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Laboratuvar kosullarinda kuiltire alinan yesil alg Haematococcus pluvialis
vejetatif blylimesine ve kiste dontsimine, 1s1k, sicaklik ve havalandirma etkisini
belirlemek amactyla yiriitilen calismada 27 ve 48 pmol m?s™ aydinlanma ve % 2-
10 agilama miktarlarinin vejetatif gelismeye 6nemli bir etkisi olmadig: belirlenmistir.
Kist olusumunun saglanmasi icin 177 ve 379 umol m?s? aydinlanma saglanmis ve
aym zamanda besi ortaminda azot eksiltmesi yapilmistir. DisUk hiicre yogunlugunda
27 ve 48 pmol m?s* aydinlanma siddetleri buytimenin 11. guiniinde astaksantin
birikimine neden olurken, yiiksek hiicre yogunlugu ve azot eksik ortamda 177 pmol
m?st 151k siddetinin kist olusumu icin yeterli olmadig: saptanmustir. En yilksek
astaksantin miktar1 %3.60 ile 379 pmol m?s' aydinlanma siddetinde, 24 °C
sicaklikta ve havalandirma yapilan kilttrlerde saptanmustir. Calismada 35 °C
sicakligin ve 177 pmol m?s® aydinlanmanin hiicrelerde 6lime sebep oldugu
gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Haematococcus pluvialis, 151k, sicaklik, azot eksikligi
astaksantin
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In the study carried out to determine the effects of light intensity,
temperature, nitrogen deficiency and aeration on the vegetative growth and form of
the cysts of the green alga Haematococcus pluvialis in the laboratory conditions,
vegetative growth of the cultures were found similar at the light intensities of 27 and
48 umol m?s* and % 2-10 inoculation amounts. H. pluvialis cultures were exposed
to the 177 and 379 umol m?s™ light intensities and N-deficient condition to form
cyst and accumulate astaxanthin. While 27 and 48 pmol m?s? light intensities
caused the accumulation of astaxanthin at the low cell concentrations, 177 pmol m’
?s* irradiance was insufficient to turn red the cells in the N-deficient medium and
high cell densities. The highest astaxanthin content of % 3.60 was obtained from the
cultures aerated, at the irradiance of 379 pmol m?s* and 24 °C. In the study, it was
observed that 35 °C temperature and 177 umol m?s™ irradiance caused the death of
the cells.

K eywords. Haematococcus pluvialis, light, temperature, N deficiency, astaxanthin
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1.GiRIS M Uizeyyen K OK SAL

1. GIRIS

Sucul organizmalarin tlkemizde besin olarak tuketilmesi bilinci giderek
artmaktadir. Balik, karides gibi zaten tuketilmekte olan besinlere yeni bir besin
kaynag1 olan alg ilave edilmistir. Hicre iginde biriktirdikleri protein, karbonhidrat,
yag asitleri, vitamin, mineral pigmentler ve daha pek ¢cok 6nemli Grin nedeniyle,
insanlar tarafindan baslica, besin destegi olarak kullamlmaktadir. Besin olarak
kullanim ile birlikte mikroalglerden elde edilen metabolitler mikrobiyal teknolojinin
birincil calisma alanim olusturmaktadir. Bugin basta Chlorella, Dunali€ella,
Haematococcus, Spirulina olmak Uzere diger pek cok tirden elde edilen hicre
metabolitleri veya kurutulmus biyomas, ticari olarak degerlendirilmektedir. Bu
metabolitler, farmasttik ve nutrasotik olarak saglikli Urtnler ve kozmetik alaninda
pazar bulmaktadir.

Pigmentler son yillarda Uzerinde en cok calisilan konulardan birini
olusturmakta olup, mikroalgler bu calismalarda potansiyel organizmalar olarak
gorulmektedir. Gunumiizde ticari Uretimi yapilan mikroalgler ve en Onemli
pigmentler; beta-karoten (Dunaliella salina), fikosiyanin (Spirulina sp.) astaksantin
(Haematococcus pluvialis), lutein (Muriellopsis sp.) ve fikoeritrin (Porphyridium
cruentum)’dir.

Karotenoid pigmentlerinden olan beta-karoten ve astaksantinin kullanim
amaclart benzer olsa da astaksantin daha tstin Ozelliklere sahiptir. Astaksantinin
kullanum alanlarint akuakiltir ¢alismalarinda basta salmon ve alabalik olmak Uzere
Gipura, mercan, karides ve kerevit gibi ekonomik degere sahip turlerin ve akvaryum
baliklarinin renklendirilmesinde, kiimes hayvanlar: endistrisinde yumurta sarilarinin
renklendirilmesinde, antioksidan etkisi sebebiyle insan sagliginda kullanimi
(Gokpinar, 2005) seklinde siralamak mimkunddir.

Y etistiriciligi yapilan mikroalg tirlerinden Haematococcus pluvialis, krill,
kerevit ve karides, kirmizi yengeg isleme atiklar1 gibi bitkisel ve hayvansal igerikli
doga karotenoidlerin kullanilabilirligi konusunda arastirmalar yapilmaktadir. Bu
konu ile ilgili calismalara hiz kazandirilmasi, dogal kaynaklarimn kapsamli bir
sekilde incelenmesi ve ekonomik yolla tiketicinin istegi yoninde dogal pembe-

kirmizi rengin saglanmasi amaciyla arastirmalarin yapilmas: tlkemiz icin yararh
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olacaktir. Karotenoidin dis tUlkelerden getirilmesi doviz kaybina yol agmaktadir bu
nedenle baliklarin pigmentasyonunda kullarmilabilecek yurt iginde Uretilen, ucuz
doga karotenoid kaynaklarin arastiriimasi blyik ©nem tasimaktadir (Ergin ve
Erdem,1999).

Haematococcus pluvialis (Chlorophyceae), yuksek 1sik, tuzluluk ilavesi, azot
ve fosforun ortamdan c¢ekilmesi gibi stres kosullar: altinda hiicre iginde biriktirdigi
astaksantin pigmenti ile mikroalgal biyoteknolojide son zamanlarda ¢ok 6nemli bir
konuma gelmistir. Ozellikle giines altinda 4-5 giin icinde, kullamlan sisteme bagl
olarak kuru agirhiginin % 2-5i arasinda astaksantin biriktirir. Gunimuzde
astaksantin icin en 6nemli pazar, salmon ve alabaliklarin karakteristik et renklerinin
saglanmast igindir. Roche firmasimin drettigi sentetik astaksantinin fiyati 2500
USD/kg civarinda iken dogal ve organik bir Urin olan Haematococcus'tan elde
edilen astaksantin fiyat1 7.000/8000 USD/kg civarindadir. Haematococcus tan
Uretilen  astaksantinin sahip  oldugu spesifik izomer yapi, baliklarin
pigmentlenmesinde kullanilan sentetik ve dogal astaksantin arasindaki farkin
kolaylikla ayirt edilebilmesini saglamaktadir (Trujman, 1997). Son vyillarda
tiketicilerin bilinglenmesi ve organik Urtinlere olan talebin artmasi, daha pahali ama
dogal olan Haematococcus Uretimini desteklemektedir.

Haematococcus pluvialis canlilarda renklenmeyi saglayan karotenoid
pigmentlerinden biri olan astaksantin (3R,3'R dihodroxy- B,p-carotene-4,4’-dione) ce
oldukcga zengin bir alg tortdir. Astaksantin sadece ihtiva ettigi kirmizi renkten dolay1
degil ayrica yapisinda bulundurdugu p-karoten, zeaksantin, kantaksantin gibi ve hatta
yapisindaki E- vitamininden dolay: anti-oksidant etkiye sahip bir karotenoiddir.
Astaksantin dogada sadece birkag canli tarafindan sentezlenebilirken, canlilarin
bircogu bu gereksinimlerini disardan aldiklar1 besinlerle saglamak zorundadirlar.
Bunu ya dogrudan bu pigmenti iceren canlilar: tiketerek ya da yem rasyonlarina
digsardan eklenerek karsilamalart mimkin olmaktadir (Lorenz ve Cysewski, 2000).
Haematococcus pluvialis bu renk maddesini yiksek oranda dogal olarak
icermesinden dolay: son yillarda oldukca ilgi goren bir alg tirt olmustur. Gelisen
teknoloji ile birlikte kullamm alanlar: artmaya baslayan bu pigment, yaygin bicimde
balik, kabuklu ve kiimes hayvanlarinin yem rasyonlarinda, insan besinlerinde, katki
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maddesi olarak kullamimaktadir. Ozellikle sucul canlilarin Uretim sektériinde
astaksantin, yillik olarak yaklasik 200 milyon dolar’ lik bir pazar bulmaktadir (Hagen,
2001).

Haematococcus pluvialis Flotow Chlorophyceae simifina ait Volvacales
takiminin tyesi olan, tek hiicreli yesil bir tath su algidir (Kobayashi ve ark., 1997).
Haematococcus pluvialis'in biyume safhast hem hareketli hem de hareketsiz forma
sahiptir. Gorunimleri armut seklinde olup hticre buyukltkleri ise 8-50 um ¢apinda
olmaktadir. Fincan seklinde kloroplast ile sik, dagimk ve ¢ok sayida preneoid
bulunmaktadir. Kontraktil koful oldukca diizensiz olarak protoplastin ytizeyine yakin
ve daginik bulunmaktadir. Bir nukleusu, apikal konumlu esit uzunlukta iki kamgisi
ve genis acili porlara sahip selliloz hiicre duvar: bulunmaktadir. Hiicre duvari kalin,
jelatinimsi olup protoplast iplikler halinde gorilmektedir.

Haematococcus pluvialis ekonomik degere sahip olan mikroalglerden
birisidir. Astaksantin, bildircin ve tavuklarin yumurta sarilarint renklendirmede ve
sucul dretimde salmonidler ve karides yemlerinde besin destekleyicisi olarak
kullamimaktadir. Bunun disinda astaksantin insanlar tarafindan dogal destek gida
olarak ve kanser hastalarinda (Mayne, 1996; Chew ve ark., 2000), deri
hastaliklarinda ve kalp rahatsizligi gibi hastaliklarda kullanmlmstir (Querin ve ark.,
2003). Astaksantince zengin mikroalgin kullanildig1 farelerle yapilan denemelerde
basarili olunmus ve insanlardaki Helicobacter pylori enfeksiyonunda uygulanmak
Uzere yeni bir tedavi stratgjisi olarak dnerilmistir (Wang ve ark., 2003). Son yillarda
Haematococcus pluvialisdeki  astaksantin - pigmentinden insan  saghiginda
faydalamimas: konusuna ilgi artmustir (Querin ve ark., 2003).

Haematococcus pluvialis deki diger ler, genel olarak B-karoten, zeaksantin,
kantaksantin ve vitamin C ile vitamin E’dir. Haematococcus oncelikle 16:0, 18:1 ve
18:2 yag aditlerine bagli astaksantinin  monoesterlerini igermektedir. Serbest
astaksantinin timi ve Haematococcus daki mono ve diesterleri gorsel olarak saf (3S,
3'S) izomer yaprya sahiptirler (Renstorm ve ark., 1981).

Haematococcus daki astaksantin esterlerinin kompozisyonu, salmonidlerin
doga besin kaynagi olan krustaselerinkine benzemektedir.  Kistlesmis
Haematococcus un astaksantin yapisinda yaklasik olarak % 76 monoesterler, % 7
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diesterler, % 1 &&karoten, % 3 adonuribin ester, % 7 lutein, % 2 violaksantin ve % 1
neoksantin igermektedir. Baz1 sucul canhilar dogal (3S, 3'S) yapidaki astaksantin
pigmentini icermektedir ve Haematococcus algi de bu canlilardan biridir (Trujman
ve ark., 1997).

Cizelge 1.1. Baz: Organizmalarin Astaksantin Izomerlerinin Dagilim

TURLER 35,3'S (3R,3'R) ve (3R,3'S) (3R,3'R)
Phafffiasp. | e <2% >98%
Haematococcus pluvialis 100% | e e
Sentetik astaksantin 25% 50% 25%
Atlantik salmonu 87-85% 2-6% 12-17%

Algal astaksantinde saf 3S,3'S formlu sentezi gorilebilir. Haematococcus
pluvialisdeki 3S,3'S formu ayrica salmon tdrlerinde bulunup baskin izomerlerle
birebir eslesmistir. Serbest astaksantin dogada trans ve cis isomer yapilarindan her
ikisiyle yag asitlerinin mono ve diesterleri ile birlikte az miktarda da olsa dogada
bulunmustur (Renstrom ve ark., 1981).

Haematococcus algi Japonya da balik beslemede bir pigment kaynagi ve
doga kirmiz1 gida boyasi olarak kullaniimaktadir. Kanada Besin Denetleme Kurumu
ve Amerika Besin ve ilag Denetimi (FDA) son yillarda Haematococcus alginin
salmon baliklarinin yemlerinde pigment kaynagi olarak kullanimim kabul edip
onaylamistir. Haematococcus alginin insan sagligi icin besleyici gida destegi olarak
tuketimi ve pazarlanmast Avrupa tlkelerinde de onaylanmustir.

Astaksantin pigmentinin kullanim amaclari antioksidan, hormon, bagisiklik
sistemini uyarmasi, provitamin A kaynagi olmasi, Ureme ve blyume de olumlu
etkileri ve zararli UV 1sinlarina karst koruma etkisi olarak siralanmaktadir. Y apilan
calismalarla astaksantinin deride DNA zararini ve ayrica insanlarda giines yaniklarin
zamana bagli olarak azalttigi saptanmustir (Naguib, 2000). Sonug olarak, 1990
yilindan bu yana birgok sirket tarafindan Uretilmis dogal astaksantin marketlerde
yaygin bir sekilde satilmaya baslanmistir. Hawaii’ deki Mera Pharmasceuticals, Soft
Gel Technologies, Inc., La Haye Laboratories ve Amerika daki Cyanotech,
Japonya’ daki Itano ve Ingiltere’ deki Britannia Health 6rnek sirketlerdir.

Dunyada pek cok Ulkede Ozellikle Norveg ve Kanada basta olmak Uzere
Haematococcus, akuakultir sektoriinde yem olarak tuketilmektedir. Dinyada
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akuakultir Uretim sektorinde, yillik yaklasik 200 milyon dolar’'lik pazara sahip
oldugu bilinen astaksantin, antioksidan madde, kanatli yemlerinde katki maddesi,
kozmetik alaninda renk maddesi olarak son yillarda birgok tlkede ve tGlkemizde de
tiketilmeye baslanmistir. Haematococcus alginin Ulkemizde ticari anlamda Gretimi
yapilmamaktadir. Bu ¢alisma, vejetatif kiltirlerde farkli 1g1k siddetlerine bagli olarak
en yuksek dizeyde canli kiitle edebilmek ve yiksek 151k, yuksek sicaklik ve besin
azlig1 gibi stres faktorlerinin Haematococcus pluvialis deki astaksantin birikimine
etkisini belirlemek amaciyla planlanmustur.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Kobayashi ve ark. (1997) yesil alg Haematococcus pluvialis deki astaksantin ve
antioksidan roltint calismislar ve genel olarak, karotenoidlerin fotosentetik canlilarda
iki 6nemli rolu oldugunu bildirmiglerdir. Birincisi, 1s1k enerjisini yakalayip, 1s1gin
tutulmas: ve klorofillere aktarilmasinda yardime: pigmentler olarak rol oynamaktadirlar.
Ikinci ve daha 6nemli gorevi ise karotenoidler, fotosentetik organeller olarak hiicreyi
151k kaynakli stresten korurlar. Ornegin foto-oksidasyon sonucu meydana gelen
oksijenin olumsuz etkisini azalttigim belirtmislerdir.

Astaksantinin dogal kaynagi mikroalg Haematococcus, ticari bir potansiyele
sahiptir. Haematococcus tarafindan Uretilen astaksantin ileri teknoloji ile ticari bir Griin
olmustur. Haematococcus kuru agirliginda % 1.5-3.0 astaksantin icermektedir ve bu
pigment sucul Uretimde, kiimes hayvanlar1 yemlerinde ve diinyamn pek ¢ok tlkesinde
dogal besin satan marketlerde talep gérmektedir (Lorenz ve Cysewski, 2000).

Tuzluluk stresi altinda yesil alg Hematococcus pluvialis de 1siktan bagimsiz
olarak astaksantin Uretimi ¢alisilmustir. Vejetatif hiicrelerde % 0.1 NaCl, MgCl,, KCI
veya CaCl; ile karanlik ortamda stres olusturulmus ve kist olusumu saglanmistir. Tuz
stresi uygulanan kahverengi-kirmizi kist hicreleri karanlik ortamda hiicrede 30 pg
astaksantin biriktirmistir. Sonug olarak tuz stres karanlik ortamda hem kist olusumuna
hem de karotenoid biyosentezine neden olmustur (Kobayashi ve ark., 1997).

Orasa ve ark. (2000) yaptiklari bir calismada mikroalg Haematococcus
pluvialisi litrede O'dan 1 grama kadar NaNOj; ile kultire almislar ve optimum
blytmeyi 0,15 gr L"1’ da saptanmuslardir. Bunun yaninda sodyum asetat ve malonate (%
0'dan 2'ye kadar) ile ototrofik kontrol kilttrlerine sirasiyla U¢ ve bes kattan daha fazla
astaksantin birikimine ulasilmustir. Ancak sodyum asetat ve malonatenin yuksek
konsantrasyonlarimin btiyiimeyi durdurdugu ve toplam karotenoid ve klorofil-a oramnin
azot azhigiin iyi bir belirleyicisi oldugu gosterilmistir

Aflalo ve ak. (2007) stres kosullart altinda kirmizi karotenoid Ureten
Haematococcus pluvialis'in ticari Uretimi icin iki asama oldugunu belirtmislerdir. ilk
asama biyomas Uretimi (optimum biyime ve yesil safha) ve ikinci asama pigment
(siirekli stres, kirmizi safha) olusumudur. iki asamal: tiretim sisteminde 11.5 mg L™ giin’
Lile daha yiiksek astaksantin tretimi (kuru biomasin % 4) ile astaksantin elde edilmistir.



2.ONCEKIi CALISMALAR M Uizeyyen K OK SAL

Bu sistem disar1 kdltord icin uygulanabilir ve astaksantin Uretimi daha fazla
yukseltilebilir. Her iki evrede hicre yogunluguna aydinlanmanmin etkisinin
ayarlanmasiyla yesil biyomas blylmesi ve kirmizi pigment  birikiminin
artirilabilecegini belirtmiglerdir.

Y apilan bir ¢alismada birkag mikroalg tirtinde astaksantin birikimi ¢alisilmis, en
yilksek astaksantin birikim orar 2.7 mg™ giin™ ve toplam astaksantin igerigi 22.7 mg g™
biyomas ile Hematococcus pluvialis de bulunmustur. Neochloris wimmeri, Protosiphon
botryoides, Scotiellopsis oocystiformis, Chorella zofingiensis ve Scenedesmus
vacuolatus da sirasiyla 19.2, 14.3, 10.9, 6.8 ve 2.7 mg astaksantin g elde edilmistir
(Orasave ark., 2001).

Kang ve ark. (2006) yuriittiikleri bir calismada CO hava karisimi ve yogun 1s1k
atinda Haematococcus pluvialisin astaksantin sentezini tesvik etmek amaciyla
karbon/azot (C/N) oramnin etkisi arastirmislardir. 200 pmol foton m?s? 11k altinda
sirekli aydinlatma ile stres uygulandiginda Haematococcus pluvialis'in C/N oram ve
astaksantin icerigi arasinda pozitif bir iliski bulmuglardir. C/N orant ve astaksantin
icerigi hetetrofik olarak tesvik edildiginde de benzer oldugu saptanmistir. Daha distk
C/IN oranm Haematococcus' un kiste dondsimini geciktirmemis, fakat 1s1k miktarimn
yetersiz olmasindan dolay: kilttrdeki biyomas artisi, astaksantin miktarimn azalmasiyla
sonuglanmustir. Ancak, dusiik C/N oranlar astaksantin dretimini azalttigindan dolayi,
daha kisa siirede astaksantin trretimine tesvik, 200-300 pmol foton m?s™ iizerindeki 151k
yogunluguna yukseltilmesiyle basarilmistir. DUsik C/N oranlart kilttrlerdeki hicre
yogunlugunu ve astaksantin pigmenti miktarint artirmasiyla sonuclanmistir.  Sonug
olarak, fototrofik Haematococcus pluvialisin astaksantin tretiminde C/N oranindan
dahafazlaisik yogunlugunun tetikleyici oldugu bulunmustur.

Tek hicreli yesil tathh su mikroalgi Haematococcus pluvialis hiicresinde
iceriginde % 80'den daha fazla astaksantin icermektedir. Astaksantin tretimi baslica
besin azlig1 (N-P), yuksek tuzluluk konsantrasyonlari ve yiksek sicaklik gibi faktorler
etkisiyle artis gostermektedir. Yapilan bir calismada, Haematococcus pluvialisin
blyime ve astaksantin Uretiminde, 151k yogunlugu, havalandirma gibi cevresel
faktorlerin ve besleyici elementlerin etkisi arastirilmistir. Haematococcus pluvialis'in en
iyi buytimesi BBM kulttr ortaminda, 28 °C'de, surekli beyaz floresan 1gik (177 pmol
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foton m?s') aydinlatmasi altinda ve sirekli havalandirma ile (1.5 v.v.m) 3.5*10°
hicre/ml bulunmustur. En yiksek astaksantin Uretimi ise BAR kuiltdr ortaminda strekli
aydinlatma (345 pmol foton m?s?) ile 1 g L™ sodyum asetat ve havalandirmaile 98 mg
g™ biyomas olarak elde edilmistir (Dominquez ve ark., 2003).

Garcia ve ark. (2005), balon ve kolon tibtiler fotobiyoreaktorde Haematococcus
pluvialisin disar1 kltarinin karsilastirilmasini yapmuslardir. Calismada aym hacime
sahip ve benzer yollar uygulanan sistemlerde reaktor dizaynimin etkisini arastirnuglardir.
Disar1 kiltirde Haematococcus pluvialisin biyokimyasal kompozisyonu ve hicre
morfolojisindeki degisimlere bagli yeni ve daha hizli metotlar gelistirip, kaltirtn
tammlanmasinda, biyomas yogunlugunun hesaplanmasinda, biyomasin astaksantin
icerigi, Kklorofil ve karotenoid igerigini belirlemek amaciyla kolorimetrik metot
kullanmiglardir. Reaktdrlerden elde edilen verilere gore cok yuksek 1sik yogunluguna
bagli astaksantin veya H. pluvialis biyomasinin Gretimi igin ttbller reaktorlerin daha
uygun oldugunu saptamuslardir. Tiibiiler fotobiyoreaktorde 16 giiniin sonunda 7.0 gr L™
(kuru agirlikta), genel olarak biyomas tiretiminde giinde 0.41 gr L™ ’ye ulasilmistir. En
yilksek guinlilk biyomas tretimi 0.55 gr L™ ile 130 uE ms™ aydinlatmadaki tiibiler
fotobiyoreaktorde elde edilmistir. Bununla birlikte tubiler fotobiyoreaktordeki
biyomasin icerigi kuru agirlikta % 2.0'a yukselirken balon kolonlardaki icerigi kuru
agirlikta % 0.5’ de kalmustir.

Y Uritilen bir calismada Haematococcus pluvialis, 40 ve 230 pmol m?s™* olmak
tizere iki farkl: 151k yogunluguyla N ve Mg*? eksikligi altinda kiiltiire alinms, en yiiksek
astaksantin konsantrasyonu, N eksikligi ve yuksek 1sik yogunlugunda 49.5 pg/mi
astaksantin  bulunmustur. N eksikligi hicre boltinmesini durdururken astaksantin
sentezinde yiksek 151k yogunlugundan cok daha blylUk bir etkiye sahip oldugu
saptanmistir. Mg*? eksikligi ile birlikte dusik ve yiiksek 1sik yogunlugunda sirasiyla 7
ve 26 pug mi™ astaksantin Uretilmistir. Astaksantin miktar;, N ve Mg*? ‘un eksikliginde
sadece N azligina gore daha diisik fakat Mg*? eksikligindekine gore daha yiiksek
olmustur (Fabregas ve ark., 2000).

Cifuentes ve ark. (2003), yuruttikleri calismada Haematococcus pluvialis de
astaksantin dretimi ve yigin kalttrd icin optimum kosullar: saptamay1 amaclamglardir.
Calismada, Nevada (USA)’dan Haematococcus pluvialis kilttrt temin edilmis, besi
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ortam olarak ototrofik (NaNOs, NH4Cl ve Ure ile ) ve miksotrofik kosullar altinda (4, 8,
12 Mm sodyum asetat ile) 2 foton flux 151k yogunlugu (PFD) (35 ve 85 umol m? s?)
uygulanmistir. Karotenoid olusumu igin 1) NaCl ilavesi (%0.2 ve 0.8), 2) N azligi, 3)
Yiiksek 151k yogunlugu (150 pmol m?s®) uygulanmistir. Amonyum kloritin, biyiime
icin en iyi azot kaynag: oldugu saptanmustir (k=0.7div giin, 228-258 mg/I™ ve 2.0* 10°-
2.5*10° hiicre/ml™ 35 ve 85 PFD). Y ikselen asetat konsantrasyonu ile 85 pmol ms™
151k yogunlugunda blytime azalmistir. Isik karotenoid dretimini tetikleyen en 6nemli
faktordir ve en yiksek karotenoid Uretimi (4.9 mg L™, 25 pg hiicre®) én yetistirme
kultdrlerinde nitrat ve dusuk 1sikta bulunmustur. NaCl konsantrasyonunun yikselmesi
ile hiicredeki karotenoid igeriginin de yukseldigi gbzlenmis ancak yiksek oranda hticre
élumiyle sonuclanmustir. 150 pmol m?s™® g1k altindaki kiiltirler, NaCl muamelesi
uygulanan kdlturler ile karsilastinldiginda karotenoid iceriginde artis olmamustur.
Hucrede en yiksek karotenoid icerigi 22 pg ve kuru agirliktaki astaksantin icerigi, (10.3
mg g?) % 0.8 NaCl ile 85 pumol m? s? 1g1k altinda bulunmustur.

Yapilan bir calismada, yesil alg Haematococcus pluvialis, yesil hicrelerinin
kiste doniistimii degisimi, yesil safhada asetat veya asetatla birlikte Fe*? ilavesiyle tesvik
edilmistir. Astaksantin olusumunda asetat ve Fe'?nin birlikte ilavesi sadece asetat
ilavesine oranla daha etkili olmustur. Kistlesmis alg hticrelerindeki karotenoid sentezi
aktinomisin ya da sikloheksemid tarafindan durdurulmustur. Ancak daha sonra Kist
olusumu, sadece asetat ilavesiyle tesvik edilmis ve karotenoid ilavesiyle olusumu
durdurucularin varliginda bile Fe? ilavesiyle arttirilabilmistir. Fe*? arttirilan karotenoid
sentezi potasyum iyod tarafindan durdurulmustur. Bu da, dort aktif oksijen tirt olan, saf
oksijen, oksit anyon, hidrojen peroksit ve peroxy radikal asetatin kistlesmeyi
hizlandirdig: ve karotenoid olusumunda bunlarin Fe? ile yer degistirme islevine sahip
oldugunu gostermistir (Kobayashi ve ark., 1997).
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3.MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Haematococcus pluvialis

Calismada kullanilacak olan yesil mikroag Haematococcus pluvialis
34/12 saf kilturii Ingiltere’ den, CCAP (Kiiltir Koleksiyon Alg ve Protozoa)
kiltdr  kolleksiyon merkezinden getirtilmistir. TUrin adaptasyonu algal
biyoteknoloji laboratuvarinda saglanmis ve kiguk hacimlerde kiltire alinarak
daha biyuk hacimlere cogaltilmistir. Haematococcus pluvialis'in sistematikteki
yeri asagidaki gibidir.

B6lum: Chlorophyta

Sinif: Chlorophyceae

Takim: Volvacales

Aile: Haematococcaceae

Haematococcus pluvialis tek hicreli, cift kamcili, hicre biytkltkleri
yaklagik olarak 8-50 pum capinda, armutsu yapiya sahip bir tath su algidir. Bir
cekirdek ve iki esit uzunlukta kamciya sahiptir. Seltloz hiicre duvari genis, acili
porlara sahiptir. Hiicre duvar: guicll, kalin ve jelatinimsi, protoplast ise basit veya
dallanmus ipliksi sekildedir. Ayrica kontraktil vakuollere sahiptir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Haematococcus pluvialis vejetatif hiicreleri (a) ve Kistleri (b).

Haematococcus pluvialis vejetatif hiicreleri optimum 25-28 °C sicaklikta
6-8 pH araliginda, 25-100 pmol m?s™ ’ de aydinlatma siddetinde bilytimektedir.

10
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3.1.2. Bes Ortam

Haematococcus pluvialisin 34/12 kdlturinde, 3N-BBM (Bold Basal
Medium with 3- fold Nitrogen) besi ortami kullanilmistir (CCAP). Besi ortaminin
icerigi Cizelge 3.1’ de verilmistir.

Cizelge 3.1. 3N-BBM + V H. pluvialis Besi Ortam
3N-BBM +V Haematococcus Bes Ortami

Stok soltisyon g/1000 ml Stok soltisyon g/1000 ml Stok soltisyon
distile su distile su 9/1000 ml distile su

(1) 25.09 NaNOs 30.0ml

37549 MgS0..7H,0 10.0 mi

(4759 K2HPO,4.3H,0 10.0 ml

(5) 17549 KH,PO4 10.0 ml

(6) 2549 NaCl 10.0 ml

(MMikro element 6.0 ml

soliisyonu

(8) Vitamin B1 1.0ml

(9) Vitamin B2 1.0 ml

Mikro element solisyonu 1000 ml distile su igerisine
0.759 N&EDTA ilave
edildikten sonra mikro
elementler eklenir

FeC|3.6H20 97.0 mg
MnCl,.4H,0 41.0 mg
ZnCI2.6H20 50 mg
COC|2.6H20 2.0 mg
NaM00,.2H,0 4.0mg

3.1.3. Haematococcus pluvialis Stok K altarleri

Denemede as1 olarak kullamimak (izere, C.U. Su Uriinleri Fakiiltesi Algal
Biyoteknoloji laboratuvarinda vejetatif Haematococcus pluvialis 34/12 kalturt
cogaltilmistir. Bu amagla stok kdlturler 250 ml’lik erlenlerde Uretime alinmis
(Sekil 3.2) ve kultar hacimlerini artirmak icin 500 ml, 2L, 4L balonlar ve 5L
litrelik kavanozlarin  asillanmasinda  kullamlmglardir.  Optimum  kosullari
olusturmak icin oda sicaklig1 iklimlendirme cihaziyla 23+2 °C'ye ayarlanmis ve

11
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kiltirler 27 pmol m?s?! 1s1k siddetinde siirekli aydinlanmanin  saglandig:

laboratuar kosullarinda tutulmustur.

B

Sekil 3.2. H. pluvialis Baslangi¢ KltUrleri

3.1.4. Hasat

Haematococcus pluvialis, mikroskobik tek hicreli, hticre buyukleri 8-50
pm arasinda degisen bir alg turudir. Kdltirin hasati, santriftij cihazi ile 3500
rpm’de 5 dakika siireyle, hiicreler tiplerin dip kismina cokene kadar yapilmistir.

3.2. Metod

3.2.1. Deneme Plam

Haematococcus pluvialis ile vejetatif biyime ve astaksantin birikiminin
saglandigi kistik evre denemeleri 4 asamada yurittlmuistir. Kalttrlerde biylime,
optik yogunluk (OD) dlcumleri ile belirlenmistir.

3.2.1.1. Deneme (1)

Arastirmanin bu bélimiinde, aydinlanma siddeti ve asilama miktarinin
Haematococcus pluvialis'in vejetatif gelisimine olan etkisi arastirilmistir. Bu
amacla stok kdltirler as1 olarak kullamlmak tzere cogaltilmis ve OD degeri 0,73

12
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olan Haematococcus pluvialis kiltirt as1 olarak kullamlmstir. Kiltrlere, 27
pumol m?s® ve 48 pmol m?s* olmak Uizere iki farkli 151k siddeti uygulanmis ve
vejetatif safhada giinlilk olarak OD olgiimleri icin 3 ml 6rnek alinmustir. Ug
tekrarli olarak planlanan bu denemede 12 adet 2'ser L’lik cam balonlara
hazirlanmis olan 3N-BBM besi ortamindan 1,5 L konularak otoklavda 121 °C’de
30 dakika sterilize edilmis ve sogutulmus ve 6 adet cam balona 30'ar ml as1
eklenmistir. Diger 6 adet cam balona ise 150'ser ml as1 ilave edilerek tim cam
balonlardaki kiiltirler, 27 ve 48 pmol m? s* aydinlanmanin saglandig: iki ayri
rafa yerlestirilmistir. KultUrler gun icerisinde 5-6 kez elle karistirilmustir.
Laboratuardaki ortam sicakligi 20°C’ ye ayarlanmustir.

3.2.1.2. Deneme (2)

Arastrmanin  bu boluminde, vejetatif gelisim ve vejetatif evrenin
tamamlanmasinin ardindan kist olusumunu saglamak amaciyla stres olusturmak
Uzere yiksek 151k yogunlugu (177 umol m?s?) ve besin eksikligi faktorleri
denenmistir. Vejetatif kilttrlerin olusturulmasinda ¢ adet dort L’ lik cam balona,
2100 ml steril besi ortam ve OD’si 0.48 olan 900 ml as1 eklenmistir.

Vejetatif siregte 27 umol m?s* aydinlanma siddeti uygulanan kiiltirlere
hava verilmeyip gun igerisinde 5-6 kez elle karisim saglanmistir. Laboratuvardaki
ortam sicakligi 22 °C’ye ayarlanmis ve gunlik olarak OD icin 3 ml, hicre sayimi
icin 2 ml, klorofil-a icin 5 ml, kuru madde icin 20 ml drnek alinmstir.
Gunlik olgulen OD degerlerinin sabitlendigi ya da diusmeye basladigi noktada
deneme sonlandirilmis ve kilttrler 3500 rpm’de 15 ml’lik cam tiplerde santrifdj
edilmistir.

Kamcili, yesil hiicrelerin kiste donistimiini saglamak amaciyla stres faktori
olarak Uc adet 4 L’lik cam balona besleyici element azot eklemeden hazirlanmis
3'er L 3N-BBM Haematococcus besi ortami ilave edilmis ve sterilize edilmistir.
Hazirlanmig besi ortamu igerisine santrifilj edilen biyomas eklenerek balonlardaki
kilttrler 177 pmol m?s® beyaz floresan 151k diizenegine yerlestirilip, kist
olusumu ve astaksantin tretimi belirlenmistir.

13
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3.2.1.3. Deneme (3)

Bu bolimde vejetatif H. pluvialis hicrelerinin kiste donisimi ve
astaksantin  Uretimine azotsuz besi ortami, Yyuksek 1s1k  yogunlugu ve
havalandirmanin etkisi arastirilmistir. Bu amacla 3'er L Haematococcus pluvialis
kltdra 3500 rpm'de 2 dakika santrif(j edilerek hasat edilmis ve elde edilen
cOkelti biyomas as1 olarak kullamlarak 4 er L’lik dort adet cam balonda,
NaNOs'siz 3N-BBM besi ortamu ile kdlttrler olusturulmustur. Denemede iki
tekrarli iki grup olusturulmus ve gruplardan birine akvaryum hava kompresor ile
hava verilmis diger gruptaki kultUrlere hava verilmeyip gun icerisinde 5-6 kez el
ile calkalanmustir (Sekil 3.3). Vejetatif hiicrelerin eklendigi balonlardaki kultirler
yilksek 151k (379 pmol m?s™) ile stres yaratmak amactyla aydinlatilms bir sandik
icerisindeki diizenege yerlestirilmis ve ortam sicakhigi 24°C'ye ayarlanmstir.
Denemede gunlik olarak klorofil- a analizi igin 10 ml, iki giinde bir kuru madde
icin 20 ml ve astaksantin analizi icin 400’ ser ml 6rnek alinmustr.

Sekil 3.3. Haematococcus pluvialis Deneme Kltirleri

14
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3.2.1.4. Deneme (4)

Bu bdlimde vejetatif evrede buyume verimliligi belirlenmis kdltirlerde
yiksek sicaklik ve yiksek 1sik yogunlugunun kist olusumu Uzerine etkisi
arastirilmistir. Bu amagla vejetatif evre icin U¢ adet 4 L’ lik cam balona steril 3N-
BBM Haematococcus besi ortamindan 2100 mL konularak 900’er ml asi ilave
edilmistir. Gunluk olarak OD igin 3 ml, klorofil- a igin 5 ml, kuru madde igin
20’ ser ml 6rnek alinmustur.

Vejetatif biyiime siiresince 27 pmol m? s* aydinlanma siddeti uygulanan
kiltirlere hava verilmeyip gun icerisinde 5-6 kez elle karisim saglanmustir.
Laboratuardaki ortam sicakligr iklimlendirme aletiyle 22 °C'ye ayarlanip
4.deneme baglatilmistir. Vejetatif evre, gunlik olarak Olgilen OD degerleri goz
oninde bulundurularak, degerlerin sabitlendigi ya da dismeye bagladigr noktada
sonlandirilmis ve kaltirler 3500 rpm'de 15 ml’'lik cam tiplerde santrifdj
edilmistir.

Vejetatif blyume tamamlandiginda balonlardaki kaltirler 3500’ rpm de 15
mi’lik cam tuplerde santrifiij edilmistir. Uc adet dort L’lik cam balona azotu
cekilmis steril 3 L 3N-BBM Haematococcus besi ortami ve santriflij edilen
biyomas eklenmistir. Balonlardaki kiiltirler 177 pmol m?s™ beyaz floresan 151k
diizeneginin yerlestirildigi cam akvaryuma, 35°C sicaklikta su banyosu icerisine
konularak 4.deneme baslatilmstir. Yiksek 1s1k ve sicaklik muameleleri birlikte
uygulanarak stres olusturulmus ve kist olusumu ile birlikte astaksantin elde

edilmesi amacglanmustur.

3.2.2. Deneme Suresince Y apilan Analizler

3.2.2.1. Astaksantin Analiz M etodu

Analize baslanmadan ©Once astaksantin cikarimi icin  kullamlacak
soltsyonlar hazirlanmustir.

Analiz icin izlenecek yol asagidaki gibidir;

4-5 mg toz Haematococcus tartilir ve tlp icerisine konur,
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Uzerine 1-2 damla su eklenir,

10 dakika nemlendirmek icin beklenir,

Uzerine % 30 luk metanol icine 5 gr KOH’ dan 5 ml ilave edilir,

70 C° su banyosunda 10 dakika bekletilir,

3000 rpm de 5 dakika santriftyj yapilir,

Ustteki supernatant dokulir (Klorofili uzaklastirmak icin),

COkelti Uzerine 5 damla asetik asit ve 5 ml DMSO ( dimetil sllfoxit)
eklenir,

Tekrar 70 C° su banyosunda 10 dakika bekletilir,

3000 rpm’de 5 dk santrif{j edilir,

Uzerindeki siipernatant ayr1 bir kaba alinir,

Ve Uzerine tekrar 5 damla asetik asit ve 5 ml DM SO eklenerek bu islem 2-
3 kez tekrarlanir.

Kapta biriken supernatant spektrofotometrede 490 ve 750 nm de okunur
(Sekil 3.4).

Okunan degerler asagidaki formil kullamlarak astaksantin miktar:
hesaplanir (Boussiba, 1992).

% Astaksantin= (ABS490 - ABS750) * 5,6 * Eksrakte edilen hacim (litre) / 6rnek

miktar
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~ < - -
Sekil 3.4. Analiz Sonucu Elde Edilen Astaksantinin Gorintmt

3.2.2.2.Klorofil aanalizi

Deneme boyunca hticre sayisi ve klorofil-a miktarim belirlemek icin her
bir balondan 10'ar ml 6rnek alinmustir. Klorofil-a analizi icin alinan 10 ml’lik
ornek su trombu yardimiyla GF/6 filtre kagidindan slizilmis, sonra fitle kagitlar
oda sicakliginda karanlikta 2-4 saat kurumaya birakilmistir. Nispeten kuruyan
filtre k&gitlari, icinde 10 ml % 90’ l1k aseton bulunan deney tiplerine konulmustur.
Asiditenin artmasi ve pigmentin zarar gérmesini 6nlemek amaciyla filtre sirasinda
2 damla % 1'lik MgCOs; eklenmistir. Agizlari mantar tipa ile kapatilan deney
tupleri calkalandiktan sonra buzdolabinda (+4 °C) 24 saat karanlikta birakilmis ve
ekstraksiyon siiresi sonunda 3500 rpm’de 5 dakika santriflj edildikten sonra
Ustteki berrak kisim alinarak goérinir spektrofotometrede 630, 645, 665, 750
nm'’ de absorbsiyon degerleri élgilmiistir (Sekil 3.5). Olglilen degerler 750 nm' de
ki absorbansin ¢ikarilmasiyla diizeltilerek asagidaki denkleme yerlestirilmis ve
klorofil-a miktar1 hesaplanmustir (Parsons ve Strickland, 1963).

Chl.a=11.6* Dgg5-0.14* Dgzg-1.31* Dgys
pg/L= Chl.a*v
1*Vv
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V= Filtre edilen su 6rnegi(L)
v= Kullanilan asetonun hacmi (ml)

|= Klvetten gecen 151k yolu (cm)

Lo . - . il .
Sekil 3.5. Analiz Sonucunda Elde Edilen Klorofil Pigmenti

3.2.2.3. Kuru Madde Analizi

Kuru madde miktarlarinin saptanmasi icin her balondan 20'ser mL alg
kilturt alinmistir. Daha 6nceden 105 °C’de 1 saat etiivde tutulmus, desikatdrde
sogutulmus ve darast alinmis 0.45 p g6z acikhigindaki Whatman GF/C filtre
k&gitlarindan, stizme dizenegi ve bir su trombu kullanilarak olusturulan vakum
yarcdimiyla Haematococcus hicreleri  sivi besi  ortamdan  ayrilarak
yogunlastirilmstir.

Yogunlastirilmis Haematococcus hicreleri, 0.001 gr duyarli hassas
terazide agirliklart alinmig petri kaplar: icerisinde belirli miktarlarda tartilarak,
onceden 105 °C’ye getirilen etiivde 4 saat tutulmustur. Bu siire sonunda petri

kaplar1 bir desikattre konularak, oda sicakligina kadar sogumalar: saglanmis ve
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daha sonra 0.001 gr duyarl: hassas terazide tartimlar: yapilmstir. Ornekler yas
iken yapilan tartim sonucu elde edilen degerden, kurutulduktan sonraki tartim
degeri ¢ikarilarak kuru madde miktar1 hesaplanmistir (Vonshak, 1997).

3.2.2.4. HUcre Sayimi

Deneme sliresince Haematococcus kultrdntn gelisimini gormek igin
kilturlerden gunlik olarak laboratuar tuplerine en az 2 ml Ornek alinarak
hicrelerin 6lmesi ve hareketsiz kalmast icin Uzerine 8-10 damla formaldehit
damlatiimistir. Daha sonra Ornekler homojen olarak karistirilarak bir pipet ile
alinmig ve Thoma laminin her iki bdlmesine 2'ser damla damlatilarak mikroskop
altinda sayilmistir. Gunlik olarak yapilan hiicre sayimlari sonucunda kultdrin

blyUme grafigi olusturulmustur.

3.2.2.5. Optik Yogunluk

Optik yogunlugu o6lcmek icin gunlik olarak kulttrler homojen olarak
karistirildiktan sonra bir pipet yardimiyla 3 ml 6rnek alinmistir. Tlplere alinan
ornekler kuartz tUplere konularak gorunir spektrofotometrede 680 nm dalga
boyunda okuma yapilmistir (Kang ve ark., 2005).
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4. BULGULAR

Cukurova Universitess Su Urinleri  Fakiltess Algal  Biyoteknoloji
Laboratuvarinda, c¢evre kosullarinin Haematococcus pluvialis Flotow’da biyume ve
astaksantin miktarina olan etkisini belirlemek amaciyla yuritilen dort farkli denemede
sicaklik (°C), aydinlik siddeti (umol m?s™) élcuimleri yapilmus, klorofil-a (mg L™), kuru
agirlik (g/mL™), optik yogunluk ve astaksantin miktarlar: belirlenmistir. S6z konusu
cevre faktorleri dort farkli denemede uygulanmustir.

4.1. Deneme (1)

Bu denemede iki farkli 151k yogunlugu (27 ve 48 pmol m?s?) ve iki farkl
asilama miktarinin (% 2- 10) vejetatif blyumeye olan etkisi arastirilmistir. % 2
asilamanin yapildig1 denemede 27 ve 48 pmol ms™ aydinlanma siddetlerinde baslangic
optik yogunluk degerleri 0.05+0.02 ve 0.05£0.02 olarak bulunurken, denemenin
sonunda 0.11+0.02 ve 0.10+0.02 olarak bulunmustur. Asilama diizeyinin % 2 oldugu
kiiltirlerde 27 ve 48 pmol m?s? i1k yogunluklarinin bilyiimeye olan etkisini belirlemek
Uzere en yuksek optik yogunluk degerleri karsilastirildiginda, aralarindaki fark dnemsiz
bulunmustur (p>0.05). Deneme siiresince % 2 asilama yapilan 27 ve 48 pmol m?s™ g1k
yogunlugunun uygulandigi kiltirlere ait optik yogunluk degerlerine ait grafik Sekil
4.1’ de verilmistir.
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% 2 Asilama Miktarinda

0.14
0.12

©
=
|

0.08 -
0.06 -
0.04 -
0.02 -

—e— 48 pmol

—=— 27 umol

Optik Yogunluk

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Deneme Siresi (gln)

Sekil 4.1. % 2 Asilamanin Y apildig1 27 ve 48 pmol m?s* Aydinlanmanin Uygulandig:
Kulturlere ait OD Degerleri.

%10 asilamanin yapildigi denemede 27 ve 48 pmol m?s’ aydinlanma
siddetlerinde baslangic optik yogunluk degerleri 0.10+0.01 ve 0.09+0.01 olarak
bulunurken denemenin sonunda 0.13+0.01 ve 0.12+0.01 olarak bulunmustur. Asilama
diizeyinin % 10 oldugu kiiltirlerde 27 ve 48 pmol m?s™ 151k yogunluklarinin bilyiimeye
olan etkisini belirlemek Uzere en yiksek optik yogunluk degerleri karsilastirildiginda
aralarindaki fark 6nemsiz bulunmustur (p>0.05). Deneme siiresince % 10 asilamanin
yapildigi 27 ve 48 pmol m?s* 1s1k yogunlugunun uygulandig: kiiltirlere ait optik
yogunluk degerlerine ait grafik Sekil 4.2'de verilmistir.
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% 10 Asilama Miktarinda
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Sekil 4.2. % 10 Agslamanin Yapildigi 27 ve 48 pmol ms® Aydinlanmanin
Uygulandig: KiiltUrlere ait OD Degerleri

Denemenin 11. guninde yesil renkli koltirlerde kistlesmenin basladig:,
vejetatif safhanin sonlandigi ve turuncu rengin olustugu gozlenmistir. Y Uritdlen bu
deneme kosullarinda, 11 giin siiren vejetatif biyiimeden sonra 27 pumol m?s* ve 48
pmol ms™* aydinlanmaile kist olusumunun saglandig: belirlenmistir.

4.2. Deneme (2)

Bu asamada 27 pmol m?s ik siddetinin uygulandigi ve baslangic optik
yogunlugu 0.25+0.04 olan kultlrlerde vejetatif bluyume arastirilmstir. Vejetatif
evrenin 15 ginde tamamlandigi denemede en yiiksek optik yogunluk degeri 0.44+0.04
olarak kaydedilmistir. 27 pmol m?s* g1k yogunlugunun uygulandig: kiltirlere ait
optik yogunluk degerlerine ait grafik Sekil 4.3 de verilmistir.

22



4.BULGULAR M lizeyyen K OK SAL

27 umol OD Degerleri
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Sekil 4.3. 27 pmol ms™* Aydinlanma Siddetindeki OD Degerleri

Deneme siresince kuru madde icin 2 giinde bir 20 ml 6rnek alinmustir.
Yuritilen denemede kuru madde miktart 0.07+0.0008 g L™ ile baslanmis ve
denemenin 15. giinii kuru madde degeri 0.21+ 0.01 g L™ olarak belirlenmistir. 27
pumol m?s? g1k siddetindeki kltiirlere ait kuru madde grafigi Sekil 4.4'de
verilmistir.

27 umol Aydinlanma Siddetinde

o

0.25

0.2
<
3015
S
=
2 0.05
=}
4

1 2 3 4 5 6 7

Deneme Suresi (gun)

Sekil 4.4. 27 pmol m? s* Aydinlanma Siddetindeki Kuru Madde Miktar:
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Vejetatif gelisimin sonunda ve hemen kistik safhanmin baslangicinda astaksantin
analizi yapilmis % 0.545 astaksantin miktar1 bulunmustur.

Kultdrlerdeki astaksantin miktariyla birlikte yesil pigment klorofil-a degerleri
gunlik olarak belirlenmistir. Vejetatif safhada denemenin baslangicinda  6élctilen
klorofil-a degeri 826.56+226.57 pg L™ bulunmustur. Denemenin sonunda 15. giinde
saptanan klorofil-a degeri 2425.64+695.20 pg L™ olarak 6lculmiistir. Deneme
siiresince vejetatif evrede elde edilenklorofil- a degerleri Sekil 4.5 de verilmistir.

3000

N

¢

o

o
|

2000 -

1500 - —e— 27 pmol

1000 +

500 ~

Klorofil-a Degerleri (ug/L)

0 r————7 7" T° "7 ""~7°T "~"~n° 11T T 1T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Deneme siresi (gin)

Sekil 4.5. 27 umol m? s*Aydinlanma Siddetindeki V ejetatif Evre Klorofil-a Degerleri

Kistik safhada denemenin baslangicinda 16. glinde Olgllen klorofil-a degeri
1852.28+679.55 pg L™ bulunmustur. Denemenin sonunda ise saptanan klorofil-a degeri
40.55+2.66 ug L™ olarak 6lclilmistir. Deneme siiresince kistik safhada elde edilen
klorofil- a degerleri glinlere bagli olarak Sekil 4.6’ da verilmistir.
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Sekil 4.6. 177 pmol m?s* Aydinlanma Siddetindeki Kistik Evre Klorofil-a Degerleri

Calismada blyumeyi saptamak amaciyla klorofil- a ve OD 6lciminin yamnda
hiicre sayimi da yapilmistir. 15 gin stiren vejetatif asamanin ilk giininde kaltirlerdeki
hiicre sayist 32*10° +16.09 iken en yiiksek hiicre sayisi 13. giinde 90* 10°+20.81 olarak
belirlenmistir. Deneme siiresince elde edilen hiicre sayimi grafigi gunlere bagli olarak
Sekil 4.7 de verilmistir.
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Deneme siresi (giin)

Hiicre sayisi

Sekil 4.7. 27 pmol m? s* Aydinlanma Siddetindeki Hiicre Sayisi
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Vejetatif evrenin tamamlanmasinin ardindan kiltirlerde yuksek 1sik yogunlugu
(177 umol m?s™) ve besin eksikligi faktorleri uygulanarak stres olusturulmustur. Bu
asamada havalandirma yapil mamustir.

15 ginlik vejetatif evrenin tamamlanmasinin  ardindan  kdltdrler santrif(j
edilerek yogunlastirilmistir. Uygulanan stres faktérleri ile 19 giin devam eden kistik
evreden sonra Kistik biyomas elde edilmis ve % astaksantin miktarlar1 saptanmstir. Ug
tekrarli olarak gercgeklestirilen denemeden elde edilen astaksantin miktarlarinin
ortalamast % 1.481 olarak belirlenmistir.

Deneme (3)

Bu asamada azotsuz besi ortam, yiksek 1sik yogunlugu (379 pmol m?s?) ve
havalandirmanin, vejetatif yesil hicrelerin  kiste dontsimleri Gzerine etkileri
arastirilmistur.

Havalandirma yapilan kiltirlerde azotsuz besi ortam ve yiksek 11k
yogunlugunun (379 umol m?s?) etkisi arastirilmistr. Bu deneme grubundaki
kiltdrlerde de gun agsir1 olarak yapilan kuru madde olcimlerinde, denemenin basinda
0.032+0.001 g L™ kuru madde belirlenirken, kistik evrenin sonunda kuru madde miktar:
0.175+0.001 g L * olarak saptanmustir.

Havalandirma yapilmayan kiltirlerde azotsuz besi ortam ve yiksek 1sik
yogunlugunun (379 umol m?s?) etkisi arastirilmistr. Bu deneme grubundaki
kiltdrlerde de gun asir1 olarak yapilan kuru madde 6lcimlerinde denemenin basinda
0.035+0.001 g L™ bulunurken denemenin sonunda 0.1075+0.0002 g L™ bulunmustur.

379 umol m?s? i1k siddeti uygulanan, havalandirma yapilan ve havalandirma
yapilmayan iki gruptaki kuru madde miktarlar1 arasindaki fark dnemli bulunmustur
(p<0.05). Denemede kistik safhada 379 pmol m?s? isik yogunlugu uygulanan
havalandirmali ve havalandirmasiz kultirlere ait kuru madde grafigi Sekil 4.8'de

verilmistir.
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379 umol Kuru Madde Grafigi
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Sekil 4.8. Havalandirmali1 ve Havalandirmasiz Kilttrlerdeki Kuru Madde Miktari

Havalandirmali ve havalandirmasiz kultirlerde kuru madde ve astaksantin
miktariyla birlikte yesil pigment klorofil-a degerleri giinltk olarak belirlenmistir.

Havalandirma yapilmayan kultirlerde denemenin baslangicinda 6lciilen klorofil-
a degeri 1345.34+188.84 pg L™ dlciilmiistir. Denemenin 7. giiniinde saptanan klorofil-
a degeri 56.63+91.75 pg L™ olarak bulunmustur.

Havalandirma yapilan kuiltirlerde denemenin baglangicinda dlgilen klorofil-a
degeri 1242.636+433.69 pg L™ bulunmustur. Denemenin 7. giiniinde 64.879+80.09
pgL™ dlculmistir. 379 umol m?s? ik yogunlugunda havalandirma yapilan ve
havalandirma yapilmayan gruplara ait klorofil- a degerleri arasindaki fark onemli
bulunmustur (p<0.05). Havalandirma yapilan ve yapilmayan kulttrlerden elde edilen

klorofil-a degerleri Sekil 4.9'da verilmistir.
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Sekil 4.9. 379 pmol m?s! Aydinlanma Siddetindeki Havalandirmali ve
Havalandirmasiz Kilturlerdeki Klorofil-a Grafigi

Bu asamada ise gun asirnn astaksantin analizi yapilmistir. Havalandirma
yapilmayan kulttrlerdeki baslangictaki astaksantin miktar1 % 0.285 iken en yuksek
astaksantin miktar1 kistlesmenin 5. gliniinde % 1.515 bulunmustur. Denemede 379 umol
m?st 151k altinda havalandirma yapilmayan kiiltiriin astaksantin miktar: grafigi Sekil
4.10'da verilmistir.

379 umol Aydinlanma Siddetinde

% Astaksantin miktari

1 3 5 7
Deneme suresi (gin)

Sekil 4.10. Havalandirmasiz Kilturlerde Astaksantin Grafigi
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Denemede havalandirma yapilan grupta 379 pmol m?s* 151k yogunlugu altinda
baslangictaki astaksantin miktar1 % 0.35 bulunurken iken en yiksek astaksantin miktar:
denemenin 5. giniinde % 3.605 olarak bulunmustur. Denemede havalandirma yapilan
kulturin astaksantin miktar: grafigi Sekil 4.11’ de verilmistir.

379 umol Aydinlanma Siddetinde

2 —o—H'ligrup

% Astaksantin miktari

1 3 5 7

Deneme siresi (gin)

Sekil 4.11. Havalandirmal1 Kulttrlerde Astaksantin Grafigi

Deneme sonunda her 2 gruptaki en yiksek astaksantin miktari havalandirma
yapilan grupta 379 pmol m?s™ ik altinda % 3.605 bulunurken, en diistik astaksantin
miktar: ise % 0.35 olarak bulunmustur. Havalandirma yapilmayan grupta ise 379 umol
m?st g1k atinda en yiksek astaksantin miktar1 % 1.515 bulunurken en dusik
astaksantin miktar1 ise % 0.285 olarak bulunmustur. Y Grittlen bu denemede 379 pmol
ms™ 191k yogunlugunda havalandirma yapilan ve havalandirma yapilmayan kiiltiirlerde
astaksantin  miktarlar1 arasindaki fark onemli bulunmustur (p<0.05). Denemede
havalandirma yapilan ve havalandirma yapilmayan kuilttriin astaksantin miktarlar: Sekil
4.12'de verilmistir.
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H'li ve H's1z Astaksantin Grafigi
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Sekil 4.12. Havalandirmal1 ve Havalandirmasiz Kiltirlerde Astaksantin Grafigi

Denemenin kistik evresinde 379 pmol m?s! 1skk yogunlugu altinda
havalandirma yapilan balonlardaki kultirlerden elde edilen astaksantin miktari,
havalandirma yapilmayan balonlardaki kuilturlerden yaklagik 2.5 kat daha fazla
bulunmustur. Bu denemeden, kistik evrede havalandirma yapilarak kiltirde homojen
karisim saglamanin, 151k gegirgenligini arttirarak daha kisa zamanda hiicrelerde stres
yarattig1 ve daha fazla astaksantin miktar1 elde edilebilecegi belirlenmistir.

4.4. Deneme (4)

Bu denemede Haematococcus pluvialis mikroalginin vejetatif evredeki gelisimi
ve kiste donustimiinde yiiksek sicaklik (35°C) ile yiksek 15131 (177 umol m?s™) etkisi
arastirilmustir. Vejetatif evrede 27 umol m?s™ 1k siddeti uygulanmistir. Denemeye
0.25+0.04 optik yogunluk ile baslanan kilttrde denemenin bitiminde ulasilan en yuksek
optik yogunluk degeri 0.40+0.05 bulunmustur. Denemede kultirlere ait optik

yogunlugun degisim grafigi Sekil 4.13' de verilmistir.
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27 umol OD Degerleri
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Sekil 4.13. 27 pmol m? s* Aydinlanma Siddetindeki OD Degerleri

Deneme slresince kuru madde igin 2 gune bir 20'ser ml 6rnek alinmustir.
Vejetatif safhamin basinda kuru madde miktar1 0.098+0.001 g L™ iken denemenin
bitiminde ulasilan en yilksek kuru madde miktari 0.203+0.001 g L™ bulunmustur.
Denemedeki 27 pmol m?s® 1gik siddeti uygulanan kiiltirlere ait kuru madde grafigi
Sekil 4.14' de verilmistir.
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Sekil 4.14. 27 pmol m? s* Aydinlanma Siddetindeki Kuru Madde Miktar:
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YUrttilen bu denemede vejetatif evrede Olgllen en yuksek klorofil-a degeri
denemenin 13. giiniinde 2548.02+541.58 g L™ dlculmiistir. En dustk klorofil-a degeri
ise denemenin 1.giiniinde 1020+126.63 pg L™ bulunmustur. Deneme boyunca giinlere
bagli olarak degisenklorofil-a degerleri Sekil 4.15’de verilmistir.
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Sekil 4.15. 27 pmol m?s™ Aydinlanma Siddetindeki Klorofil-a Degerleri

Vejetatif evrede gunlik olarak Thoma lamiyla yapilan hiicre sayiminda vejetatif
evrenin baslangicta hiicre sayist 31* 10° +21.33 bulunurken, en fazla hiicre sayist 13.
glinde 97*10° +21.84 olarak bulunmustur. Deneme siiresince elde edilen giinlere bagl
olarak degisen vejetatif evre hiicre grafigi Sekil 4.16' da verilmistir.

32



4.BULGULAR M lizeyyen K OK SAL

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

—e— 27 umol

Hiicre Sayisi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Deneme Siresi (gtin)

Sekil 4.16. Vejetatif Evre Hicre Grafigi

Y Urtttlen bu deneme (g tekerrrl olarak gerceklestirilmis olup, stres kosullari
olusturmak icin kiilturlere 35 °C sicaklikta su banyosu yaptirilmis ve 177 pmol m?s*
151K siddeti uygulanarak hava verilmemistir.

Astaksantin miktarint artrmak icin olusturulan stres kosullar: altinda, vejetatif
kultdrler Kistik evrenin ikinci guninde yiksek sicakliktan (35 °C) dolayr yesil
hicrelerin kirmizi Kistik hiicrelere dontisemeden beyazlasarak 6ldigt gozlemlenmistir.
Yesil alg Haematococcus pluvialisi Kistlestirmek icin, yuksek sicaklik (35 °C)
degerinin yuksek ve uygun olmadig: belirlenmistir.
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5. TARTISMA

Yesil alglerden Haematococcus pluvialis (Chlorophyceae), uygun olmayan
ortam kosullarinda (yuksek 1s1k siddeti, sicaklik ve pH degerlerindeki dalgalanmalar,
ortamda besin miktarinin azalmasi vb.) biriktirdigi sekonder karotenoid astaksantin
nedeniyle biyoteknolojik olarak dneme sahip bir tirdir (Boussiba, 2000; Masojidek
ve ark., 2000).

Astaksantin pigmenti elde etmek icin Haematococcus pluvialis kalttranin iki
asamal1 bir Uretim periyodu gegirmesi gerekmektedir. ilk asama, vejetatif, kamcili,
yesil hicrelerin gcogalmasim saglayacak, optimum blylime kosullarinda blydmenin
gerceklestirildigi evredir. ikinci asama, kilturde logaritmik evrenin tamamlandig: ve
en yuksek biyomasin elde edildigi zamanda olusturulan stres kosullariyla hticrelerin
astaksantin biriktirerek kist olusumunun saglandig: evredir. Bu tez ¢alismasinda her
iki asamanin da gerceklestirildigi dort farkli deneme yuritilmastar. Veetatif evrede
en uygun buyime kosullarimin belirlenmesi yanminda farkli sicaklik, aydinlanma
siddeti ve besin eksikligi (azot eksikligi) faktorlerinin Haematococcus pluvialis
hiicrelerinde astaksantin birikimine olan etkileri belirlenmeye calisilmistir.

Y Urtttlen birinci denemede laboratuvar kosullarinda sabit sicaklikta, 27 ve
48 umol m?s? aydinlanma siddeti ve % 2 - 10 asilama yogunluklarinin vejetatif
blyimeye oOnemli etkisi olmacigr belirlenmis ve blyime degerleri benzer
bulunmustur. Denemenin 11. giin vejetatif evre sonlanmis ve yesil renkli kaltdrlerin
kistlesmeye baslayarak turuncu renge donustligt gbzlemlenmistir. Onbir gin siren
vejetatif evrede muhtemelen baslangi¢ hiicre yogunlugunun diisik olmas: sebebiyle
kiltdrlerde logaritmik evredeki blylume yetersiz kalmis ve mevcut 151k siddetleri
stres olusturarak kist olusumuna neden olmustur. As1 miktarindaki azlik sebebiyle
151k gecirgenligi yuksek olan kultlrlerde istenen biyomas artis1 saglanamadigindan
hiicreler kiste donusmustir. Aydinlanma siddetinin etkileri ile ilgili pek cok
arastirma yapilmis ve 200 ile 800 pmol m?s® degerleri arasinda calisilmustir
(Cifuentes ve ark., 2003; Kang ve ark., 2007; Zhekisheva ve ark., 2002; Ceron ve
ark., 2006). Bu calismadaki aydinlanma degerleri kist olusumu icin yetersiz
gorilmekle birlikte hiicre yogunlugunun disik olmasi nedeniyle bu kosullarda bile
hiicrelerin kist olusturdugu degerlendirmesi yapilabilir.
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Ikinci denemede yilksek asilama yogunlugu (% 25) ve 0.25 OD ile kultiire
baslanmis ve vejetatif safhada yiuksek yesil hiicre yogunlugu (OD=0.44+0.04) elde
edilmistir. Bu denemede 177 pmol m?s™® aydinlik siddeti ve azot yoklugunda %
1.481 astaksantin bulunmustur. Veetatif evre sonunda hiicre yogunlugunun fazla
olmasi ve uygulanan 1sik siddetinin (177 pmol m?s™) astaksantin Uretimi icin
yetersiz olmasindan dolay: hiicreler kistlesme evresini uzun stirede tamamlamustir.
Aynt zamanda bu denemede kultirlerde havalandirma yapilmamast nedeniyle
ortamda hticre dagilimn homojen olmamis ve buna bagli olarak da hiicrelerde Kist
olusumu ve astaksantin birikimi  zayif olmustur. YdarGtilen bir calismada
Haematococcus pluvialisin vejetatif kiltirlerinde optimum 151k siddeti araligi ve
biiylime performansinin saptanmasi icin 50, 100, 200, 400 ve 600 umol foton ms
Ylik 5 farkl 151k siddeti uygulanmustir. Deneme gruplarinda kuru agirlik ve toplam
karoten miktarlar1 artan 1s1k siddetleri ile dogru orantili olarak artarken, toplam
klorofil- a miktar: 200 umol foton m?s™ lik aydinlatmaya kadar artmstir ve daha
yuksek aydinlatma siddetlerinde herhangi bir degisim gorulmemistir. Sonug olarak
200 pmol foton m?s*lik 1sik siddeti Uzerindeki aydinlatmalarda astaksantin
birikiminin tetiklendigi gorulmustir. Bes farkl: 1s1k siddetinin uygulandigi denemede
hicrelerin vejetatif evrede kiltire edilebilmesi icin optimum 1sik siddeti araligi 50-
200 pmol foton m?s™* olarak bulunmus ve en iyi bilyiime 200 umol foton m?s™ lik
151k siddetinde gerceklesmistir (Goksan ve Gokpinar 2005). Bu calismada yiksek as1
miktari ve 48 pmol m?s™ aydinlanma siddetinde bir 6nceki denemeye gére daha iyi
bir bilyiime gerceklesmis ancak 177 pmol m?s* aydinlanma siddetinin kist olusumu
icin yeterli olmachg: gortlmustir. Bu asamada 151k dizeyinin yetersizligi yamnda
kilturde havalandirma yapilmadigindan hiicrelerin homojen olarak dagilmamasi ve
1s1g1in - yeterli nifuz edememesi nedeniyle kist olusumunun uzun sirdigu
degerlendirmesi yapilmustir.

Yurttilen diger denemede vejetatif evredeki kdltUrlerin  gelisimine
bakilmaksizin kiste donusim kosullar: arastirilmistir. Bu asamada vejetatif evrenin
tamamlandig1 kultUrlerde kist olusumunu saglamak amaciyla azotsuz besi ortamu,
yiksek 151k yogunlugu (379 pmol m?s™) ve havalandirmanin etkisi arastirilmustur.
Sonug olarak daha yiiksek 151k (379 pmol m?s™) ve kiiltiirlerde havalandirmanin
astaksantin birikimine tesvik ettigi belirlenmistir (% 3.605).
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Havalandirmanin kultirlerde astaksantin birikimine olan etkisini belirlemek
Uizere yiiriitilen ticlincti denemede, azotu eksikligi, 379 umol m?s™ 11k siddeti ve
havalandirma yapilmayan kdltirlerde astaksantin % 0.89 bulunurken, havalandirma
yapilan kultirlerde ise % 2.19 olarak saptanmustir. En ylksek astaksantin miktari
havalandirma yapilan kuilttrlerde ortalama % 3.60 olarak bulunmustur. Y Uksek 1s1k
yogunlugu ve havalandirmamin astaksantin  birikimine olumlu etkisi oldugu
belirlenmistir. Aynmi zamanda 151k yogunlugunun kist olusumuna etkisinin kulttr
yogunlugu ile vyakin iliskili oldugu saptanmistir. Yapilan bir calismayla
karsilastirildiginda Haematococcus yesil hiicreleri BG-11 ortaminda 100 pmol m?s™
151k uygulamasinda astaksantin birikimine tesvik edilememistir. Fosfat veya azot
azliginda 200 pmol m?s™ 151k siddeti ile strese maruz birakildiginda kuru agirliginda
% 4'Un Uzerinde astaksantin biriktirmistir. Astaksantin birikimi azot azlig1 altinda
daha hizl1 gergeklestigi bildirilmistir (Boussiba ve ark., 1999).

Yapilan bir calismada Haematococcus pluvialis blyime ve astaksantin
Uretiminde 151k yogunlugu, havalandirma ve besleyici elementler gibi cevresel
faktorlerin etkisi arastirilmistir. Haematococcus pluvialis'in en iyi biyimesi BBM
kiiltir ortaminda, 28 °C’de, siirekli beyaz floresan 151k (177 pumol foton m? s
aydinlatmasi altinda ve siirekli havalandirma ile (1.5 v.v.m) 3.5*10° hiicre/ml
bulunmustur. En yiksek astaksantin dretimi ise BAR kiltir ortaminda sirekli
aydinlatma (345 pmol foton m? s?) ile g L™ sodyum asetat ve havalandirma ile 98
mg/g biyomas elde edilmistir (Dominquez ve ark, 2003).

Boussiba ve ark. (2007) sres kosullar: altinda degerli kirmizi karotenoid
Ureten Hematococcus pluvialisin ticari Uretimi icin iki asama oldugunu
belirtmislerdir. Ik bolumiinde biyomasin Uretimi (yesil evre) ve ikinci bolimiinde
pigment (strekli stres, kirmizi evre) olusumudur. Laboratuvar kosullarinda daha
zengin astaksantin Uretimi (kuru biomasin % 4'()) ile 11.5 mg/L gin™ astaksantin
Uretimi elde edilmistir.

Bu calismada 177 pmol m?s? aydinlanma siddeti ve azot azligi uygulanan
kiltdrlerde Kistik evrenin baglangicinda Olgllen astaksantin miktart  dustk
bulunurken klorofil- a degerleri yuksek bulunmustur. Denemenin sonunda ise strese
giren kultirlerde astaksantin miktar1 artarken klorofil- a degerlerlerinde blyudk bir
disUs gozlemlenmistir. Kistik evrede kultUrlerde olusan stres sonucunda astaksantin
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pigmentinin artis1 ile beraber klorofil-a degerlerinin  dustigt  belirlenmistir.
YUrttdlen bir calismada gunes 1s1g1 altinda azot bakimindan simirli koltdrlerde
astaksantin birikiminin tesviki ile birlikte klorofil molekilerinin yikima ugradig:
rapor edilmistir (Boussiba, 2000).

Haematococcus pluvialis mikroalginin vejetatif evredeki gelisiminde 27 pmol
m2st g1k siddeti uygulanmis ve kistik safhada yiksek sicaklik (35 °C) ile yiiksek
51310 (177 pmol m?s™) etkisi arastirilmistir. Astaksantin miktarin artirmak icin
olusturulan stres kosullar: altinda, kistik safhanin ikinci guiniinde yiiksek sicakliktan
(35 °C) dolay1 yesil hicre kdltarlerinin kirmizi kistik hiicrelere dontsemeden
beyazlasarak ©6ldugl gozlemlenmistir. Yesil alg Haematococcus pluvialis'i
kistlestirmek igin, uygulanan yiksek sicaklik degeri 35°C nin uygun olmadigi
belirlenmistir.

Ticari Oneme sahip kirmuzi pigment astaksantin igerigi ile bilinen
Haematococcus pluvialis kultlrlerinde stres faktorlerinden yuksek 1sik, yuksek
sicaklik ve besin eksikligi degerlerinin blilyime ve astaksantin miktarina olan etkisini
belirlemek amaciyla gerceklestirilen bu calismada, ¢cevre kosullarindan yiksek 1s1k
siddeti, azot (N) eksikligi ve havalandirmanmin Haematococcus pluvialis turinde ki

astaksantin pigmenti miktarina etkisi oldugu sonucuna varilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Laboratuvar kosullarinda sicaklik ve aydinlanma cevresel faktdrlerinin
Haematococcus pluvialis de vejetatif blylimeye ve ikincil karotenoid astaksantin
pigmenti miktarina olan etkisini belirlemek Gzere yuritilen denemelerde vejetatif
evrede asilama miktarimin ve aydinlanma siddetinin 6nemli oldugu, disik hticre
yogunlugunda, 27 umol m?s? aydinlanma siddetinin bile kist olusumunu sagladig
belirlenmistir. Hiicre yogunlugunun 90* 106+20.81 oldugu kiiltirlerde 177 pmol m
s' aydinlanma siddetinin azot eksikligi ile birlikte kist olusumu ve astaksantin
birikimi icin yeterli olmadig1 kaydedilmistir. Azotsuz besi ortami ve 379 pmol m?s*
aydinlanma siddetinin havalandirma etkisi ile birlikte yiksek astaksantin birikimi
saglachgr saptanmustir. Yiksek 1s1k yogunlugu uygulamasinin, hiicre yogunlugu
yuksek kilturlerde kist olusumunda etkili olmast igin kiltirde havalandirma ile bir
karisimin saglanmasi Onerilmektedir. Kistik evrede astaksantin birikimi ile birlikte
yesil pigment klorofil- a igeriginde azalma gozlenmistir. Y Uksek sicaklik (35 °C)

uygulamasinin hiicre 6limiine sebep oldugu goérdlmustor.
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