninda
renklerinin giizellestirilmesi amaciyla kullanilmistir. Daha sonralar1 balik ve karides
yetistiricileri Spirulina’min balik ve karideslerde biiyiime ve yasama oranini ve renk
verme 6zelligini tespit etmislerdir. Ozellikle, siis baliklarinin pigmentasyonu icin yem
katki maddesi olarak kullamilmistir (Miki ve ark., 1986). Ayrica yumurta sarisini
kuvvetlendirmek i¢in kanath hayvanlarin yemleri igerisine de karistirilmistir (Anderson
ve ark., 1991). Bugiin Spirulina, akvaryum balig1 besini katki maddesi olarak birinci
sirada yer almaktadir (Belay ve Ota, 1993).

Japonya, Tayland ve Cin’de kozmetik iiriinlerinde (far, géz kalemi ve rujlarda)
kullanilmaktadir. Ayrica Japonya’da dogal renk maddesi olarak yemlerde de
kullanilmakta ve 600 kg/ay oraninda iiretilmektedir. Fikosiyanin’in esas olarak kullanim
alan1 gida boyasidir. Seker, dondurma, sakizlar, siit iiriinleri, jole vb. giinliik iiriinler ve
iceceklerin renklendirilmesinde kullanilmaktadir (Cohen 1997; Sarada ve ark., 1998).

Fikosiyaninin genel anlamda bagisiklik sistemini desteklemekte ve cesitli
hastaliklara kargi koruma saglamaktadir. Bagisiklik ile ilgili denemelerde biyokimyasal
izotop olarak da kullanilmaktadir. Bu pigmentin sahip oldugu fliioresan 6zelliginden
dolay1 mikroskopi ve sitometri c¢alismalarinda yararlanilmaktadir (Boussiba ve
Richmond, 1980).

Fikosiyanin’in, gida, ilag ve kozmetik sanayilerinde, dogal bir pigment olarak,
karsinojen oldugundan siiphe edilen sentetik pigmentlerin yerini alabilecegi

bildirilmistir (Cohen 1997; Sarada ve ark., 1998).

1.3. Demir ve EDTA

Demir (Fe) biyolojik aktiviteleri kontrol eden bitki metabolizmasinda,
fotosentezde, solunumda, elektron tasinmasinda, klorofil sentezinde ve enzim
sisteminde oynadigi hayati rollerinden dolay: biitiin canli sistemler i¢in onemli bir eser

metaldir (Sunda ve Huntsman, 1995). Yeryiiziiniin % 5-6 gibi yiiksek bir oranini



olusturmasina ragmen sucul sistemlerdeki Fe konsantrasyonu oldukga diisiiktiir (0.05-2
nM) (Taylor, 1964).

Bitkiler, fotosentez i¢in gerekli olan klorofil pigmentini iiretebilmek i¢in demire
gereksinim duyarlar. Dogrudan klorofilin yapisinda yer almayan demir, klorofilin
sentezlenmesi sirasinda bir katalizator (kolaylastirici, hizlandirict) islevi goriir. Demir
eksikliginde ve Fe’in alinabilir formunun disindaki varliginda bitkiler yeterli klorofili
iiretemedigi icin yeterince fotosentez yapamazlar. Boyle bir durumda CO, ve mineraller
gibi gerekli biitiin diger besin maddeleri suda bol bulunsa bile metabolik faaliyetler
sinirlanir (Martin ve ark., 1989).

Demir sucul ortamlarda, farkli kimyasal ve fiziksel yapilara sahiptir. Partikiil,
kolloid ve ¢oziinmiis halde olmak iizere ii¢ farkli formda bulunur. Fe’in bulundugu
biitiin bu formlar toplam Fe olarak nitelendirilir. Sucul sistemlerde fitoplankton gelisimi
icin toplam Fe varliginin aksine, ortamdaki Fe’ in formu Onemlidir. Coziinmiis Fe
formlar1 Fe (III) veya Fe (II) halinde, inorganik serbest halde veya farkli organik
maddelerle bilesikler halinde bulunur. Bu komplekslerin kimisi biiyiik molekiiller,
kimisi kiigiik molekiiller halindedir (Oztiirk ve ark., 2002; Sayin ve ark., 2006).

Biyolojik olarak kullanilabilirligi agisindan Fe’ in formu (organik, inorganik) c¢ok
onemlidir (Oztirk ve ark., 2002). Demir’ in biyolojik olarak kullanilabilir formu,
yapilan pek ¢ok calisma sonucunda, Fe*” olarak belirlenmistir. Fe (II)’ in potansiyel
kaynaklar sirasiyla; yiizey sularindaki Fe (III)’ iin fotoredaksiyonu (Miller ve ark.,
1995) atmosferik girisler ve sedimentten difiizyonu olarak siralanabilir (Zhuang ve ark.,
1992). Denizlerdeki Fe dagilimlar ise, tasginma, atmosferik girigler, fotokimyasal
reaksiyonlar, fitoplanktonca alinim, biyolojik dongii, partikiil olarak ¢cokme ve denizel
ortama c¢esitli yollarla giren farkli bilesikler tarafindan kontrol edilmektedir. Deniz
suyundaki Fe konsantrasyonunun degisikligine neden olan bu mekanizmalarin,
mevsimsel degisikliklerin sonucunda oldugu diisiiniilmektedir (Duce ve Tindale, 1991;
Landing ve Bruland, 1987; Hutchins ve ark., 1993; Sayin, 2004; Sayin ve ark., 2006).

Tatli sularda ise Fe, oksijen tiirlerinin detoksifikasyonu, nitrojen fiksasyonu, nitrat
rediiksiyonu, pigment (klorofil vb.) sentezi, fotosentez yapimi, metabolik iiriinlerin
eldesi gibi islevsel gorevlerinde onemli bir rol alan eser metaldir (Huebers, 1991).
Ozellikle Fe’in nehir agizlar1 (Zhang, 2000) ve goller (Knauer ve Buffle, 2001) gibi tatlt

sularda fitoplankton iiretimini sinirladig1 bildirilmesine ragmen bu sularda ¢oziinebilir



demir yogunlugunun olduk¢a yiiksek (0.01 ile 1.4 mg Fe L") miktarlarda oldugu
belirtilmistir (Anonymous, 2009). Tath sulardaki Fe dagilimlar1 da deniz sularindaki
gibi tasinma, atmosferik girisler, biyolojik dongii, mevsim degisiklikleri ve su
hareketlerine bagl olarak degismektedir (Gerhardt, 1993; Gerhardt, 1994).

Dogal sular cok farkli diizeylerde demir iceriklerine sahiptir. Havayla temas
etmeyen yeralt1 sular1 genelde diger minerallerin yaninda demir yoniinden de zengindir;
bu sularda demir konsantrasyonu birka¢c mg/L'ye kadar ¢ikabilmektedir. Demirin suda
hangi formda (+2 veya +3) bulunacagi ise suyun pH derecesine ve redoks potansiyeline
baghdir. Akarsu ve gollerde oksijen diizeyi 1 mg/L'nin altindaysa, demir, suda
¢oziinebilir Fe* formunda bulunmakta ve konsantrasyonu birka¢ mg/L'yi
bulabilmektedir. Bu oksijen diizeyinin diisiik oldugu sulara tipik 6rnek, yeralt1 sularinin
yiizeye ciktigr kaynaklardir. Kaynak sular1 havayla temas edip oksijence zenginlestikce
Fe* iyonlar1 ¢ok cabuk oksitlenerek Fe** formunda suda erimeyen fosfat, hidroksit
veya karbonat bilesikleri olusturarak cokelmektedir. Boylece kaynaktan uzaklastikca
sudaki demir diizeyi, sudaki oksijen diizeyinin artmasina bagli olarak ¢ok cabuk
azalmaktadir. Bu tip kaynaklarin ¢evresinde, ¢okelmis Fe** bilesiklerinin olusturdugu
kirmizi-kahverengi camur birikintileri géormek miimkiindiir (Anonim, 2009).

Hutchins ve ark. (1999)’un bildirdigine gore, aliabilir formdaki Fe, prokaryot ve
okaryotik algler icin ¢ok farkli formlardadir ve Fe’in yapisina bagli olarak aliniminin
degistigini bildirmislerdir. Aym arastiricilar siderophore ile ¢evrili Fe’in prokaryotik
pikoplankton tarafindan daha iyi alindigini, porfirin ile bilesik halindeki Fe’in ise
okaryotik fitoplankton tarafindan kullanilabildigini ileri siirmiislerdir. Okaryotik
fitoplankton etkin olarak porfirin ile komplekslesmis Fe’ i asimile eder (Muggli ve
Harrison, 1996).

Demirin fitoplanktonik organizmalarca alinabilir formda kalma siiresi ve
almabilirligi, ¢elatlar ve 151k sayesinde saglanabilir. Daha uzun siire alinabilir formlarda
kalarak fitoplanktonik organizmalarin verimliligi ve dolayisiyla iiretilecek olan
metabolitlerin miktarlarinin artmasi saglanabilir. Isik ve ¢6ziinmiis organik ligandlarin
varligi, 1s1, pH, oksijen miktar1 gibi faktorler ile Fe formlar1 degisebilir. Bu faktérler,
demirin biyolojik olarak kullanilabilirligini etkiler. Fe’in ¢oziiniirliiglinii etkileyen ve
ligand olarak nitelendirilen organik maddelerin ortamdaki varligi cok Onemlidir.

Ligandlar, ortamda bulunan metaller ile giiclii baglar kurarak onlarin biyolojik olarak



kullanilabilir forma ge¢mesine yardimci olurlar. Bu maddeler sularda demirin
cOziiniirligiini etkileyen en 6nemli faktorlerden birini olusturur. Ortamda dogal olarak
bulunan baslica ligandlar; sideroporlar, humik asitler, fulvik asitler ve hidrokarboksilik
asitlerdir. Diger yandan ligandlar; EDTA (Etilendiamin tetraasetikasit), NTA (Nitrilo
triasetikasit), DTPA (Dietilentriamin epantaasetikasit), CDTA (Siklohekzalindiamin
tetraasetikasit) gibi organik veya CI, CO; gibi inorganik formlarinda bulunabilirler. Fe
ile bilesik yapabilen ve ¢Oziiniirliigiinii etkileyen, ligand olarak adlandirilan organik
maddelerin ortamdaki varliklar1 cok 6nemlidir. Bu organik maddelerin yoklugu, sucul
ortamda Fe konsantrasyonunun 10-12 M yani 1 x 10™"° nM diizeylerine diismesini ve
deniz suyundaki Fe konsantrasyonunu ise 0.01 nM diizeylerine diigmesine sebep olabilir
(Sunda ve Huntsman, 1997).

Organik ligandlarin, metal alimina ve algler tizerindeki toksik etkileri azaltmadaki
rolleri dogal sularda bulunan metal tiirlerine gore biiylik farkliliklar gostermektedir.
Organik ligandlarin giiclii birlesik olusturdugu bir¢ok eser elementin drneklendigi pek
cok calisma yapilmisken, okyanus sularindaki diisiik konsantrasyonlarda bulunan (nM)
organik ligandlarin kimyasal o©zellikleri ve kaynaklar1 hakkinda c¢ok az sey
bilinmekteydi.Son c¢alismalar; fitoplankter tarafindan iiretilen bu organik maddelerin,
eser elementlerle giiclii baglar kurarak hiicre i¢ine alinmalarin1 saglamalarindaki rolleri
belirlenmigtir. Ayrica bu organik maddeler fitoplankton hiicrelerini eser metallerin
toksik etkilerinden koruduklar1 da artik bilinmektedir (Sayin, 2004; Saymn ve ark.,
2006).

Laboratuvar calismalarinda en yiiksek hiicre yogunlugunu elde etmek, ortamda
yilksek konsantrasyonda bulundugunda toksik etki gosterebilecek metallerin
toksititesini engellemek veya yok etmek, metallerin Ozellikle Fe’in alinabilirligini
artirmak gibi amaglarla suni ligandlar (EDTA, NTA, CDTA vs.) ozellikle EDTA
kullanilmaktadir. Geringa ve ark. (2000), EDTA’nin kullanishi bir materyal oldugunu,
Fe’in kolloidal ve partikiill formlarinin c¢oziiniirliigiinii dolayisiyla alinabilirligini
arttirdigini bildirmislerdir. Ozellikle diisiik Fe diizeylerinde Fe sinirlanmasina karst
fitoplanktonun gelisimini saglamak icin en az 100 uM EDTA kullanilmas1 gerektigini
bildirmislerdir (Sayin, 2004).



Pigment maddelerinin sentezlenmesi icin i¢ (genetik faktorler) ve dis sartlarin
[fiziksel (sicaklik, 151k) ve kimyasal (pH, tuzluluk, besleyici element: Mg, Fe, Zn, v.b)]
uygun olmasi gerekir (Anderson ve Morel, 1982).

Sonug¢ olarak sucul ortamdaki onemi her gecen giin daha iyi anlagilan Fe
formunun 6zellikle de her tiire ait alinabilir formunun belirlenmesi, basaril1 bir kiiltiir ve
metabolit eldesi i¢cin Onemlidir. Anilan dis sartlar ile fitoplanktonik organizmalarin
icerdigi pigment, protein, vitamin v.s gibi metabolitlerin sentezi artirilabilmektedir.
Spirulina platensis’de konu ile ilgili bilimsel veri eksikligi tespit edildiginden; Fe* ve
Fe* formlarimin yapay ligand EDTA varligi ve yoklugunda Spirulina platensis’in

biiytime ve fikosiyanin sentezine etkisi ¢calisilmistir.



2. ONCEKi CALISMALAR

Spirulina icerdigi fikosiyanin (mavi) ve klorofil (yesil) pigment maddeleri
nedeniyle mavi-yesil renkli goriiniime sahip, ipliksi yapida mikroskobik bir canlidir.
Icerdigi yiiksek miktarda protein, pigment ve yag asitleri bakimindan 6zel bir yere sahip
olan Spirulina, 6zellikle yurt disinda besin destegi olarak talep gormektedir. Bu nedenle
iceriginden daha iyi yararlanabilmek icin pek ¢ok calisma mevcuttur. Caligmalar tiiriin
sentezledigi metabolitleri etkileyerek artirmak amaciyla fiziksel ve kimyasal cevre
kosullariin degistirilmesi seklinde yapilmaktadir. Yapilan ¢alismalar asagidaki sekilde
Ozetlenmistir.

Anderson ve Morel (1982), kiyisal diatom Thalassiosira weissflogii’nin farkl
ligand (EDTA, CTDA, DTPA, NTA) varliginda, 1sikli (95 pE m? s ve 1siksiz
sartlarda, 200 nM Fe iceren ortamda (Aquil), Fe alim oranlarin1 arastirmiglardir. Isiksiz
ortamda Fe alim orammin Fe* aktivitesinin bir fonksiyonu oldugunu belirlemislerdir.
Isikli ortamda ise, Fe alim oraninin EDTA ve CTDA varliginda Fe (IIl)’iin Fe (II)’ye
indirgendigi fotoreaksiyon ile indirgenisin arttigin1 gdzlemlemislerdir. Celator (ligand)
yoklugunda ise, Fe alim oraminin ortama ilave edilen Fe (II) ve Fe (III)’iin
konsantrasyonlarina bagli oldugunu tespit etmislerdir.

Harrison ve Morel (1986), T.weissflogii tiriinde Fe sinirlamasinin etkilerini
arastirmiglardir. 1-100 nM Fe ve 10 uM EDTA igeren ortamlarda Fe yogunlugunun
azalmasiyla biiylime hizinin ve hiicresel Fe miktarinin azaldigini1 ve en yiiksek biiyiime
hizinmn arttigim saptamislardir. Hiicresel Fe miktariin, Fe artisiyla birlikte 2-25x107
mol Fe/L-hiicre arasinda degistigini, serbest Fe (III) iyon konsantrasyonunun
azalmastyla (10" nin alt1) azaldigimi bildirmislerdir.

Martin ve Fitzwater (1988), Kuzey-Bati Pasifik’te ligand ilave edilmis su
orneklerine 0, 1, 5, 10 nmol/kg Fe ilave ederek klorofil-a miktarlarin1 belirlemislerdir.
Denemenin baslangicindan itibaren ii¢ giin boyunca klorofil miktarlarinda degisikligin
olmadigin1 ve 4. giinden itibaren artisin bagladigini ve artiglarin Fe ilavelerinin
yapilmasindan sonra oldugunu belirlemislerdir. Eklenen 0, 1, 5 nmol/kg Fe miktarlari
icin sirasiyla 1.07, 5.21 ve 7.91 pg/kg klorofil degerlerini belirlerken en yiiksek
klorofil-a degerinin (10.16 pg/kg) 10 nmol/kg Fe ilavesi ile elde ettiklerini

bildirmislerdir.
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Morel ve ark. (1991), eser elementlerin denizdeki fitoplankton {iretimi iizerine
siirlayict etkilerini arastirdiklarinda, Fe ve Zn’ nun fitoplankton iiremesi iizerine
onemli etkisinin oldugunu belirlemislerdir.

Banse (1991), Fe ile zenginlestirilen kiiltiirlerde fitoplankton hiicre boliinme
oranlarinin iiretimin ve NO3 alimim arttigini bildirmislerdir.

Zhuang ve ark. (1992), deniz suyu pH’ 1min disiik olmasmmin Fe’ in
cOziiniirluginti artiran faktorlerden biri oldugunu, pH’ 1 nétr olan (7) oksik sularda,
Fe’in genellikle coziinmedigini ve bu durumda ortamda sinirlayici etki gosterdigini
bildirmislerdir. Coziiniirliigiin 6zellikle organik ligandlarin yoklugunda daha da
azaldigimm ve deniz suyunun pH’ 1nin nétr’ den asidik yapiya dogru degistikce Fe’ in
¢Oziiniirlugtintin arttigini tespit etmislerdir.

Kobayashi ve ark. (1993), calismalarinda; yesil alg Haematococcus pluvialis’in
yesil hiicrelerinin kiste doniisiimiinii, yesil sathada asetatla birlikte Fe* ilavesiyle tesvik

*2hin birlikte ilavesinin,

etmeyi amaglamiglardir. Astaksantin olusumunda asetat ve Fe
sadece asetat ilavesine oranla daha etkili oldugunu belirtmiglerdir. Kistlesmis alg
hiicrelerindeki karotenoid sentezinin aktinomisin ya da sikloheksemid tarafindan
durduruldugunu belirtmislerdir. Ancak daha sonra kist olusumunu, sadece asetat
ilavesiyle tesvik etmislerdir.

Sunda ve Huntsman (1997), biiyiikliikleri 3-5 pm ile 30-32 pum arasinda degisen
iki diatom tiirii olan T.weissflogii (11-12 um) ve T.pseudonana (3.5 um) ile iki
dinoflagellat tiirii Prorocentrum minimum (12-13 pm) ve P.micans (28-32 pm)’in farkl
Fe miktar1 ve 151k yogunluklarinda Fe alim ve biiyiime dinamiklerini arastirmislardir.
Isik yogunlugunun azalmasi ile her bir hiicredeki TUE (demirden yararlanma
etkinligi)’den dolayr her hiicre icin Fe ihtiyacinin arttigini, Fe konsantrasyonunun
artmasiyla da hiicrelerin spesifik biiyiime oranin arttigini bildirmislerdir.

Mckay ve ark. (1997), farkli FeCI; miktarlarinda (10, 25, 50, 100 ve 1000 nM),
100 uM EDTA, 215 pmol foton m? s’ aydinlanma ve 24 °C’de Kkiiltiire aldiklar
Thalassiosira  weissflogii  ve  P.tricornutum hiicrelerinin  biiylime oranlarim
arastirmislardir.  P.tricarnutum’da biiyiime hizi (u) degerlerinin Fe miktarlarinin
azalmasiyla yavas yavag azaldigimi ve en yiiksek biiytime degerinin 1.7 giin'1 oldugunu

tespit etmislerdir. T.weissflogi icin ise; 50, 100 ve 1000 nM Fe miktarlarinda 1.64-
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1.74 giin" arasinda, 25 nM Fe miktarinda ise 1.21 giin™" olarak oldukca diisiik oldugunu
tespit etmislerdir. T.weissflogii’de 10 nM Fe iceren kiiltlir ortaminda biiylime oraninin
belirlenemedigini ve bu kosullarin altinda gelisim gozlenmedigini belirtmislerdir.

Van Leeuwe ve ark. (1998), Pasifik Bolgesi ve Giiney Okyanusu’'nda dogal
fitoplankton komiiniteleri ile pigment adaptasyonu iizerine demir stresinin etkilerini
incelemislerdir. Calisma; beyaz, mavi ve yesil 15181in kullanildig, 8 ile72 saatlik deneme
stirelerinin uygulandigi ve 2 nM Fe eklemesi yapilan ve yapilmayan kiiltiir ortamlarinda
yuriitiillmusgtir. Isik uygulanan denemelerde, pigment kompozisyonunun Fe ilavesi
yapilan ve yapilmayan kiiltiirlerde benzer oldugunu belirlemislerdir.

Hyenstrand ve ark. (2000), calismalarinda yazin durgun period sirasinda diisiik
epilimnetik demirin kullanilabilirliliginin Erken Golii'ndeki Cyanobakteriler’in
gelisimleri igin sinirlayict bir faktér oldugunu belirtmislerdir. On denemelerinde
coziilebilir demir eklenen ve eklenmeyen ortamlara fosfat, nitrat ve amonyum
eklemeleri yaparak test etmislerdir. Denemelerinde demir alimi olmayan ortamlarda G.
echinulata hiicrelerinin azaldigin1 belirtmiglerdir. Ayrica bu ortamlara demir eklemesi
yapildiginda bu tiirlerde artisin meydana geldigini belirtmislerdir.

Marquez ve Lamela (2000), kontrol grubu olarak Zarrouk ve ii¢ deniz suyu ortami
kullanarak Spirulina maxima’nin biyomas ve fikosiyanin iiretimini incelemistir. Deniz
suyu ortamlarinda sirastyla 0.1 (SWM), 0.1 (SWMAB) ve 0.2 (SWMX2) g/LL NaHCOs,
0.008 (SWM), 0.008 (SWMAB) ve 0.016 (SWMX2) g/ K;HPO4; 1 (SWM), 1
(SWMAB) ve 2 (SWMX2) g/L NaNOs; 0.005 (SWM), 0.005 (SWMAB) ve 0.01
(SWMX2) g/ Fe-EDTA kullanmistir. Spirulina maxima’nin standart ortaminda
biyomas konsantrasyonu 27 g/L iken deniz suyu ortaminda ise <1.2 g/L olarak tespit
etmistir. Deniz suyunda iiretimi yapilan hiicrelerdeki pigment konsantrasyonu sirasiyla
klorofil-a <2.78mg/g hiicre, fikosiyanin <19.83 mg/g hiicre, karoten <1.85 mg/g hiicre
olarak elde ettiginin bildirmistir. Deneme 6 giin stirmiistiir ve sonunda en fazla biyomas
(2.7 g/L), fikosiyanin (45.34 mg/g), karotenoid (2.18 mg/g), klorofil-a (6.1 mg/g) ve
biiytime oran (0.48 giin'l) nin Zarrouk ortamindan elde ettigini belirtmistir.

Oztiirk ve ark. (2002), calismalarinda, artan tatli su girisinin basladigi bahar
aylarinin baglangicindan once fiyord sularinda bile gecici bir Fe sinirlamasinin
oldugunu tespit etmislerdir. Irmak agizlarindan uzak kiy1 sulari, deniz ve nehir

gecislerinin oldugu bolgelerin Fe’in hizla uzaklagsmasindan dolayr siddetli Fe
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sinirlamalarina ugrayabildigini ve beklentilerin aksine aci sulu Baltik Denizi’nde bile
kiyisal bloomlar boyunca Fe sinirlamasi belirtilerinin goriildiigiinii ileri stirmiislerdir.

Deein ve ark. (2002), Ohno Shukunohe ve Japonya’nin Kunebetsu nehrinin bes
farkli merkezinden alinan su orneklerinden filtre edilebilir demiri (<0.45 m) ve koloidal
demiri (0.45-0.025 m) kullanarak deneme ortami hazirlamiglardir. Yiiriittiikleri
calismada Melosira granulata ve Angustissima f. spiralis tatlisu alglerini kolloid demir
iceren ortamda kiiltiire alarak en yiiksek ~250 000 hiicre ml™" ve ~60g klorofil-a L™ elde
ettiklerini bildirmislerdir Bununla birlikte ~0.1 M ¢6ziinebilir Fe iceren orneklerde ise
gelisim goriilmedigini tespit etmislerdir. Denemenin sonunda, tatli su alglerinin
kolloidal Fe’i kullanabildiklerini ve kolloidal Fe’in tath su algleri i¢in gerekli oldugunu
ileri stirmiiglerdir.

Abd El-Baky (2003), fikosiyanin pigmentinin iiretimi ile ilgili calismasinda farkli
nitrojen ve tuz miktarin iceren besin ortamlarinda S.platensis ve S.maxima tiirlerini
kiiltiire almistir. Azotlu ortamda kiiltiire alinan iki tiirde de fikosiyanin {iretimi sirasiyla
% 12.08 ve % 22.3 olarak elde edilmistir. Ayrica Spirulina tuz stresi ve azot
iceriklerinin degisimi sonucunda fikosiyanin pigmentinin kompozisyonunda biiyiik
degisimler oldugunu, C-fikosiyanin (C-PC) % 1.65-4.02, allofikosiyanin (A-PC) %
2.53-6.11, R- fikosiyanin (R-PC) % 5.75-12.3 ‘e yiikseldigini bildirmistir. iki tiir
arasinda yapilan karsilagtirmada, S.platensis’in yiiksek azot ortaminda toplam
fikosiyanin miktarinin en yiiksek orant % 9.92 ve R-PC % 5.75 olarak elde edilmistir.
Spirulina maxima ve Spirulina platensis’de protein ve fikosiyanin igeriklerinin onemli
derecede besi ortamindaki NaCl diizeylerinden etkilendigini ve her iki alg tiiriinde de
NaCl ve azot eksikliginde fikosiyaninin en yiiksek miktarlarda iiretildigi belirlenmistir.
Ayrica calismasinda, % kuru maddedeki fikosiyanin igerigini ekstrakte etmis,
S.platensis ve S.maxima toplam fikosiyanin igerik degerlerinin sirasiyla % 22.3 ve %
18.88 oldugunu belirlemistir. Hiicre miktarlarinda ise, % 26.6’dan % 23.6 azalma
meydana geldigini tespit etmistir.

Sayin (2004), caligmasinda laboratuvar kosullarinda suni ligand EDTA’nin farkli
Fe konsantrasyonlarinda (10-100nM) Emiliania huxleyi ve Thalassiosira weissflogii
tiirlerinin biiytimesine etkisini ¢alismistir. Bu amacla her iki tiiriinde 10 ve 100 nM Fe
iceren EDTA’l1 ve EDTA’s1z ortam kosullarda hiicre yogunlugu, klorofil-a miktari,

klorofil-a miktari, biiylime hizi, hiicresel Fe miktar1 ve pH degisimi gibi parametreleri
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tespit etmistir. Belirledigi parametrelere ait veriler sonucunda; E.huxleyi kiiltiirlerinde
EDTA’nin biiylimeyi etkilemedigi, klorofil-a miktarin1 diisiik Fe (10 nM) dozunda
etkiledigi, biiylime hizin1 etkilemedigi, hiicresel Fe miktarini diisiik Fe dozunda azalttig
sonuclarini elde etmistir. Aym ortamlarda T.weissflogii kiiltiirlerine EDTA nin, yiiksek
Fe dozunda (100 nM) hem hiicre yogunlugunu hem de klorofil-a miktarini1 belirgin bir
sekilde etkiledigi, biiylime hizini etkilemedigi, hiicresel Fe miktarin1 hem yiiksek hem
de diisitk Fe dozunda azalttigi sonuclarini elde etmistir. 10 ve 100 nM Fe dozlarinin
EDTA’lT ve EDTA’siz kosullarinda E.huxleyi’de ve T.weissflogii’de hiicre
yogunlugunun artmast ile ortamin pH’1nin da arttigini belirlemistir.

Sayin ve ark. (2006), Fe’in biyolojik olaylarda hala tam olarak bilinmeyen
islevleri, sudaki kullanilabilir formlar1 ve alimim etkileyen faktorlerin belirlenmesi
konularina katkida bulunmak amaciyla yiiriittiikkleri ¢calismada, 10 nM demir iceren
modifiye F/2 ortaminda, suni ¢elat EDTA (Ethylenediaminetetraacetate -100uM)’ nin,

Thalassiosira weissflogii’nin biiylimesine etkilerini arastirmislardir. Denemenin

yiiriitiildiigli ortamda, 18+2 °C sicaklik ve 80 pmol m>2 s_1 aydinlanma siddeti siirekli
olacak sekilde saglanmistir. Denemenin sonunda, EDTA’nin, 7. weissflogii
kiiltiirlerinde, hiicre yogunlugu, klorofil-a miktari, biiylime hiz1 ve biiyiimeye paralel
olarak artan pH degerlerini etkilemedigi (p>0.05) saptanirken, hiicresel Fe miktarlart
arasinda farklilik oldugunu (p<0.05) belirtmislerdir.

Madhyastha ve Vatsala (2007), calismalarinda farkli fotofiziksel kosullarda
Spirulina fussiformis’in igerdigi pigmentler {izerine 1s1k kaynaginin etkilerini
arastirmiglardir. Calisma 0.2 g/L. (kuru agirlik) ast miktar1 kullanilarak, farkli 1sik
reaktorleriyle saglanan 151k kaynaklar ile Zarrouk ortamlarinda baslatilmistir. Giinliik
elde ettikleri en yiiksek biyomas iiretimi beyaz 151k, mavi 151k ve yesil 1s1kta sirasiyla 0.8
g/L, 0.75 g/L ve 0.69 g/L olarak belirlemislerdir. Pigment icerigi beyaz 1sikta 5.5 pg/mL
ile klorofil-a iiretiminin en yiiksek oldugunu ve diger pigmentlerin asagi yukari ¢ok
fazla degismedigini ve beyaz 1sikta klorofil sentezinin daha iyi oldugunu belirtmislerdir.
Ancak klorofil-a ve fikosiyanin igerikleri mavi 151k yogunlugunda sirasiyla, 7 pg/ml ve
2 mg/ml’ye yiikseldigini belirtmiglerdir. Fikosiyanin miktarinin ise 18 giin boyunca en
yiiksek degerinin 2.5 mg/ml oldugunu bildirmislerdir. Ayrica en iyi fikosiyanin ve

fikoeritrin tiretiminin Spirulina’da oldugunu ileri stirmiislerdir.
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Oguz (2008), Cukurova bolgesinde Spirulina platensis kiiltiirlerinde mevsime
bagh sicaklik ve aydinlanma siddetinin, mavi renkli pigment C-fikosiyanin igerigine ve
protein miktarina etkisini belirlemek amaciyla bir calisma yapmistir. Calisma disari
kosullarinda, sera icerisinde fiber-glass havuzlarda nisan, temmuz ve eyliil aylarinda
yapilmig, C-fikosiyanin miktarlart sirasiyla 329,91+0,029, 326,75+0,016 ve
332,71+0,021 pg/ml olarak saptanmustir. Ilkbahar, yaz ve sonbahar, kosullarinda protein
oranlar sirasiyla, % 68, % 68 ve % 72 olarak belirlenmistir. Deneme sonunda elde
ettigi verilere gore Nisan, Temmuz ve Eyliil aylarinda, Spirulina platensis kiiltiirlerinde
fikosiyanin ve protein iceriklerinde farklilik olmadig: bildirilmistir.

Pandey ve Pandey (2008), calismalarinda bir diazotrofik cyanobakteri
Nostochopsis lobatus’un antioksidant kapasitesi biyomas iiretimin gelistirmek ve
pigmentleri icin incelemislerdir. Ortamlara antioksidant kapasitesi, pigmentleri, besin
Onemi ve biyomas: artirmak i¢in pH 7.8’de P (Fosfor) ve Fe ilave etmislerdir. P’un
karotenoidler, klorofil ve biyomasin iiretimi i¢cin Fe’den daha iyi bir destekleyici
olabilecegini diisiinmiislerdir. Demirin fikosiyanin, fikoeritrin, besinsel Onemi ve
antioksidant kapasitesi acisindan P’dan daha etkili oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica
arastirmacilar Fe ve P’1n ticari a¢idan yapilan calismalar i¢in etkili olabilecegini ileri
siirmiislerdir.

Bermejo ve ark. (2008), calismalarinda Fe*? ve Fe* iyonlarinin ortamda artmasi
sonucunda, Fe* iyonlarinin Fe* iyonlarina oranla yaptig1 etkinin daha gii¢lii oldugunu
belirlemislerdir. S.platensis’in fikosiyanin miktarlarinin 200 pg/ml’de EDTA’1 ortamda
% 44.4+1.86, EDTA’s1z ortamlarda ise % 39.5+0.87 olarak tespit etmislerdir.

Singh ve ark. (2009), Phormidium ceylanicum’dan fikosiyanin iiretimini artirmak
icin optimum kosullardaki ortam bilesenlerini incelemisleridir. Bunun i¢in ortamdaki
sodyum nitrat, kalsiyum klorid, eser metal karigimi sitrik asit stoklarin1 gdzden
gecirmislerdir. Phormidium ceylanicum optimum ortam kosullar1 altinda 32 giinde BG-
11 ortam kullanililarak kiiltiire alindiginda, fikosiyanin iiretiminin 2.3 kat arttigim
gozlemlemislerdir. Ham ekstrakttan elde edilen C-fikosiyaninin verimliginin % 63.50

oldugunu belirtmisleridir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Spirulina platensis

Denemede kullanilan fitoplankton tiirii Spirulina platensis (Cyanophyta) M2 susu,
Cukurova Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Plankton Unitesi’nden saglanmistir. (Sekil

3.1.1)).

Sekil 3.1.1. Spirulina Flamentlerinin Goriiniimii (Anonim, 2009a)

3.1.2. Arastirmada Kullamlan Kimyasallar

Spirulina platensis’in kiiltiire alinmasinda Zarrouk ortami kullanilmistir. Bu
ortamin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal (Merck) ve miktarlart Cizelge 3.1.2.°de

verilmistir. Deneme siiresince kullanilan biitiin kimyasallar analitik diizeydedir.

Kiiltiir ortam1 pH’ nin ayarlanmasinda kullanilan kimyasallar:

HCI (Hidroklorik asit)
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NaOH (Sodyum hidroksit)

Pigment analizleri yapilirken kullanilan kimyasallar:
CH;0H (Metanol)
K;HPO, (Di potasyum hidrojen fosfat)
KH,PO, (Potasyum di hidrojen fosfat)

Cizelge 3.1.2. Denemede Kullanmilan Spirulina Ortami (Zarrouk, 1966).

Ortamlar Madde Miktar
NaHCO; (Sodyumbikarbonat) 18,6 g
Na,COs5 (Sodyum karbonat) 8,06 ¢g
PART 1
K,HPO, (Potasyum fosfat) 1,00 g
Distile su (Saf su) 500,0 ml
NaNO; (Sodyum nitrat) 5,00 g
K,SO,  (Potasyum siilfat) 2,00 g
NaClI (Sodyum kloriir) 2,00 g
MgS0,.7H,0 (Magnezyum siilfat 7.mol su) 0,40 g
CaCl,.2H,0 (Kalsiyum kloriir 2.mol su) 0,02 g
PART2
FeSO,.7H,0 (Demir siilfat 7.mol su) 0,02 g
C10H14N2N3203.2H2 (EDTA) 0,16 g
Mikro Element Soliisyonu 10,0 ml
Vitamin Soliisyonu 5,00 ml
Distile su (Saf su) 500,0 ml
ZnS0,4.7H,0 (Cinko siilfat 7.mol su) 0,001 g
MnSO,4.7H,0O (Mangan II siilfat 7.mol su) 0,002 g
H;BO; (Borik asit) 0,01 g
. Na,Mo00,.2H,0 (Sodyum moliibdat 2.mol su) 0,001 g
MIKROELEMENT
. Co(NO3),.6H,O (Kobalt II nitrat 6. mol su) 0,001 g
SOLUSYONU
CuS0,.5H,O (Bakir II siilfat 5.mol su) 0,00005 g
FeSO,4.7H,O (Demir II siilfat 7.mol su) 0,7¢g
C,oH4N,Na,04.2H, (EDTA) 0,8¢
Distile su (Saf su) 1,0L
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3.1.3. Arastirmada Kullamilan Ekipmanlar

Aragtirmamizda, kiiltiir ortamlarinin pH ayarlar ve dlgiimleri igin WTW pH 330i
model pH metre kullanilmistir. Tartim islemleri AND GF-600 marka ve dort hassash
terazi ile yapilmig UV-160 1 PC, Shimadzu visible model spektrofotometre kullanarak
Klorofil-a, Fikosiyanin tayini ve Optik Yogunluk yapilmis, orneklerin yogun hale
getirilmesi icin SM 16 510 model filtre mekanizmasi, GF6 Glasfaser Rundfilter marka
filtre kagidindan kullanmlmistir.

Calismada kullanilan tiim cam malzemelerin sterilizasyonu i¢in FN 500 model
etiiv, kiiltiir ortamlarinin sterilizasyonu icin Hirayama HA-300M IV model elektrikli
otoklav, cokeltme islemleri NF 800 model sogutmali santrifiij cihazi ile yapilmus,
laboratuvarin sicaklik ayar1 Arcelik marka klima ile saglanmustir.

Arastirmada kurulan deney setlerinin havalandirilmast icin Brand Risheng
marka hava motoru, calisma sirasinda Simsek Liborteknik marka su banyosu cihazi ve
Sunny markali 1s1 ve derece ayarli mikrodalga firin kullanilmistir. Deneme siiresince
orneklerin dondurulmasi iglemi i¢in Arcelik marka derin dondurucu, eritme isleminde
ise Profilo marka buzdolab1 kullanilmstir.

Spirulina platensis kiiltir ortamlart 10 L’lik polietilen plastik kaplara konulmus,
kapaklarina agilan akvaryum hortumu girisi ile kiiltiiriin havalandirilmasi saglanmis ve
orneklerin alinmasi i¢in ii¢ ¢ikish musluklara 10 ml’lik polietilen siringalar monte

edilerek bir deney seti olusturulmustur.

3.2. Yontem

3.2.1. Arastirmada Kullamlan Kaplarin Temizligi ve Sterilizasyonu

Cam ve plastik malzemelerin temizligi, alg kiiltiirlerinin basarisi icin dikkatle
yapilmasi gereken bir konudur. Biitiin malzemelerin HC1 (6 M) cozeltisi icerisinde 48
saat bekletilerek metallerden arinmasi saglanmis ve ardindan 5 kez saf su ile
durulanmistir. Temizlenmis tiim cam malzemeler saman kagitlar1 ile paketlenmis ve

172 °C’ de 3,5 saat siire ile etiivde steril edilmistir. Steril hale getirilen tiim malzemeler
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posetlenerek saklanmistir. Arastirmada kullanilan tiim kiiltiir ortamlar1 otoklav’da 121

°C’ de 30-35 dakika steril edilmis ve +4 °C’ de depolanmustir.

3.2.2. Spirulina platensis Stok Kiiltiirleri

Mustafa Kemal Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Plankton Laboratuvari’nda,
iklimlendirme cihaz1 kullanilarak 26+1 °C’de sabitlenmis oda sicakhiginda, 1000 lux
151k siddetinde siirekli aydinlanma ve havalandirmanin saglandigi laboratuvar
kosullarinda S. platensis (Cyanophyta) 5 L’lik plastik kaplarda kiiltiire alinmistir.
Kiiltiirlere haftada iki defa Spirulina ortami verilerek kiiltiirlerin  devamliligi

saglanmistir.

3.2.3. Deneme Ortamlarinin Hazirlanmasi

Deneme Zarrouk ortami (kontrol grubu) ve farkli degisimlerin yapildig: toplam 7
ortamdan olugsmustur. Deneme gruplar1 asagidaki sekilde kodlanmistir. Cizelge 3.2.3’de

deneme ortaminda uygulanan degisimler belirtilmistir.

Cizelge 3.2.3. Denemede kullanilan gruplar ve muameleleri

Gruplar Fe**(mM) Fe**(mM) EDTA(uM)
1A 0,3 902,6
2A 0,3 -
3A 0,3 1353,9
1B 0,3 902,6
2B 0,3 -
3B 0,3 1353,9
K 0,1 451,3

3.2.4. Denemenin Kurulmasi ve Yiiriitiillmesi

Sterilizasyonun saglandig1 ortamda, denemenin kurulacagi 10 L kapasiteli plastik
kaplara 7 L kiiltiir ortam ilave edilmistir. Deneme 3 tekrarh olarak toplam 21 adet kiiltiir

kab1 ile kurulmustur. Deneme gruplarinda uygulanacak olan muameleler Cizelge
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(3.2.3)’de verilmistir. Deneme Kontrol ve farkli uygulamalarin yapildigi toplam 7
gruptan olusmustur. Deneme kaplarina yapilan ilavelerin ardindan as1 olarak 1 L’lik
Spirulina platensis ilaveleri yapilmis ve toplam 8 L’lik hacim ile deneme baslatilmistir
(Sekil 3.2.4.).

Denemenin baslatildigi giinden itibaren 15 giin siire ile giinliik olarak pH, optik
yogunluk, pigment analizleri (klorofil-a ve fikosiyanin), yas ve kuru madde takibi
yapilmigtir. Deneme kurulduktan sonra metodlarda belirtilen hacimlerde ornekler

giinliik alinarak o6l¢iimler yapilmistir.

Sekil 3.2.4. Deneme diizenegi (orijinal)
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3.2.5. Arastirma Siiresince Takip Edilen Parametreler

3.2.5.1. pH Olciimleri

Denemenin baslangicindan itibaren 15 giin boyunca giinliik pH o6l¢iimleri, pH

metre ile takip edilmistir. Her dort okuma isleminden sonra pH metre kalibre edilmistir.

3.2.5.2. Pigment Analizleri

3.2.5.2.1. Fikosiyanin Analizi

Deneme boyunca fikosiyanin analizi i¢in her deneme kabindan 30 ml 6rnek
alimmustir. Spirulina platensis gaz vakuolleri olan bir Cyanobakteri oldugu icin santrifiij
islemi ile tiim filamentlerin ¢okmesi miimkiin degildir (Becker, 1994). Bu nedenle
alman Ornekler bir siringa icerisinde basinca maruz birakilmis ve gaz vakuollerinin
patlamasi saglanmistir (Gomez-Lojero, 1997). Gaz vakuolleri patlayan ornekler 25
°C’de 9000 RPM’de 10 dakika boyunca santrifiij islemine tabi tutulmustur. Ilk santrifiij
isleminde flamentlerin ¢cokmesinden sonra iistte kalan kiiltiir ortam1 atilarak, santrifiij
tiiplerine saf su ilave edilmis ve tiipler vortexle karistirilarak filamentlerin saf suyla
yikanmasi saglanmistir. Bu islemden sonra alg solusyonlan tekrar 25 °C’de 9000
RPM’de 10 dakika boyunca santrifiij iglemi yapilmis ve iistte kalan sivi atilmigtir. Daha
sonra yogunlastirilmis filament kiitlesi tizerine 10ml sodyumfosfat tamponu ilave
edilerek ornekler vortex ile karistirilmis ve derin dondurucuda -25 °de bekletilmistir. Bu
sicaklikta 8 saat birakilan Ornekler +4 °C’de coOzdiiriilmiistiir. Bu islem iic kez
tekrarlanarak Spirulina filamentlerinin parcalanmasi saglanmistir. Son ¢6zdiirme
isleminden sonra soliisyonlar +4 °C’de 9000 RPM’de 30 dakika siire ile santrifiij
islemine tabi tutulmustur. Ustte kalan mavi soliisyon fikosiyanin tayini, ¢oken filament
kiitlesi ise klorofil tayini i¢in ayrilmistir (Vonshak, 1997, sozlii goriisme; Yilmaz,
2001).

Santrifiij isleminden sonra iistte kalan 10 ml’lik fikosiyanin soliisyonlar1 ayrilmis,

buradan alinan 1 ml’lik 6rnek sodyum fosfat pH 7 tamponu ile 3 ml’ye tamamlanmistir.
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Ornekler 620 nm’deki absorbans degeri ile tespit edilmistir. Orneklerdeki C-fikosiyanin

miktar1 asagidaki formiil yardimi ile bulunmustur:

CPC= OD 620 nm x 125" = pg.ml"(Vonshak, 1997, sozlii goriisme) (3.2.5.2.1)

3.2.5.2.2. Klorofil-a Analizi

Santrifiijlemelerden ve fikosiyanin solusyonlar1 ayrildiktan sonra kalan presipitat
tizerine 10 ml saf metanol ilave edilmistir. Santrifiij tiiplerinin iizeri 15181 almayacak
sekilde kapatildiktan sonra, vorteks ile karstirilmig ve 70 °C’deki su banyosunda iki
dakika bekletilmistir. Daha sonra 9000 RPM’de 20 dakika santrifiijlenen 6rneklerden
iistte kalan sividan 10 ml alinmis, geriye kalan presipitatlar atilmistir. Fikosiyanin
tayininde oldugu gibi alman Iml’lik 6rnekler saf metanol ile 3 ml’ye tamamlanmistir.
Ornekler 665 nm’deki absorbans degeri tespit edilmistir. Orneklerdeki klorofil-a miktar

asagidaki formiil yardimi ile bulunmustur:

Chl a = 0D 665 nm x 13.9> = ug.ml"" (Vonshak, 1997) (3.2.5.2.2)

3.2.5.3. Yas ve Kuru Madde Tayini

Yas ve kuru madde miktarlarinin saptanmasi i¢in deneme kaplarindan alinan (10
ml) ornekler, 0,45 um goz acikligindaki filtre kagitlari, stizme diizenegi ve bir su
trombu kullanilarak siiziilmiistiir. Siizme isleminden sonra filtre kagitlar1 terazide
tekrardan tartilmis ve bu iki tartim arasindaki fark yas madde agirhigini vermistir.
Tartimdan sonra, filtre kagitlar1 105 °C’de 8 dakika mikrodalga firinda kurutulmustur.
Bu siire sonunda fitre kagitlar1 bir desikatore konularak oda sicakligina kadar
sogumalar1 saglanmis ve daha sonra terazide tekrar tartimlart yapilmistir. Yas
agirhigindan kuru agirliklar ¢ikarilarak kuru madde miktari elde edilmistir (Boussiba ve

Vonshak, 1992).

125, Spirulina icin belirlenen absorbsiyon katsayisindan belirlenen faktordiir.
213.9, Spirulina icin belirlenen absorbsiyon katsayisindan belirlenen faktordiir.
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(filtre agirhig + alg)-(filtre agirligr) X 1000ml

= algin kuru agirlig1 (mg/L)
(ml’deki alg hacmi)

(3.25.3)

3.2.5.4. Optik Yogunluk (OD)

Optik yogunluk spektofotometre yardimi ile yapilmistir. Kiiltiirlerden alinan alg
ornekleri spektro kiivetlerine konulur, hizlica kanstirilir ve iic kez 680 nm absorbans

degerinde okuma yapilir (Boussiba ve Vonshak, 1992).

3.2.5.5. Spesifik Biiyiime hiz1 (u=boliinme giin'l)

Spesifik Biiyiime hiz1 (u) asagidaki formiile gore bulunmustur (Guillard, 1973).

u=log (N*/NoHx (3.322 /%) (3.2.5.5)

Arastirma verilerinin degerlendirilmesinde, tek yonlii varyans analizleri ve bu
analizlerin sonuclarina bagh olarak ortalamalarin karsilastirllmasinda Duncan, Tukey, SNK

coklu karsilastirma testleri SPSSX 10.0 paket programi kullanilarak yapilmistir.

213.9, Spirulina icin belirlenen absorbsiyon katsayisindan belirlenen faktordiir.
? No: baslangi¢ kuru madde miktaridur.

*N,:t zamandaki kuru madde miktaridir.

> t: zaman



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgular

+35..

iki farkli demir formu olan Fe*? ve Fe*iin yapay ligand EDTA varliginda ve
yoklugunda Spirulina platensis kiiltiirlerinde; optik yogunluk (O.D= 151k gecirgenligi),
klorofil-a miktar1 (ug/ml), kuru madde (g/L), pH degisimi, biiyime hiz1
(u=boliinme/giin) ve fikosiyanin miktarlarinin degisimine olan etkileri yetistiricilik

calismalar i¢in uygun bir siire olarak kabul edilen 15 giinliik siirecte belirlenmistir.

4.1.1 Optik Yogunluk Degerleri

Spirulina platensis’in Fe *2, Fe* ve EDTA varliginda ve yoklugunda kiiltiirlerin

optik yogunlugun zamanla degisimi Sekil 4.1.1.”de verilmistir.

2,00
1,80
1,60 -
1,40
1,20

1,00

Optik Yogunluk

0,80
0,60

0,40

0,20

0,00 T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Zaman (Giin)
—— 1A —m—2A —a—3A 1B = 2B —0—3B = == =K

Sekil 4.1.1. Deneme gruplarina ait Optik yogunluk (O.D) degerleri
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Denemenin baglangicindan itibaren tiim gruplarin optik yogunluklarinda diizenli
bir artis gozlenmistir. Deneme siiresince en yiiksek optik yogunluk degerinin 2B
grubunda (1,901) tespit edildigi, en diisiikk optik yogunluk degerinin ise kontrol
grubunda (1,219) oldugu tespit edilmistir. Biitiin gruplarin en yiiksek optik yogunluk
degerlerine 15. giinde ulastiklar1 belirlenmistir. Belirlenen en yiiksek optik yogunluk
degerlerinin sirasiyla; 1,901 (2B), 1,695 (2A), 1,501 (1B), 1,399 (3B), 1,258 (1A),
1,257 (3A) ve 1,219 (K) oldugu saptanmistir.

Elde edilen en yiiksek degerler karsilastirildiginda; kontrol grubu ile 1A, 3A ve
3B aralarindaki farkin 6nemli olmadig (p>0.05), 2A, 1B, 2B arasindaki farkin ise

onemli oldugu belirlenmistir (p<0.05), (Cizelge 4.1.1.).

Cizelge 4.1.1. Denemede olciilen parametrelere ait 6l¢iim ortalamalar

PARAMETRELER

v P R el 7 7
1A 1,25840,070®  9,933+0,008"  2,166+0,202"  7,954+0,735"  19,583+5,917"

1B 1,501£0,055™  9,920+0,100°  2,300+0,057"  7,566+0,157*  18,666%1,299"

2A 1,695£0,073%  10,030£0,015°  2,600+0,057™  17,166+0,884°  73,416+8,982°

2B 1,901+0,090°  1040,011° 2,733+0,120°  18,296+1,330°  56,750+1,913"

3A 1,25740,120°  9,936+0,008"  2,266+0,145"  7,089+0,533*  20,750%2,065"

3B 1,399+0,026™  9,920+0,100°  2.266+0,145"  7,381+0,282"  24,791+2,545"

K 1,219+0,054*  9,956+0,006°  2.566+0,088"  13,261+0,495"  62,125+3,826™

1A: 0,3mM Fe*? + 902,6uM EDTA
2A: 0,3mM Fe*?+ EDTA’s1z
3A: 0,3mM Fe*™ + 1353,9uM EDTA
1B: 0,3mM Fe*™ + 902,6uM EDTA

2B: 0,3mM Fe* + EDTA’s1z
3B: 0,3mM Fe* + 1353,9uM EDTA

K: 0,1mM Fe** + 451,3uM EDTA

X =S x (aritmetik ortalama + standart hata)

Ortalamalar ii¢ tekerriirliidiir (n=3). Aym stitundaki farkli harfler farkliligin 6nemli oldugunu

gostermektedir (p<0,05).
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4.1.2. Klorofil-a Miktarlar1 (ug/ml)

Spirulina platensis’in Fe *2 Fe* ve EDTA iceren ve igermeyen ortamlarina gore

klorofil-a degerlerinin zamanla degisimi Sekil 4.1.2.”de verilmistir.

20,00 ~
18,00 -
16,00 -
14,00 -
12,00
10,00 -

8,00 -

Klorofil-a (ug/ml

6,00 -

4,00

2,00

0,00 \ \

Zaman (Giin)
——]1A —m—2A —&—3A —x—1B —F—2B —0—3B ---+--K

Sekil 4.1.2. Deneme gruplarina ait Klorofil-a (ug/ml) degerleri

Deneme siiresince yapilan Olgiimler degerlendirildiginde; denemenin birinci
giiniinden 9. giiniine kadar biitiin gruplarda yavas bir klorofil miktar1 artis1 oldugu
belirlenmigtir. Denemenin 9. ve 10. giinlerinden itibaren kontrol grubu, 2A ve 2B
gruplarma ait klorofil degerlerindeki artisin hizlandigi ve bu artisin denemenin 14.
giiniine kadar devam ettigi belirlenmistir. Diger gruplarda ise (1A, 3A, 1B, 2B)
denemenin 11. giinii baglayan artisin denemenin son giiniine kadar devam ettigi tespit
edilmistir. Denemede belirlenen klorofil miktarlar1 karsilastirildiginda en yiiksek
degerin 2B (18,296 ug/ml) grubuna ait oldugu belirlenmistir.

Klorofil miktarlarina ait en yiiksek degerler karsilastirildiginda; 1B, 1A, 3A ve 3B
gruplarima ait degerler arasinda fark olmadigi (p>0.05), kontrol grubu ile 2A ve 2B
gruplar arasindaki fakin ise 6nemli oldugu belirlenmistir (p<0.05) (Cizelge 4.1.1.).
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4.1.3. pH Degerleri

Spirulina platensis’in Fe**, Fe* ve EDTA iceren ve icermeyen ortamlaria ait pH
degerlerinin zamanla degisimi Sekil 4.1.3.”de verilmistir.

10,10 ~

10,00 -

9,90

9,80

pH

9,70

9,60

9,50 -

9,40 T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Zaman (Giin)
—o— 1A —m—2A —a—3A 1B g2 —0—3 --4--K

Sekil 4.1.3. Deneme gruplarina ait pH degerleri

Deneme gruplarina ait pH degerlerinin 3. giine kadar hizli bir artig gosterdigi,
ardindan denemenin 6. giiniine kadar bir azalma egilimine girdigi ve denemenin son
giiniine kadar artisin devam ettigi belirlenmistir. Denemede belirlenen en yiiksek pH
degerinin 2A (10,03) grubuna ait oldugu ve bu degere denemenin 15. giiniinde ulagildig:
tespit edilmistir.

Gruplara ait en yiiksek pH degerleri karsilastirildiginda; 1B ve 3B gruplar
arasinda fark olmadig (p>0.05), kontrol grubu ile 1A, 3A, 2A ve 2B arasindaki fakin
ise onemli oldugu belirlenmistir (p<0.05), (Cizelge 4.1.1.).
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4.1.4. Fikosiyanin (ug/ml) Degerleri

Spirulina platensis’in Fe*?, Fe** ile EDTA iceren ve icermeyen ortamlarma gore

fikosiyanin (ug/ml) degerinin zamanla degisimi Sekil 4.1.4.”de verilmistir.

80,00 -
70,00
60,00
50,00
40,00

30,00 -

Fikosiyanin (ug/ml

20,00 -

10,00

0,00 T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Zaman (Giin)
—— 1A —=—2A —a—3A 1B 8—2B —O0—3B --+--K

Sekil 4.1.4. Deneme gruplarina ait Fikosiyanin (ug/ml) degerleri

Denemede belirlenen fikosiyanin miktarlart degerlendirildiginde; ilk ii¢ giin
fikosiyanin miktarinin baslangi¢c degerinde oldugu, dordiincii giinden itibaren artislarin
basladig1r belirlenmistir. Deneme siiresince kontrol grubu, 2A ve 2B gruplarinda
artiglarda denemenin belirli giinlerinde hizlanmalar oldugu ve bu ii¢ gruba ait degerlerin
diger dort gruba (1A, 3A, 1B, 3B) oranla nispeten iki ii¢ kat arttifi belirlenmistir.
Denemenin 10. giinii belirlenen 73,416 pg/ml’lik deger ile 2A grubu en yiiksek degere
ulasirken, en diigilk degere ise 11. giinde 1B (18,666 pg/ml) grubunun ulastigi
saptanmuistir.

Deneme siiresince elde edilen en yiiksek degerler karsilastirildiginda; 1A, 1B, 3A
ve 3B aralarinda fark olmadigi (p>0.05), kontrol grubu ile 2A ve 2B arasindaki fakin ise
onemli oldugu belirlenmistir (p<0.05), (Cizelge 4.1.1.).
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4.1.5. Kuru madde (g/L) Degerleri

Spirulina platensis’in Fe*?, Fe* ile EDTA iceren ve icermeyen ortamlardaki ait

kuru madde (g/L) degerinin zamanla degisimi Sekil 4.1.5.’de verilmistir.

3,00
2,50 A
2,00

1,50 1 §

Kuru madde (g/L)

1,00

0,50
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Sekil 4.1.5. Deneme gruplarina ait Kuru madde (g/L) degerleri

Denemede belirlenen kuru madde miktarinin en yiiksek degerine denemenin 13.
giiniinde ulagildig1r belirlenmistir. Denemenin diger giinlerine ait degerlerin hemen
hemen birbirine yakin oldugu belirlenmistir. Elde edilen en yiiksek degerlerin sirasiyla
2B (2,733 g/L), 2A (2,600 g/L), kontrol grubu (2,566 g/L), 1B (2,300 g/L), 3B (2,266
g/L), 3A (2,266 g/L) ve 1A (2,166 g/L) gruplarina ait oldugu belirlenmistir.

Gruplara ait en yiiksek degerler karsilastirildiginda; 1A, 1B, 3A ve 3B aralarinda
fark olmadig (p>0.05), kontrol grubu ile 2A ve 2B arasindaki fakin ise dnemli oldugu
belirlenmistir (p<0.05), (Cizelge 4.1.1.).

4.1.6. Biiyiime hizi (p=béliinme giin™")



30

Deneme siiresince belirlenen kuru madde miktarlar ile hesaplanan biiyiime hizi
degerleri gozden gecirildiginde en yiiksek biiyiime hizi degerine 4,15%10" bol. gun'1
olarak sekizinci giin ulasildig1 ve 2A grubuna ait oldugu belirlenmistir. Diger degerler
ise sirasiyla; 9. giinde 3,73*10" bol. giin” olarak 3A, 2. giinde 3,29%10" bol. giin™
olarak kontrol grubu, 13. giinde 3,22*10™" bol. giin™ olarak 1A, 4. giinde 3,08*10™ bol.
giin” olarak 3B, 8. giinde 2,53*10" bol. giin™ olarak 1B ve 13. giinde 1,70%10" bol.
giin olarak 2B oldugu saptanmustir (Cizelge 4.1.6.).

Cizelge 4.1.6. Deneme gruplarina ait biiyiime hizlar1 (u=bodliinme gﬁn’l)

Gruplar
Giin 1A 2A 3A 1B 2B 3B K
1
2 1,09%10"  -1,19%10"°  -2,00¢10"  1,93*10"  9,11*10°  -3,22*10"  3,29%10"!
3 8,93%10%  3,32%10%  -3,10¢10% -9,31*¥107 1,40*10"  7,04%10%  -9,48+107*
4 2,91%107  1,55%10"  -2,02¢10"  1,81*107  2,65*107  3,08*10"  -2,70%107
5 L,13*10"  -1,23*10"  1,70*107  5,00%10*  0,00%10 2,75%107  5,34%107
6 -5,55%107  2,36%107 2,90%107  8,25%107%  1,49*10"  1,05*10" 1,73%10"
7 2465107 -236%107  -2,90%10"  -2,004107  -7,28%107  -7,80%107  4,58*107
8 3,02#107  4,15%107  -324*107%  2,53*10"  9,62%#10%  -2,70%10%  -2,72*10"
9 2,75%107  -4,89%107  3,73*107"  -7,94*107  6,82*10%  1,79%*10"  2,72*10"
10 -8,57*107 1,19%10"  -1,05%10" 2,03*10"  1,48*10"  4,73*107  1,29%10"
11 8,57*10%  4,51*107  -5,55%107 -7,28*107 -7,13*10™"* 2,31*10%  -1,99*10"
12 9,87+#10"*  -2,24*10% 1,60*10"  2,47*102  7,11*10"* -1,70*10"  2,35*%107
13 3,22#10"  2,85%10"  2,55*107"  2,05%10"  1,70%10"  2,80%10"  3,13*10’
14 -1,40%10" -1,98*10"  -3,60%107"  -2,14*107  -1,30*10"  -2,14*10%  -1,79*10"
15 2,42%107% 141*10"  2,03*10"  -8,88%*107 7,60*107% -2,85%107"  4,18*102

4.2. Tartisma

Spirulina platensis (Cyanophyta), alg kiiltiiriinde gerek ekonomik degeri gerekse

kolay yetistirilebilirligi ile tercih edilen 6nemli bir mikroalg tiiriidiir. Iceriginin her
gecen gilin ilerleyen teknolojiye paralel olarak fark edilmesi ©nemini giderek
artirmaktadir. Iceriginde bulunan pigment, protein, yag ve vitamin gibi ©nemli
metabolitler giiniimiizde pek cok alanda kullanilir hale gelmesini ve ticari degerinin
artmasint

saglamaktadir. Diger alg tiirleri gibi bu alg tiiriiniin de igeriginin

degistirilebilmesi cesitli kimyasal ve fiziksel kosullar ile miimkiindiir. Bu kosullar
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sayesinde istenilen kalite ve kantite de metabolit elde edilmesi bu tiiriin biyoteknolojik
olarak da degerini artirmaktadir.

Mikroalgler; pH, sicaklik, besin eksikligi, metal kombinasyonu gibi degisen ortam
kosullarinda farkli tiirde kimyasallar ve biyolojik olarak aktif bilesikler {iretme
potansiyeline sahip organizmalardir (Vonshak, 1997).

Bu calismada Spirulina platensis’in Fe** ve Fe* formunun, EDTA varhginda ve
yoklugunda fikosiyanin ve biyomas degerlerine olan etkisi belirlenmistir.

Denemede uygulanan gruplara Fe*, Fe™ ile EDTA miktarlari Cizelge 4.2.°de
belirtildigi sekilde kodlanmistir.

Cizelge 4.2. Denemede uygulanan parametrelere gore gruplarin kodlamasi

Gruplar Fe**(mM) Fe*(mM) EDTA(uM)
1A 0,3 902,6
2A 0,3 -
3A 0,3 1353,9
1B 0,3 902,6
2B 0,3 -
3B 0,3 1353,9
K 0,1 451,3

Deneme siiresince Olgiilen en yiiksek optik yogunluk degerlerinin EDTA
icermeyen, Fe* ilaveli 2B (1,901) grubuna ait oldugu tespit edilmistir. Anderson ve
Morel (1982), 1siksiz ortamda Fe alim oraninin Fe™ aktivitesinin bir fonksiyonu
oldugunu belirlemiglerdir. Isikli ortamda ise, Fe alim oranimin EDTA ve CTDA
varliginda Fe (II)’in Fe (II)’ye indirgendigi fotoreaksiyon ile arttigimi
gozlemlemislerdir. Celator yoklugunda ise, Fe alim oraninin ortama ilave edilen Fe (II)
ve Fe (III)’iin konsantrasyonlarma bagli oldugunu tespit etmislerdir. Bu baglamda
calismamiz EDTA icermeyen grupta optik yogunluk degerlerinin yiiksek olmasi sonucu
onceki c¢alismalart destekler niteliktedir. Yine ikinci en yiiksek degerin EDTA

*2nin alimimin da

icermeyen Fe*? ilaveli 2A (1,695) grubuna ait olmasi, sonug olarak Fe
Fe™ grubunda oldugu gibi EDTA ile ilintili olmadigint gostermistir. EDTA iceren
ortamlara ait optik yogunluk degerleri sirasiyla 1,501 (1B), 1,399 (3B), 1,258 (1A),

1,257 (3A) olarak belirlenmis ve degerler yapilan ¢aligsmalar1 destekler niteliktedir.
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EDTA icermeyen, Fe* ilaveli 2B grubuna ait klorofil-a (18,296 ug/ml)
degerinin diger klorofil-a degerlerine gore en yiiksek degerde oldugu (p<0.05), yine
EDTA icermeyen Fe** ilaveli grupta klorofil-a degerinin (17,166 pg/ml) yiiksek oldugu

belirlenmistir. 1ki yiiksek klorofil-a degerinin EDTA icermeyen gruplarda
oldugunun belirlenmesi, EDTA’nin klorofil-a sentezinde etkili olmadigini, diger yandan
Fe? ve Fe" formunun klorofil-a sentezi etkileyen bir faktor oldugunu
diistindiirmektedir.

Martin ve Fitzwater (1988), calismalarinda Fe ilavesi yapilan kiiltiirlerde
denemenin 3. giiniinden itibaren klorofil-a miktarinda artis oldugunu bildirmislerdir.
Martin ve ark. (1991), calismalarinda, Fe’ in fitoplankton tiretimini kontrol eden 6nemli
eser metallerden biri oldugunu ileri stirmiislerdir. Morel ve ark. (1991), Fe ve Zn’ nun
fitoplankton iiremesi tizerine 6nemli etkisinin oldugunu belirlemislerdir.

Sayin (2004), E.huxleyi kiiltiirlerinde EDTA’nin biiylimeyi etkilemedigi, klorofil-
a miktarm diisiik Fe (10 nM) dozunda etkiledigi, aym1 ortamlarda T.weissflogii
kiiltiirlerine ise EDTA nin, yiiksek Fe dozunda (100 nM) hem hiicre yogunlugunu hem
de klorofil-a miktarini belirgin bir sekilde etkiledigini bildirmislerdir.

Calismamizda biitiin gruplarda biomasin artisina paralel olarak pH’inda arttigi
belirlenmistir. En yiiksek biomasin elde edildigi 2A ve 2B gruplarinda pH degerlerinin
en yiiksek degerlerine ulastign tespit edilmis ve deneme boyunca Olciilen pH
degerlerinin 9 - 10 arasinda degisim gosterdigi belirlenmistir.

Sayin (2004), calismasinda, Fe ilaveli EDTA’l1 ve EDTA’s1z kosullarda E.huxleyi
ve T.weissflogii hiicre yogunlugunun artmasi ile ortamin pH degerinin arttigini
bildirmistir.

Boyd (1979), alg kiiltiirlerinde biiyiimenin artisiyla beraber ortam pH degerlerinin
de artt1ig1, pH degerinin artisinin bile tek bagina biiyiimenin takibinde izlenebilek bir yol
oldugunu bildirmistir. Calismasinda pH degerinin fitoplankton patlamalar sirasinda
arttigini bildirmistir.

Calismamizda artan biiyiime ile, pH degerindeki artig, Onceki caligmalari
desteklemektedir.

Fikosiyanin degerleri karsilastirildiginda en yiiksek sentezin sirasiyla; 2A (73,416
pg/ml), kontrol (62,125 ug/ml) ve 2B (56,750 pg/ml) grubunda oldugu tespit edilmistir.



33

Denemeden elde edilen sonu¢ Fe formunun, EDTA’nin etkisi olmaksizin pigment
iiretimini etkileyen bir unsur oldugunu diisiindiirmektedir.

Bitkiler, fotosentez i¢in gerekli olan yesil klorofil pigmentini iiretebilmek icin
demire gereksinim duyarlar. Dogrudan klorofilin yapisinda yer almayan demir,
klorofilin sentezlenmesi sirasinda bir katalizator (kolaylastirici, hizlandirici) islevi
goriir. Demir eksikliginde ve Fe’in alinabilir formunun disindaki varliginda bitkiler,
yeterli klorofili tiretemedigi icin yeterince fotosentez yapamaz; boyle bir durumda CO,
ve mineraller gibi gerekli biitiin besin maddeleri suda bolca bulunsa bile metabolik
faaliyetler stnirlanir (Martin ve ark., 1989).

Bermejo ve ark. (2008), calismalarinda Fe** ve Fe* iyonlarinin ortamda artmasi
sonucunda, Fe* iyonlarinin Fe*™ iyonlarina oranla yaptig etkinin daha giiclii oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica S. platensis’deki fikosiyanin miktarinin 200 pg/ml’de EDTA’I
ortamda % 44.4+1.86, EDTA’siz ortamda ise % 39.5+0.87 olarak tespit etmislerdir.
Kobayashi ve ark. (1993), calismalarinda Haematococcus pluvialis’in kiiltiir ortamina
Fe*? ilavesinin, karotenoid pigmentinin sentezini tesvik ettigini belirtmislerdir.

Calismamizda fikosiyanin iiretiminde Fe*? formunun Fe* formuna oranla daha
etkili oldugu, EDTA’nin fikosiyanin iiretiminde etkili olmadigi, bu sonuglarin onceki
calismalarla paralel oldugu belirlenmistir.

Deneme siiresince elde edilen veriler karsilastirlldiginda en yiiksek kuru madde
miktarlarina sirasiyla; 2B (2,733 g/L), 2A (2,600 g/L), kontrol grubuna ait oldugu tespit
edilmistir.

Calismamizda elde edilen klorofil-a, optik yogunluk ve fikosiyanin degerlerinde
oldugu gibi, kuru madde miktarlar1 degerlendirildiginde de yine en yiiksek degerlere
2B, 2A ve kontrol gruplarinda ulasildigi belirlenmistir. Adi gecen degerlerin benzer
sekilde ayn1 gruplarda yiiksek ¢ikmasi Fe formunun biyomas:i etkiledigi sonucunu
gostermektedir.

Harrison ve Morel (1986), T.weissflogii tiiriinde Fe sinirlamasinin etkilerini
arastirdiklar1 caligmalarinda, 1-100 nM Fe ve 10 uM EDTA iceren ortamlarda Fe
yogunlugunun azalmasiyla biiylime hizinin ve hiicresel Fe miktarmin azaldigimi ve en
yilksek biiyiime hizinin arttigin1  saptamiglardir. En yiiksek biiyiime hizinin
pmax=1.54+0.002 boliinme giin'l ve hiicresel Fe miktarinin da 80 mol/hiicre oldugunu

bildirmislerdir.
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Deein ve ark. (2002), yiiriittiikkleri calismada Melosira granulata ve Angustissima
f- spiralis tatlisu alglerini kolloid demir i¢eren ortamda kiiltiire alarak en fazla ~250 000
hiicre ml™" ve ~60 g Chl-a L elde ettiklerini bildirmislerdir. Bununla birlikte ~0.1 M
coziinebilir Fe iceren Orneklerde ise gelisim goriilmedigini tespit etmislerdir.
Denemenin sonunda, tath su alglerinin kolloidal Fe’i kullanabildiklerini ve kolloidal
Fe’in tath su algleri icin gerekli oldugunu ileri siirmiiglerdir.
Mckay ve ark. (1997), farkli FeCls miktarlarinda (10, 25, 50, 100 ve 1000 nM),
100 uM EDTA, 215 pmol foton m? s’ aydinlanma ve 24 °C’de kiiltiire aldiklar
Thalassiosira  weissflogii  ve  P.tricornutum hiicrelerinin  bilylime oranlarin
arastirmiglardir.  P.tricarnutum’da  bliyime hizi degerlerinin  Fe miktarlarinin
azalmasiyla yavas yavag azaldigimi ve en yiiksek biiytime degerinin 1.7 giin'1 oldugunu
tespit etmislerdir. T.weissflogi icin ise; 50, 100 ve 1000 nM Fe miktarlarinda 1.64-
1.74 giin" arasinda, 25 nM Fe miktarinda ise 1.21 giin™ olarak oldukca diisiik oldugunu
tespit etmislerdir. T.weissflogii’de 10nM Fe iceren kiiltiir ortaminda biiyime oraninin
belirlenemedigini ve bu kosullarin altinda gelisim gozlenmedigini belirtmislerdir.
Calismamizda elde edilen en yiiksek biiylime hizi degerlerine bakildiginda elde
edilen deneme gruplarinin Fe*? icerdigi belirlenmistir. Ilerleyen teknoloji ile beraber
toplam demir kavramindan ziyade demirin formunun ve alinabilirliginin 6nemli oldugu
belirlenmistir. Dolayisiyla simdiye kadar genel bir kani olan tath sularda yiiksek toplam
demir varliginin fitoplankton biiyiimesi i¢in bir sey ifade etmedigi yapilan son
calismalar ile belirlenmistir. Demir ¢ok cabuk form degistiren, alinabilirligi pek ¢ok
etkenden dolay1 sinirlanabilen bir elementtir. Simdiye kadar tath su tiirlerinde eksik

olan bu calismanin yararli olacag diisiincesini tagimaktayiz.



5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, diinyada igeriginin belirlenmesi ile artan 6neminden dolay1 yogun
olarak yetistiriciligi yapilan Spirulina platensis’in laboratuvar kosullarinda Fe*?, Fe™ ve
EDTA ‘nin fikosiyanin igerigine etkisi aragtiilmigtir. Arastirma siirecinde; optik
yogunluk (O.D= 151k gecirgenligi), klorofil-a miktar1 (ug/ml), kuru madde (g/L), pH
degisimi, biiyiime hiz1 (u=boliinme/giin) ve fikosiyanin miktarlar1 belirlenmistir.
Arastirma sonuglar dikkate alindiginda;

Spirulina platensis’in deneme sonucunda elde edilen en yiiksek degerleri
sirastyla: optik yogunluk; 2B (1,901) ve 2A (1,695), pH; 2A (10,03) ve 2B (10,00), kuru
madde miktari; 2B (2,733 g/L) ve 2A (2,600 g/L), klorofil-a miktari; 2B (18,296 pg/ml)
ve 2A (17,166 pug/ml), fikosiyanin miktari; 2A (73,416 pg/ml), kontrol grubu (62,125
pg/ml) ve 2B (56,750 pg/ml) olarak belirlenmistir. Calisma sonucunda elde edilen
verilerden, S.platensis’in gelisimine ortamda EDTA bulunmadiginda Fe** ve Fe™
formunun etkili oldugu belirlenmistir.

EDTA ilaveli (902,6 uM) Fe* formu (1B) O.D degerini etkilerken, kontrol
grubuna (EDTA miktar:: 451,3 uM) ait klorofil-a, fikosiyanin, pH ve kuru madde
miktarlarinin artisinin diger EDTA iceren gruplara gore yiiksek oldugu belirlenmistir.

Tez calismamizin sonucunda EDTA ilaveli veya ilavesiz deneme gruplari
degerlendirildiginde Spirulina platensis’in gelisimine Fe* formundan ziyade Fe
formunun etkili oldugu saptanmistir.

Deneme sonucunda elde edilen bulgularin ticari veya deneysel olarak Spirulina
platensis iiretimi yapacak olan arastirmaci ve de iireticilere katkida bulunacag
sonucuna varldmistir. Spirulina platensis’in giinlimiizde sanayilesmenin getirdigi artan
kirlilik ve azalan tarim sahalarindan birim alandan daha yiiksek iiriin elde edilmesine
uygun 1iyi bir alternatif yetistiricilik materyali olarak sunulabilecegi acikca
goriilmektedir. Calismamiz ile elde edilen verilerin degerlendirilmesi ile bir¢ok

biyoteknolojik ¢alismaya referans olacag: diisiiniilmektedir.
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