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Tez caligmalanim sirasinda elde ettigim ve sundugum tim sonug, doktiman, bilgi ve
belgelerin tarafimdan bizzat ve bu tez galigmasi kapsaminda elde edildigini;
akademik ve bilimsel etik kurallanna uygun oldugunu beyan ederim. Ayrica,
akademik ve bilimsel etik kurallar1 geregi bu tez ¢aligmasi sirasinda elde edilmemis
bagkalarina ait tiim orijinal bilgi ve sonuglara atif yapildigini da beyan ederim.

Mirsit KOVANCI
01/02/2016

a

111




OZET

TERMAL SU SIYANOBAKTERIiSi PSEUDANABAENA SP.’NiN
ESANSIYEL YAG VE FiKOBILiPROTEIN iICERIGININ TESPiTi

Miirsit KOVANCI

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Miihendisligi Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Ali GUNLU
Subat 2016, 53 sayfa

Fikobiliproteinler hiicrelerin ve makro molekiillerin floresans markirlari, dogal boyar
madde ve antikanserojen madde olarak suda ¢oziinebilen faydali bilesiklerdir. Pek
cok uygulama alani olmasma ragmen temelde saflastirma ve ekstraksiyon
maliyetinin yiiksek olmasi nedeniyle kullanimlar1 siirlidir. Biz bu g¢alisma ile
Pseudanabaena sp. igin yiiksek verim elde edilen ekstraksiyon tamponu ve en uygun
gelisim ortaminin se¢imini amagladik.

Bu g¢alismada kullanilan Pseudanabaena sp. (EGE-MACC 40) kiiltiri, Ege
Universitesi (Tiirkiye) Algal Kiiltiir Koleksiyonundan elde edilmistir. Calismanin
birinci asamasinda, hiicre kiiltiirleri ayni c¢evresel sartlar altinda farkli kiiltiir
ortamlart kullanilarak gelistirildi. Pseudanabaena sp.’nin iretim islemi sirasinda
kuru agirlik analizleri ve spektrofotometrik oOlciimleri gerceklestirildi. Kiiltiir
setlerinde maksimum gelisim orant ASN III ve BG 11 ortamlarinda belirlendi.
Kiiltirleme sonunda 6lgiilen kuru agirliklar sirasiyla 2,76 g/L ve 0,91 g/L olarak
tespit edildi. Ayrica liyofilize edilmis alg hiicrelerinden yag asitleri petrol
eteri/kloroform (80/20 v/v) karisimi ile ekstrakte edildi. Yag asitlerinin miktar ve
tamimlanmasi, kiitle spektrofotometresi ile birlestirilmis gaz kromotografisinde
yapildi. Yag asit oziitlerinde, baskin yag asitleri C16:00 (Palmitik asit) ve C18:1
(Oleik asit) karbon zincirine sahip yag asitleridir.

Calismanin  son asamasinda, liyofilize Pseudanabaena sp. biomasindan
fikobiliproteinlerin 6ziitlenmesi i¢in basit ve etkili bir metot bildirilmistir. Tiirlin
fikobiliproteinleri saf su, 0.15M kalsiyum kloriir tamponu, 100mM sodyum fosfat
tamponu (pH 7), sodyum asetat tamponu ve sodyum kloriir tamponu ile birlikte
ultrasonik banyo kullanilarak 6ziitlendi. Ultrasonik banyo kullanarak fikosiyanin
(PC), allofikosiyanin (APC) ve fikoeritrin (PE) tiretiminde maksimum degerler safSu
(0.345 mg/mL, 0.150 mg/mL ve 0.020 mg/mL) ve takiben sodyum fosfat
tamponunda (0.339 mg/mL, 0.141 mg/mL ve 0.013 mg/mL) elde edildi. PC’nin
safligt A620/A280 absorbans orani temel alinarak hesaplandi. Maksimum PC saflik
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oran1 kalsiyum Kkloriir tamponunda (1.108) belirlendi. Ayrica, elde edilen saf
fikosiyanin dogal boyar ozellikleri, gida ve kozmetik arastirmalarinin gelecekte Ki
uygulamalari i¢in olanak saglar 6l¢iide oldugu saptanmaistir.

Anahtar Kelimeler:Pseudanabaena sp., Kiiltiir Sartlari, Fikobiliproteinler, Yag
Asitleri



ABSTRACT

DETERMINATION OF ESSENTIAL OIL AND PHYCOBILIPROTEIN
CONTENTSOF THERMAL WATER CYANOBACTERI PSEUDANABAENA
SP.

Miirsit KOVANCI

Master of Science (M.Sc.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Fisheries
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ali GUNLU
February 2016, 53 pages

Phycobiliproteins are water soluble proteins useful as fluorescent markers of cells
and macromolecules and as natural colorants and are anticarcinogenic. Although
phycobiliproteins have many applications, their use is limited by the high cost of the
purified macromolecules, mainly related with the cost of extraction and purification.
This study aimed to selection of extraction buffer for the highest vyield
phycobiliproteins and the most appropriate growth medium for Pseudanabaena sp.

The culture of Pseudanabaena sp. (EGE-MACC 40) used in this study was obtained
from the Collection of Algal Cultures at the University of Egean, Turkey. The first
stage of the study, cell cultures were developed using different culture mediums
under the same environmental conditions. During the production process of
Pseudanabaena sp. was performed dry weight analysis and spectrophotometric
measurements. In cultivation sets, maximum growth rates were obtained in ASN Il
and BG 11 mediums. Dry weights measured at the end of these cultivations are 2.76
g/L and 0,91 g/L dry weight respectively. Thus, fatty acids from lyophilized blue-
green algal cells were extracted with a mixture petroleum ether/chloroform (80/20
v/v). The identification and quantification of fatty acids was performed using gas
chromatography coupled to mass spectrometer (GC x GC/MS). The extracted fatty
acids were dominated by those with carbon chain of C16:0 (Palmitic acid) and C18:1
(Oleic acid).

The final stage of the study, a simple and efficient method to extract of
phycobiliproteins from Pseudanabaena sp. lyophilized biomass is reported.
Phycobiliproteins of Pseudanabaena sp. was extracted using ultrasonic bath in
distilled water, 0.15M calcium chloride buffer, 100mM sodium phosphate buffer (pH
7) sodium acetate buffer and sodyum kloriir buffer. It was observed that maximum
phycocyanin, allopycociyanin and phycoerythrin production using ultrasonic bath
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was in distilled water (0.345 mg/mL, 0.150 mg/mL and 0.020 mg/mL), ensued by
sodium phosphate (0.339 mg/mL, 0.141 mg/mL and 0.013 mg/mL). The purity of
phycocyanin is evaluated based on the absorbance ratio of A620/A280. The purity of
phycocyanin is evaluated based on the absorbance ratio of A620/A280. While the
maximum phycocyanin purity ratio was obtained in calcium chloride buffer (1,108).
Also, obtaining pure phycocyanin allows one to evaluate its naturel colorant
properties for future applications in food and pharmaceutical research.

Keywords:Pseudanabaena sp., Culture Conditions, Phycobiliproteins, Fatty Acids
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1. GIRIS

Renk pigmenti iireten mikroalgler dogada yaygin olarak bulunmakta ve bu alglerden
fikosiyanin, ksantofil, fikoeritrin {iretimi yapilmaktadir. Mikroalgler, ticari degere
sahip olan bazi metabolitleri biriktirme 6zelligine sahip olan mikrobiyal canlilardir.
Karbonhidratlari, proteinleri, esansiyel aminoasitleri, yaglari, pigment maddelerini ve
biyoaktif molekiilleri icermekte ve bunlar tiretmektedirler. Alglerin ¢ogu gegmisten
giinimiize kadar gida olarak tiiketilmekte ve saglik iizerindeki olumlu etkileri
nedeniyle yaygin sekilde kullanilmaktadir (Celikel vd., 2006).

Giliniimiiz gida sanayinde ozellikle icecek ve sekerleme sanayinde sentetik mavi
boyalarin kullanim1 kisitlanmakta ve bunun yerine dogal mavi renkli (fikosiyanin)
boyalarin kullanimi artmaktadir (Herrera vd., 1989; Henrikson, 2011). Fikosiyanin;
gida, ila¢ ve kozmetik sanayilerinde dogal bir pigment olarak kullanimi
yayginlasmaktadir. Bu kapsamda mavi-yesil alglerden elde edilen dogal ve mavi
renkli bir pigment olan fikosiyanin tiretimi dikkat ¢ekmistir. Fikosiyanin bu amagla
diinyada c¢esitli firmalar tarafindan ekonomik olarak iiretimi yapilmaktadir.
Japonya’da “Dainippon Ink. & Chemicals Inc.” sirketi “Lina Mavisi” adiyla ticari
olarak fikosiyanin iiretimi yapmakta ve kg fiyatin1 130 dolardan satiga sunmaktadir

(Akoglu ve Cakmakgei, 2011).

Bu algler gida endiistrisinde dogal olmasi, saglikli ve cezbedici olmasidan dolay1
gidalarda kullanimi artirmaktadir. Gida sanayinde katki maddesi olarak dogal gida
renklendiricilerinin kullanimi, gerek {iretici gerekse tiiketici agisindan son derece
olumlu sonuglar dogurmaktadir. Dogal renk maddelerinin son yillarda, gidalardaki
kullaniominda  artisina  paralel  olarak  pazarlama  olanaklar1  gelismis
vetiiketicilerindogal maddelere yonelimi belirgin artis gorilmiistiir. Sentetik
renklendiricilerin kotii etkilerini engellemek i¢in dogal maddelerin {iiretimine ve
gelistirilmesine yonelik arastirmalar tiim diinya capinda hizla artmistir (Akoglu,

2012).



Algler igerdikleri vitaminler, pigmentler, proteinler, mineraller, lipid ve
polisakkaritler gibi farkli kimyasal ve biyolojik bilesikleri iiretme 6zelligi nedeniyle
oldukca onemli organizmalardir. Mikroalgler; gelismis lilkelerde gida, kozmetik ve
ilag endiistrisi ihtiyaglarin1 karsilama amaci ile yliksek katma degere sahip
fikosiyanin ve fikoeritrin gibi pigment proteinlerinin eldesinde kullanilmaktadirlar.
Son yillarda yapilan pek cok calismada mavi-yesil alglerin yiiksek besinsel icerigi
yani sira igerdikleri fikobilinproteinleri nedeniyle bagisiklik sistemini destekleyici
antioksidant, antiviral, anti-inflamatuar, anti-kanser ve anti-diabetik etkileri ortaya
cikarilmigtir (Qureshi ve Ali, 1996a,b; Romay vd., 1998,Liu vd., 2000; Gantar vd.,
2012).

Mikroalgler, akuatik ekosistemlerdeki biyolojik ve ekolojik rollerinin yan1 sira gerek
insan saglig1 gerekse akuakiiltiirde yetistirilen sucul hayvanlar i¢in 6nemli besin
maddeleridir. Giiniimiizde bir¢ok mikroalg tiirii yiiksek protein, beta-karoten,
doymamig yag asiti, vitamin ve pigment igeriklerinden dolay1 endiistriyel amagli
biyoteknolojik ¢aligmalarda kullanilmaktadirlar. Biyoteknolojik c¢aligmalar 1950’li
yillardan beri o6zellikle Chlorella, Scenedesmus, Dunaliella, Spirulina ve
Haematococcus cinslerine ait tiirler ile yapilmaktadir. Mikroalgler, akuakiiltiirde
alabalik, karides, slis balifi ve somon yetistiriciliginde pigment kaynagi olarak
kullanilir. Bu pigment maddeleri renk verici 6zelliklerinin yani sira, baliklarin
yasama oranlarinin arttiritlmasi ve hizli gelisimi i¢in de onemlidir. Pigment iceren
mikroalgler dogada yaygin olarak bulunmakta ve bu alglerden, p-karoten,
astaksantin, fikosiyanin, ksantofil, fikoeritrin elde edilmektedir (Duru ve Yilmaz,
2013).

Bu calisma ile; ticari olarak fikobiliprotein eldesinde kullanilan tiirlere alternatif
olabilecek yeni bir tiiriin belirlenmesi amaciyla, termal su mavi-yesil algi
olanPseudanabanea sp.’nin kontrollii sartlarda iiretimi, en ideal gelisim sartlarinin
tespiti, fikobiliprotein ve esansiyel yag igeriginin belirlenmesi ile fikobiliproteinlerin
oziitlenmesi de kullanilabilecek uygun tampon yada tamponlarin saptanmasi

amaclanmustir.



2. KAYNAK OZETIi

2.1. Cyanophyceae (Mavi-Yesil Alg-Cyanophyta-Cyanobacteria)

Mavi yesil algler gercek ¢ekirdek ve plastitleri olmayan prokaryotik organizmalardir
(Cirik ve Gokpinar, 2006).Cekirdek zarlari bulunmadigi i¢in pigment maddeleri ve
DNA sitoplazma i¢inde daginik halde bulunmaktadir. Peptidoglikan yapisinda hiicre
duvar1 bulunur ancak prokaryot gruplara 6zgii 70S ribozom yerine 80S ribozom
bulundururlar. Hiicreleri; miisilajli ve ¢ift ¢eperden olusan ince bir kin ile ¢evrilidir

ve karotenoid yoniinden zengindir (Cirik ve Cirik, 2004).

Mur vd., (1999), mavi-yesil alglerin anaerobik metabolizmaya sahip
mikroorganizmalar oldugu, yasamalari i¢in karbondioksit, su, inorganik bilesikler ve
1518a gereksinimleri duydugu, enerji ihtiyaglarin1 fotosentez ile sagladigi, fakat bazi
tirlerin hi¢ fotosentez yapmadan da kemoheterotrof olarak uzun siire karanlik

ortamda yasayabildiklerini bildirmislerdir (Akoglu ve Cakmakg1, 2011).

Mavi-yesil alglerin dagilim alani sicak su kaynaklarindan, Antartika’da gecici olarak
donan su habitatlarina kadar genis bir alanm1 kapsamaktadir (Hitzfeld vd., 2000).
Yapisinda bulunan pigmentler sayesinde karbondioksiti ve suyu, 15181n etkisi ile
karbonhidratlara doniistiiriirler ve bu sekilde su ortamindaki ¢oziinmiis oksijen

oranini ve besin miktarinin artmasina yardimer olurlar (Kahraman ve Kiipliilii, 2012).

Planktonik mavi-yesil algler tek hiicreli veya ¢ok hiicreli koloni olusturabildikleri
gibi ipliksi yapida da olabilirler. Uremeleri vejetatif boliinmeyle veya kokosporve
hormospor seklinde spor hiicreleriyle olmaktadir. Ipliksi yapilarin bazilarinda ipligi
olusturan hiicrenin arasinda tek bir hiicreden olusan akinetlere (dayanikli hiicre)
rastlanilmaktadir. Elverisli sartlar olustugunda tallus ipliksi gévdeden koparak yeni
bir tallus meydana getirmektedir. Tallusu olusturan hiicrelerin arasinda akinetten
daha kalin ve saydam goriiniislii, havanin serbest azotunu absorbe edebilen,
fotosentez yapma 0Ozelligini kaybetmis heterosist adi1 verilen hiicreler organizmanin

sistematikteki yerinin belirlenmesinde etkili olmaktadir(Cirik ve Gokpinar, 2006).
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Graham vd., (2004), diinya’nin yasinin 4,6 milyar yil oldugu ve yerkiiredeki ilk
yasamin da 3,7 ile 3,85 milyar yil Once ortaya c¢iktigini, bu dénemin en eski
organizmalarina ait bulgular giinlimiizden 3,5 milyar yil 6nce denizlerde yasayan
prokaryotik hiicre yapisinda, fotosentez yapabilme Ozelligine sahip, fotosentetik
(Cyanobacteria:Cyanophyta) mavi-yesil algler oldugunu bildirmislerdir. Bu
organizmalar diinyada bilinen en eski oksijen iireten ve fotosentez yapan organizma
grubudur; klorofil-a ve klorofil-b ile beraber yardimci birgok foto sentetik pigmentle

beraber birincil tiretimi yapan; ilk karasal ototrof canlilardir (Tas ve Tas, 2007).

Mavi-yesil algler ekolojik, evrimsel ve ekonomik olarak 6énemli canlilardir. Azotun
tespit edilmesi ve fotosentezin tam olarak gerceklesmesi heterosistli mavi-yesil
alglerle gerceklesmektedir. Atmosferdeki oksijenin en az %50’sini mavi-yesil algler,

geri kalanini ise diger algler saglamaktadir (Tas ve Tas, 2007).

Mikroalgler iginde mavi-yesil algler ¢esitli etkin maddeler, protein, pigment
maddeler, yag asitleri, antibiyotik, polisakkarit ve daha bircok metaboliti yapilarinda
dogal olarak bulundurduklarindan ve yiiksek miktarda igerdiklerinden saglik icin
faydalidirlar (Cirik vd., 2008). Diger canli kaynaklarla kiyaslandiginda algler,
ozellikle c¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA), gamma linoleik asit (GLA),
allofikosiyanin, C-fikosiyanin, fikoeritrin gibi pigmentler agisindan oldukga
zengindir (Koru ve Cirik, 2003). Ayrica, baliklar ve diger sucul organizmalar igin
besin maddesinin en 6nemli kismini olusturduklarindan dogadaki besin zincirinin

baslangi¢ noktasidirlar (Dalay vd., 2008).

2.2. Pseudanabaena sp.’nin Genel Ozellikleri

Pseudanabaena sp., koloni olusturmayan, tek tek trikomlara sahip mavi-yesil alg
tiirtidiir. Hiicreler, dikdortgen ya da eliptik sekilde, belirgin bir bigimde birbirinden
ayrilmig, hareketli ve kilifsizdir. Camurlu ortamlarda, sicak sularda ve rutubetli
yerlerde bulunabilirler (Castenholz vd., 2001; Dumlupinar,2012). Hiicreler
birbirlerine kilif bulunmayan miisilaj kopriilerle baglanmistir. Ayrica, hiicrelerde

spor ve heterosist olusumu goriilmez (Cirik ve Gokpinar, 2006).



Tiirlin sistematikteki yerti;

Classis: Cyanophyceae

Ordo: Oscillatoriales

Familya: Pseudanabaenaceae
Subfamilya: Pseudanabaenoideae

Genus: Pseudanabaena (Ulcay vd., 2007;Dumlupinar, 2012)

Pseudanabaena sp. heterosist yapist bulunmayan, bazi tiirlerinde tamamlayict
kromatik adaptasyona sahip mavi-yesil alg tiiriidiir. Bu 6zellik organizmaya yardimci
fotosentetik fikosiyanin ve fikoeritrin pigmentleri oraninin diizenlemesini saglar. Bu
durum, tiirii diger mavi-yesil alg tiirlerine gére daha istiin kilar. Kiiltiir edilmis
suslardan bazilar1 anaerobik azot fiksasyonu yapma yetenegine sahiptirler (Acinas
vd., 2008).

Sandik (2009) yaptig1 ¢alismada,Pseudanabaena sp.’ye ait bazi suslarda polar gaz
vasikiilii bulundugu, fakat bu suslar ile kontrollii sartlarda iiretim yapildiginda
gelisme  gostermedigi  belirtilmistir.  Ayrica, tiirin  denizlerden, tath su
kaynaklarindan, aritim tesislerinden, termal kaynaklardan, piring tarlalarindan ve
topraktan izole edilebildigi, bu kadar genis alanlarda dagilim gosterdiklerinden

dolay1 ekolojik gereksinimleri tam olarak bilinmedigi vurgulanmaistir.

Pseudanabaena sp. termal sular, deniz sulari ve tatli su kaynaklarinda yayilim
gosterir, anaerobik ve siilfit igeren sedimentlerde de bol miktarda bulunurlar. Tatl1 su
formlarindan bazilari, planktonik siyanobakterilerin miisilajinin igerisinde yer alirlar
(Bergey ve Hold, 1994). Cirik vd. (2008) ve Tamburaci (2009) tarafindan {ilkemizde
termal sularin mavi-yesil alg igerigine yonelik yapilan ¢aligmalarinda, baskin tiirler

arasinda bulundugu bildirilmistir.

2.3. Mavi-Yesil Alglerin Pigment Proteinleri

Mavi-yesil alglerde fotosentez olayin1 gergeklestiren fotosistem I ve fotosistem II
olarak iki fotoreaksiyon merkezi vardir. Bu merkezin tiim bilesenleri tilakoid

membranda yer alir ve tilakoid membranda iki tane grup anten pigmenti vardir.
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Birinci grupta klorofil-a ve karatenoidler, ikinci gruptaysa fikobilizomlar i¢inde yer
alan fikobiliproteinlerdir. Birinci gruptaki anten pigmentleri emilen 151k enerjisini
fotosistem I’e gonderirken, ikinci grup anten pigmentleriyse ayni sekilde emdikleri

151k enerjisini fotosistem II’ ye gonderirler (Tunail, 2009).

Fikobiliproteinler emilim 6zelliklerine fikosiyaninler (C-PC, Amak. 615-640 nm),
fikoeritrinler (C-PE, Amak. 540-570 nm) ve allofikosiyaninler (C-APC Amak. 650-
655 nm) (Sekil 2.1.) olmak {izere 3 ana gruba ayrilirlar (Bermejo vd., 2006).

r—>Phycoerythrin

Phycocyanin
Allophycocyanin

Sekil 2.1. Fikobilizomlarda fikobiliproteinlerin dagilim (MacColl 1998)

Mavi-yesil alglerde bulunan fikobiliproteinlerin %75’ini fikosiyanin, %12’sini
allofikosiyanin ve %12’sini de fikoeritrinler ve pigmentsiz polipeptit yapilar
olusturmaktadir (Tunail, 2009).Mavi-yesil alglerde bulunan fikoeritrin ve fikosiyanin
spektroskopik ozelliklerine ve kromofor miktarna gore izole edildiginde, sentez
sirasinda fikoeritrisiyonin 151k yogunlugundan etkilendigi belirlenmistir (Bryant,

1982).

2.3.1. Fikosiyanin

Fikosiyanin; mavi renkli, suda ¢oziilebilen, antioksidan ve giiclii floresan 6zelligine
sahip, toksin olmayan, sivi ya da toz halinde bulunan fotosentetik bir pigment
maddesidir. Mavi-yesil alglerde yiiksek miktarda bulunur ve ekonomik olarak énemli
fikobiliprotein tiiridiir. Hiicre ic¢inde kuru agirligin yaklasik %20°si oraninda

fikosiyanin bulunmaktadir (Santiago-Santos vd., 2004).



Fikosiyaninin molekiil agirlig1 44-260 kDa aralifinda olupmevcut yapilar ¢esitlilik
gostermektedir. Bu cesitlilikler; monomer, kendi iginde agregatlar yaparak trimer,
disk seklini alan hegzamer yapist (Sekil 2.2.) olmak {izere {i¢ ¢esittir.Fikosiyanin a
ve B olmak iizere iki alt zincirden olusur ve bu iki alt zincir birbiriyle karsilikli
durumdadir. a zincirinde, fikosiyanobilin 84. sistein aminoasitine B zincirinde ise iki
adet fikosiyanobilin 84. ve 155. sistein aminoasitlerine baglanmistir (Sekil

2.3.)(MacColl, 1998; Adir ve Lerner, 2003).

Sekil 2.2. Fikosiyaninin trimer ve hegzamer yapilari (Adir ve Lerner 2003)

84
a NH, C\l(S COOH
PCB
84 155
B NH, CYS C\I(S COOH
I
PCB PCB

Sekil 2.3. Fikosiyanin zincir goriiniimii (MacColl 1998)

Fikosiyanin biinyesinde yeralan fikosiyanobilin kromoforundan dolayr bu adla
adlandirilmaktadir. Fikosiyanobilinin kimyasal 6zelligi hiicre icinde giiclii radikal
uzaklastirici etkiye sahip olan bilirubin ile benzerlik gosterdigi, fikosiyanobilinlerin
bilirubin gibi radikal uzaklastirici etkileri oldugu bildirilmistir (Benedetti vd., 2006).



Fikosiyanin yapist kiiltliri yapilan tiire ve ortam kosullarina gore farklilik
gostermektedir. Prostetik grubu olan ve proteine mavi rengi veren fikosiyanobilin
kromoforu farkli yerlerden sistein aminoasitine baglanarak fikosiyanin yapisinin
(Sekil 2.4.) olusumunu saglar (Adir ve Lerner, 2003; Santiago-Santos vd., 2004;
Contreras-Martel vd., 2007).

?OQH EDOH
CH2 CHo CH3
1 1 '

CHz3 CHo CHp CH3 CH2

CHz
S\J
CH3 CH CH3
I I ll B I! l c l i D ‘
o) | = N e N e N o

H

23

I

Sekil 2.4. Fikosiyanin genel yapis1 (MacColl 1998)

Vonshak, (1997), fikosiyanin pigmentinin 1s1k hassasiyetinin yiiksek olmasi
nedeniyle dogal olarak kurutulan iriiniin pigment i¢eriginin diistiigiinii, bu nedenle

rengin korunabilmesi i¢in 15181n engellenmesi gerektigini bildirmistir (Oguz, 2008).

2.3.2. Fikoeritrin

Kirmiz1 renkli fikobiliproteinler fikoeritrin olarak adlandirilir. Cogunlugu kirmizi
alglerde bulunan onun disinda da mavi-yesil alglerde bulunan kirmizi renkli
kromoproteindir. Kirmiz1 alglere kirmizi rengin verilmesini ve kisa dalgali 1siklar
almasin1 saglayan proteik boya maddesidir (Bat vd.,2014).Floresan 151k altinda
parlak turuncu renk gosteren, kirmizi renkli, 490-570 nm arasinda en yiiksek

absorbansi veren pigmenttir (Erdal ve Okmen, 2013).

Fikoeritrin o ve B olmak tizere iki alt zincirden olusur (Sekil 2.5.) ve bu zincirler
birbiriyle karsilikli durumdadir. o zincirinde, fikosiyanobilin 84. ve 143. sistein
aminoasitine B zincirinde ise dort adet fikosiyanobilin 50. 61. 84. ve 155. sistein
aminoasitlerine baglanmistir (Sekil 2.6.) (MacColl, 1998).

84 143

a  NH, CTS CYS COOH
PEB PEB
50 61 84 155
B NHfﬁAfCt§479YS CYS CTS COOH
PEB PEB PEB

Sekil 2.5. Fikoeritrinin zincir goriiniimii (MacColl 1998)
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Sekil 2.6. Fikoeritrinin genel yapis1 (MacColl 1998)

Fikoeritrin pigmenti teropatik 6zellige sahip, suda eriyebilen ve gidalarda dogal
renklendirici olarak, kozmetik ve eczacilik alaninda kullanilmaktadir. Bu mikroalgler
biyoreaktorlerde giines 15181 ya da yapay 1sikla besleyici ortamlarda gelistirilmekte ve
en cok pigment 20-30°C’de ve orta siddet 151k altinda saglanmaktadir. Fikoeritrin
cesitli gidalarda dogal renklendirici olarak; konfeksiyonda, jelatin igeren tatlilarda ve
stit Uriinlerinde kullanilmakta ve gidalara katilma orami gida cesidine gore farklilik
gostermekle beraber ortalama 50-100 mg/kg dir. 60°C' de 30 dk stabil olan pigment,
6-7 pH arasinda tazeligini ve etkinligini korumaktadir. Kirmizi fikoeritrin sari
floresana sahip olmasi nedeni ile gidalara bazi spesifik 6zellikler kazandirmaktadir.
Bu amacgla lolipoplarda, alkolli ve alkolsiiz iceceklerde yaygin olarak

kullanilmaktadir (Arad veYaron, 1992; Yaron ve Arad, 1993;Celikel vd., 2006).

2.3.3. Allofikosiyanin

Allofikosiyanin, fikosiyanin veya fikoeritrin molekiilleri ile gevrili olup ve trimeri
(Sekil 2.7.) maksimum piki 650 nm, monomeri ise 614 nm de verir (MacColl, 1998;
Erdal ve Okmen 2013). Allofikosiyaninler fikobilizomlar ve fotosentetik lameller

arasinda baglayici pigment gorevini tstlenirler (Sarada vd., 1999).

Sekil 2.7 Allofikosiyanin trimer goriiniimii (MacColl 1998)
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Allofikosiyanin a ve B olmak iizere iki alt zincirden olusur ve bu zincirler birbiriyle
karsilikli durumdadir. o zincirinde, fikosiyanobilin 84. sistein aminoasitine 3

zincirinde 84. sistein aminoasitine (Sekil 2.8.) baglanmistir (MacColl, 1998).

Allophycocyanin

84
a NH, ClYS COOH

PCB

84

B NH, CYS COOH
|
PCB

Sekil 2.8. Allofikosiyaninin zincir goriiniimii (MacColl 1998)

2.4. Konuyla Ilgili Yapilan Calismalar

Ulkemizde ve Diinyada mavi-yesil algler iizerine yapilmis ¢alismalarin genel dzetleri

asagida verilmistir;

Fujita ve Shimura (1974), mavi-yesil alg olan Trichodesmium thiebautii’de bulunan
fikoeritrini arastirmistir. Calismada alg 6rnekleri dogal habitatlarindan olan, Bati1 Cin
Denizinden toplanmistir. Fikoeritrin 3 pikle goriinebilir dalga boyu bolgesinde 500,
547 ve 565 nm’de absorbansyon spekturumu ve florasan uyari spekturumu
gostermistir. Bu 6zelligin sadece 565 nm’ye sahip siyanofit fikoeritrinlerden farkli
oldugu fakat rhodofit fikoeritrinler ile benzerlik gosterdigi (500, 550 ve 565 nm)

tespit edilmistir.

Canto de Loura vd. (1987) tarafindan mavi-yesil alglerde lipit ve pigmentlerin
lizerine azot eksikliginin etkisi arastirilmistir. Gelismis bitkiler ve dkaryotik alglerin
aksine mavi-yesil alg Pseudanabaena sp. (M2susu) ve Oscillatoriasplendi da
(L3susu)’'nin  biiyime sirasinda azot eksikligi, pigment kompozisyonunda
degisiklikler yarattigi, hiicre lipit ve yag asidi kompozisyonunda ise degisiklige yol
acmadigr belirlenmistir. Azot eksikligi kloforil-a pigmentini etkilemedigi, fakat

fikobiliproteinlerde bir kayba neden oldugu bulunmustur. Calisma sonucunda
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Pseudanabaena sp.’nin parinarik asit, a-linolenik asit ve - linolenik asit bakimindan

zengin oldugu tespit edilmistir.

Chen ve Zhang (1997) yaptiklar1 ¢alismada; S. platensis kesikli kiiltiirii 30°C’de
tutulmus ve 80-160 pmol m-2 sV de siirekli aydinlanma saglanmistir. Calismada
fotoototrofik kesikli kiiltirde maksimum fikosiyanin iretimi 280 mgL™ olarak

saptanmis ve biyomas yogunlugu 2,0 gL™ olarak belirlenmistir.

Kirkwood vd. (2003), mavi-yesil alg komunitelerinin kagit hamuru ve kagit
atiklarinin aritimindaki fizyolojik 6zelliklerini ve organik kontaminantlart biyolojik
olarak pargalama kapasitelerini belirlemek icin yaptiklar ¢alismada, Pseudanabaena
sp. tirtinii kullanmiglardir. Pseudanabaena sp. asetatli ortamda yeterli biiylime
gosterirken, ortamda glukoz varliginda minimum biliylime goOstermistir.
Pseudanabaena sp. 2,4-diklorofenol ve 3-klorobenzoat akiimiile etmistir fakat

minimum diizeyde karbondioksite mineralizasyon saptanmuistir.

Brownlee vd. (2003) arpa samanin tatli ve aci sularda bulunan fitoplankton ve mavi-
yesil alglere olan etkisini arastirmiglardir. Arpa samanminAnkistrodesmusfalcatus,
Chlorellacapsulata, Isochrysis sp. iiriinlerini azalttigi Cyclotella sp., Prorocentrum
minimum, Pseudanabaena sp. tiirlerinin biiylimesine etkili olmadigi sonucuna

varmigtir.

Liu vd. (2005) Polysiphonia urceolata’dan PE’nin saflagtirilmasi ve ayriminda tek
adimli kromatografi methodunu ¢alismiglardir. Caligma sonuglarina gore saf PE’nin
A565/A280 orani 5,6 ve verim degeri ise %67,33 olarak tespit edilmistir. Yazarlar
tarafindan, yapilan dogal-PAGE ve SDS PAGE analizleri sonucunda elde edilen
PE’nin, diger protein bulasanlarii icermedigi ve bahsedilen methodun ayirim i¢in

etkili bir methot oldugu vurgulanmistir.

Patil vd. (2006) tarafindan S. platensis’den yiiksek saflikta PC eldesine yonelik
yaptiklar1 calismalarinda, ham 6ziitiin saflig1 1,18 olarak bildirilmis, saflastirma

islemi sonras1 saflik 6,69 seviyesine ¢ikarildig: bildirlmistir.

Sekar ve Chandramohan (2008) fikosiyaninin Japonya ve Cin'de sakiz, seker, siit
iriinleri, recel, dondurma, alkolsiiz icecekler gibi gida iirlinlerinde ve kozmetikte
dogal renklendirici olarak kullanildigini bildirmislerdir.
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Tamburact (2009), Pseudanabaena sp.’nin dogal ortamindan (termal su) izole
edilerek laboratuar kosullarinda iiretiminin saglanmasi, en uygun biiylime
kosullarinin belirlenmesi, bu sekilde ticari tiretimi i¢in bir altyap1 olusturulmasini ve
hakkinda yeterince literatiir bulunmayan Pseudanabaena sp. tiirii ile ilgili bilimsel
bir veri tabani olusturulmasini amagladiklar1 ¢alismalarinda, farkli 1s1k yogunluklari,
sicakliklar ve besin ortamlar1 denenerek bu parametrelerin mikroorganizma
iizerindeki etkisi incelenmistir. Uretim sonunda ise toplam yag miktar1, protein

miktar1 ve polisakkarit miktar1 belirlemistir.

Yiiksel vd. (2009), Izmir ili ve ¢evresindeki termal tesislerden elde edilen mavi-yesil
algleri (siyanobakteriler) laboratuar ortaminda izole edip, molekiiler yontemlerle tiir
tayinin de bulunmuslardir. Zeytin dali kaplicalar1, Sifne Termal Otel ve Balgova
Termal Otel olmak ilizere 3 istasyondan elde edilen 4 mavi-yesil alg tiiri,
laboratuarda kiiltiir ortaminda saflastirilarak izole edilmislerdir. Analizler sonucunda
dogrultusunda, 6rneklerden {igliniin Geitlerinema cinsi oldugu diger tiiriin ise kiiltiiri

belirlenmemis tiir oldugu belirtilmistir.

Mishra vd. (2010), deniz mavi-yesil algi Pseudanabaena sp’den elde edilen PE’nin
stabilitesi tizerine 0°C+5°Cve 35°C+5°C’deki sulu soliisyonlarinda sitrik asit, sodyum
Klorid, siikroz ve kalsiyum kloridin etkisini aragtirmiglardir. Calisma sonuglarina
gore 45 giinliik stirede C-fikoeritrin igin en iyi koruyucunun sitrik asit (4 mg/mL)

oldugu bulunmustur.

Moraes vd. (2010) S. platanses’den PC’nin Oziitlenmesi tizerine yaptiklari
caligmalarinda, kurutulmus ve dondurulmus biomasda PC konsantrasyonu 13,20

mg/ml, saflik 0,603 ve verim 82,48 olarak bulunmustur.

Ramos vd. (2010) genisletilmis yatak absorbsiyon kromatografisi kullanarak
Anabaenamarina'dan C-fikosiyaninin biiyiik olgekli izolasyonu ve saflastirmasini
calismislardir. Bu calisma ile genisletilmis yatak absorbsiyon tekniginin biiytlik

miktarlarda C-fikosiyanin eldesinde faydali oldugunu belirlemistir.

Mishra vd. (2011), iki adimli kromatografik metotlar kullanarak denizel
Pseudanabaena sp.’den C-fikoeritrin izolasyonu ve saflagtirmasini yapmislardir.

Saflagtirilan C-fikoeritrinde {iriin miktar1 kuru hiicre agirliginin 13.6 mg/g’1 ile %47
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oraninda tespit edilmistir. Elde edilen yiiksek oranda saflastirilmis C-fikoeritrinin
floresan 6zelliklerinden dolay1 ileride uygulanabilecek biyokimyasal ve biyomedikal

caligmalarda degerlendirilebilecegi sonucuna varilmaistir.

Moraes vd. (2011)’de C-fikosiyaninin gidalarda dogal mavi renk olarak
kullanilabilecegini bildirmislerdir. Calismalarinda basit ve etkili bir yontem olan ve 6
cesidi olan kimyasal ve fiziksel yontemleri kullanmistir. En iyi ekstraksiyon
yonteminin ultrasonik banyoda cam bilyeler ile oldugunun bu yontemin diger
yontemlere gore %56 oranla daha etkili oldugunu ve verimin ise 43.75 mg/g™ olarak

tespit etmistir.

Oguz vd. (2011) tarafindan mavi-yesil alg Spirulina platensis kiiltiirlerinde mevsime
bagli sicaklik ve aydinlanma siddetinin mavi renkli pigment olan C-fikosiyanin ve
protein icerigine etkisini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢aligmada, dis ortam
kosullarinda ve sera igerisinde fiber-glass havuzlarda nisan, temmuz ve eyliil
aylarinda yapilan denemelerde C-fikosiyanin miktar1 sonbahar mevsiminde daha

yiiksek saptanirken, ilkbahar ve yaz mevsiminde diisiik bulunmustur.

Gantar vd. (2012) tath su mavi-yesil algi olan Limnothrix sp. susundan elde edilen
PC’nin antioksidant aktivitesini belirledikleri ¢alismalarinda kuru biomasdan %18

oraninda PC elde edildigi bildirilmistir.

Liu vd., (2012) tarafindan S. platensis’den PC ve APC’nin ayrilmasinda ters akimli
sulu iki faz sistemin etkinligi ¢alisilmiglar, sonu¢ olarak bahsedilen yontem PC ve

APC’nin ayriminda oldukg¢a etkili ve ucuz bir methot oldugu bulunmustur.

Mishra vd. (2012), Pseudanabaena sp.’de bulunan C-fikoeritrin iiretimi {izerine 151k
kalitesinin etkisiyle ilgili arastirmalarinda Kklorofil-a, fikoeritrin, fikosiyanin ve
karotenoid gibi pigmentleri iceren mavi-yesil alglerin farkli 151k modlar1 altinda
kiiltire almiglardir. 16 rRNA gen dizisi esas alindiginda izolat Pseudanabaena
sp.oldugu belirlenmistir. En yiiksek biyokiitle konsantrasyonu beyaz, mavi ve yesil
1s1ikta elde edilmistir. En yiliksek fikoeritrin iiretimi yesil 1sikta gergeklesmistir. Sari
1s1kta ise pigment iiretimi ve biiyiime oraninda 12. glinden sonra diisiis meydana
gelmistir. Pseudanabaena sp.’nin yesil 151k altinda fikoeritrin pigmentinin iiretiminde

daha etkili oldugunu saptamustir.
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Yilmaz vd. (2010) tarafindan farkli tuzlulukta gelisen S. platensis’in yag asit
kompozisyonundaki degisimlerin c¢alisildigi aragtirmalarinda, lipit diizeyinin tuzluluk
artisina paralel olarak artigi, yag asit kompozisyonunda degisimler olustugu, temel
yag asitlerinin palmitik asit, dekanoik asit, gama-linoleik asit, linoleik asit,

palmiteoleik asit ve stearik asit oldugu bildirilmistir.

Sorensen vd. (2013), Galdieriasulp huraria'dan fotosentetik pigment C-fikosiyan
saflagtirillmistir. C-fikosiyanin diger mavi-yesil alg fikosiyanini ile benzer 6zellikler
gosterdigi ve baslangigta diisiik olan saflik derecesi amonyum siilfatla ¢oktiirme, sulu
iki faz ekstraksiyonu, ultrafiltrasyon ve iyon degisim kromatografisi sonrasi

yiikseldigini tespit etmislerdir.

Zili vd. (2015) farkli NaNOs konsantrasyonlari, 151k yogunlugu ve sicaklik
kombinasyonlarinin termofilik Gloeocapsa gelatinosa’nin yag asit kompozisyonu
tizerine etkilerini arastirdigi ¢alismalarinda, dominant doymus 16:0, 18:0 karbonlu,

doymamis ise 18:1n9¢c ve 16:1n7 karbonlu yag asitleri oldugu bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kiiltiirii yapilan tiir

Calismada materyal olarak Denizli 1li, Saraykdy Ilgesi’nde bulunan Umut Termal
Otel’in termal sularindan izole edilmis Ege Universitesi Mikro Alg Kiiltiir
Koleksiyonundan temin edilmis (EGE-MACC 40) BG 11 ortaminda gelistirilmis

Pseudanabaena sp., nin saf kiiltiirii kullanilmigtir.

Sekil 3.1. BG 11 ortaminda gelistirilen Pseudanabaena sp.'nin mikroskop goriintiisii (40x
biiyiitme) (Orjinal)
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3.1.2. Kullamilan tamponlar ve hazirlanisi
3.1.2.1. Sodyum asetat tamponu

0,68 g (5mmol) C,H3NaO,.3H,O (sodyum asetat trihidrat) bir miktar saf su
icerisinde ¢oziinmiis (pH 5) ve lizerine %99,5’lik CH3COOH (glacial asetik asitten)

0,28 mL (5mmol) eklenerek son hacim 1 L’ye tamamlanarak hazirlanmigtir

(Anonim, 2011).
3.1.2.2. Sodyum fosfat tamponu

0,78 g (5mmol) NaH,PO4.2H,O (sodyum dihidrojenfosfat) bir miktar saf su
igerisinde ¢ozilmiis (pH 7) ve tizerine 1,79 g (5mmol) Na,HPO,4.12H,0 (sodyum
hidrojenfosfat) eklenerek son hacim 1 L’ye tamamlanarak hazirlanmistir (Anonim,
2011).

3.1.2.3. Sodyum kloriir tamponu

0,15M i¢in 1 L’ye 8,76 g NaCl (sodyum klortir) tartilip son hacim saf suyla 1 L’ye

tamamlanarak hazirlanmigtir (Anonim, 2011).
3.1.2.4. Kalsiyum kloriir tamponu
0,15M i¢in 1 L’ye 10 g CaCl; (kalsiyum kloriir) tartilip son hacim saf suyla 1 L’ye

tamamlanir (Anonim, 2011).

3.2. Metot

3.2.1. Organizma gelistirme sartlar:

Ege Universitesi Kiiltiir Koleksiyonundan temin edilen Pseudanabaena sp., tiiriiniin
tiretim denemelerinde saf su ile hazirlana JM (Jaworski Ortami) (Cizelge 3.1), BG 11
(Cizelge 3.2), ASN Il (Cizelge 3.3) ortamlariyla birlikte toprak ekstrakti ilave
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edilmis termal su (TS+TE) ve toprak ekstrakti ilave edilmis musluk suyu (MS+TE)

(Cizelge 3.4) olmak lizere 5 farkl: kiiltiir ortami kullanilmistir.

Cizelge 3.1. JM (Jaworski Medium) ortam icerigi ve hazirlanisi
(http://www.ccap.ac.uk/media/documents/JM.pdf)

Stok Stok kimyasallar Her 200 mL’deki Miktar
Q) Ca(NO3),.4H,0 4049
2 KH,PO, 2.48 g
(3) MgS0,.7H,0 10.0¢g
4) NaHCO; 3.18¢g
(5) EDTAFeNa 0.45¢g
EDTANa, 0.45¢g
(6) H3BO; 0.496 g
MnCl,.4H,0 0.278 ¢
(NH;)sM070,4.4H,0 0.20¢g
(7 Cyanocobalamin 0.008 g
Thiamine HCI 0.008 g
Biotin 0.008 g
(8) NaNO; 16.0g
9) Na,HPO,.12H,0 7249

1-9 arasindaki stok soliisyonlardan 1mL alinip saf su ile 1 L tamamlanur.

Cizelge 3.2. BG 11 ortam icerigi ve hazirlams1 (Stanier vd., 1971)

Stok Stok kimyasallar Her Litredeki Miktar:
Q NaNO; 15.0¢
Her 500 mL’deki Miktar1

2 K,HPO, 2.04¢g

3) MgSO,.7H,0 3.75¢g

4 CaCl,.2H20 1.80¢

5) Sitrik asit 0.30¢g

(6) Ammonium ferric citrate green 0.30¢

@) EDTANa, 0.05g

(8) Na,CO4 1.009g

9) 1z metal soliisyonu Her Litredeki Miktar1
H3BO; 2.86¢g
MnCl,.4H,0 181g
ZnS0,.7H,0 0.22g
Na,M00,4.2H,0 0.39¢g
CuS0,4.5H,0 0.08 g
Co(NOs3),.6H,0 0.05¢g

Stok soliisyon 1’den 100 ml

Stok soliisyon 2-8’den 10 ml

Stok soliisyon 9’dan 1ml

1000mL’ye saf su ile tamamlanmis ve 15psi’de 15 dk otoklavlanmustir.
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Cizelge 3.3. ASN III ortam icerigi ve hazirlanisi
(http://www.atcc.org/~/media/D3547D63F887423DAFB39841A5B588B9.ashx)

Stok Stok kimyasallar Her Litredeki Miktari
1) NaCl 25.0¢9
2) MgS0O,.7H,0 359
(3) MgCl,.6H,0 209
(4) CaCl,.2H,0 059
(5) KCI 059
(6) Sitrik asit 3.0mg
@) Ammonium ferric citrate green 3.0mg
(8) EDTA 0.5mg
9) A-5 iz metal soliisyonu 1ml
(10) NaNO; 0,759
(11) K;HPO,4.3H,0 0.75¢
(12) Na,CO3 0.02¢g
(13) Vit B12 10.0 mcf
(14) Deiyonize saf su 1000 ml
iz metal soliisyonu icerigi Her Litredeki Miktari
1) H3BO; 2.86¢g
2 MnCl,.4H,0 181g
3) ZnS0,.7H,0 0.222¢g
4 Na,M00,.2H,0 0.039¢
(5) CuS0,.5H,0 0.079¢g
(6) Co(NOs),.6H,0 0.049¢
) Deiyonize saf su 1000 ml

Cizelge 3.4. Toprak ekstresi ilavesiyle hazirlanan termal su (TS+TE) ve toprak ekstresi ilaveli
musluk suyu (MS+TE) ortamlarinin igerigi ve hazirlams1 (Cirik ve Gékpinar, 2006)

Stok Stok kimyasallar Her 1000 mL’deki Miktar:
1) NaNO; 0,375¢g

(2) Na,HPO,.12H,0 0,029

3) Ammonium ferric citrate green 0,0075 g

4) Toprak ekstrati 25 ml

(5) Termal su / Cesme suyu 1000 ml

Uretim ¢aligmasinda kullanilan termal su ve gesme suyu olasi kontaminasyonlardan
ve bulaniklik olusturan kirlilikten arindirmak i¢in kaba filtre kdgidindan siiziildiikten
sonra kullanilmigtir. Toprak ekstresinin eldesin de termal turba ¢amuru kullanilmas,
200 g turba camuru 1L saf su ile karistirilmig, 105°C’de otoklavda 1 saat tutulmus,
oda sicakliginda sogutulmus, ayni islem tekrarlanmis, kaba filtre kagid ile siiziilmiis
ve stiziintii 1 L’ye saf su ile tamamlanmig, 121°C’de 20 dk otoklavlandiktan sonra

oda sicakliginda sogutulmustur (Provasoli vd., 1957).
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Pseudanabaean sp. susunun laboratuarda elde edilen kiiltiiriinde, ilk asamada deney
tipleri kullanilmig takiben 50 mL’lik ve 250 mL’lik Duran Schott marka
otoklavlanabilen siseler kullanilmistir. Tir deney tiipleri iginde 30°C oda
sicakliginda, beyaz 1sik veren tasarruflu ampuller (Fujika 20W) altinda 14 saat
aydinlik 10 saat karanlik ortam sartlarinda gelistirilmistir (Sekil 3.2). Uygun hiicre
yogunluguna ulasilinca deney tiliplerindeki ornekler 50 mL’lik otoklavlanmig
sizdirmaz kapakli seffaf siselere aktarilmis ve ayni ortam sartlarinda 100 rpm hizda
calisan orbital calkalayicida tutularak ornekler ¢ogaltilmistir. Takiben 6rnekler ayni
sartlarda 250 mL’lik otoklavlanabilen siselerde gelistirilmistir. Bu asamadan sonra
ornekler otoklavlanmis, kapak kisminda hava girisi bulunan 1000 mL’lik seffaf
deney tiiplerine aktarilmis ve giin boyu hava pompasi ile hava verilerek gelisimleri
izlenmistir (Sekil 3.3). Havalandirmali ortamdaki 6rnekler giin icerisinde en az 3 kez
iyice ¢alkalanarak ¢okmenin oniine gegilmistir. Yogun iiretim asamasinda ise 5000
mL’lik kapaklariyla otoklavlanabilen seffaf siseler kullanilmistir. Uretim asamasinda
kontaminasyonlarin oniline ge¢mek amaciyla ortamlar, deney tiipleri, kapaklariyla
birlikte seffaf siseler ve havalandirmada kullanilan 2 mL’lik pipetler her asamada

121°C’de 15 dk otoklavlanarak sterilize edilmistir.

[

Sekil 3.2. JM ve BG 11 ortamlarinda iiretilmis 6rnekler (Orjinal)
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Sekil 3.3. Yogun iiretime alinms alg 6rnekleri (Orjinal)

3.2.2. Pseudanabaena sp.’nin biiyiime egrisinin hesaplanmasi

3.2.2.1. Kuru agiwrlik 6l¢iimii

Farkli gelistirme ortamlarinda ¢ogaltilan 6rneklerde kuru agirlik Ol¢limiinde sabit
tarttima getirilmis (1 saat 105°C’) Whatman GF/C filtreler (0,45pum, 47mm)
kullanilmistir. Steril sartlarda tiretim ortamindan alinan 10 mL’lik 6rnekler GF/C
filtrelerden siiziildiikten sonra tekrar etiivde 1 saat kurutularak sabit tartima
getirilmistir (Sekil 3.4). Her bir iiretim seti i¢in dort paralel tekrar kurulmus, 6l¢iim

alinmis ve ortalama degerler sonug olarak kullanilmistir.
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Sekil 3.4. Orneklerin siiziilmesi ve tartimi (Orijinal)

3.2.2.2. Spektrofotometrik olgiimler

Pseudanabaena sp.’nin pik verdigi dalga boyu olan 590 nm’de &lgiimler yapilmistir
(Sekil 3.5). Her bir iiretim seti igin dort paralel tekrar kurulmus, 6l¢iim alinmis ve

ortalama degerler sonug olarak kullanilmistir.
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Sekil 3.5. Spektrofotometrede optik yogunlugun él¢iilmesi (Orijinal)

3.2.2.3. pH élgiimii

Hanna marka masa iistii pH metre ile tiretim denemeleri boyunca giinliik dl¢timler

yapilarak pH degisimi siirekli olarak takip edilmistir.

3.2.3. Fikobiliproteinlerin oziitlenmesi

Farkli ortamlarinda yogun tiretim sonucu elde edilen Pseudanabaena sp. ornekleri
0,20p goz acikligindaki plankton bezinden siiziilerek hasat edilmistir. Hasat sonra
yas ornekler saf sudan gegirilerek iyice temizlenmistir. Yas mavi-yesil alg 6rnekleri
liyofilize (Virtis 6K, USA) edildikten sonra fikobiliproteinlerin oziitlenmesine
(ekstraksiyonu) gegilmistir. Oziitleme islemi ultrasonik banyo (Elmosinic, Elma
S120H, Almanya) kullanilarak gerceklestirilmistir. YOntemin optimizasyonu ig¢in
farkli tamponlar, 6ziitleme siireleri ve 6n islemler kullanilarak en ideal yontem

belirlenmistir.
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3.2.3.1. Oziitlemede optimum tampon ve siirenin belirlenmesi

Ultrasonik banyo ile o6ziitlemede en ideal tampon ¢ozeltisini belirlemek amaciyla
Silveira vd., (2007)’de bildirilen; saf su, 10mM’lik fosfat tamponu (pH 7), 10mM’lik
sodyum asetat tamponu (pH 5), 0,15M’lik sodyum kloriir tamponu ve kalsiyum
kloriir tamponu (10 g/L CaCly) kullanilmstir.

On calismada, BG 11 ortaminda iiretildikten sonra liyofilize edilmis 0,1 g &rnek
hassas sekilde tartilmig, lizerine 25 mL ekstarksiyon c¢ozeltisi ilave edilmis ve
vortekslenmistir. Tiipler ultrasonik banyoda 4 saat homojenize edilmis ve
homojenizasyon islemi sirasinda her saat basi Ornekler banyodan ¢ikartilmas,
fikobiliprotein iceriginin tespiti i¢in UV-VIS spektrofotometre ile optik yogunluklar

Olclilmiistiir.

Takip eden calismada ise BG 11 ortaminda iiretildikten sonra liyofilize edilmis 0,1 g
ornek hassas sekilde tartilmis, lizerine 25 mL ekstarksiyon ¢ozeltisi ilave edilmis ve
vortekslenmistir. Tipler, buz akiileriyle sogutularak sicakligin 30°C’nin istiine
cikmast engellenerek ultrasonik banyoda 3 saat homojenize edilmis ve
homojenizasyon islemi sirasinda her 20 dk’da oOrnekler ultrasonik banyodan
cikartilmig, 8 000 x g’de santrifiij (Hanil 22K, Kore) edildikten sonra alinan
stipernatantlar fikobiliprotein igeriginin tespiti UV-VIS spektrofotometrede optik
yogunluklar Olciilmiistiir. Takiben Ornekler liyofilize edilerek buzdolabinda
saklanmistir (Sekil 3.6).

Al / al

Sekil 3.6. Fikosiyaninin s1v1 ve liyofilize edilmis goriintiisii (Orijinal)
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3.2.3.2. Fikobilibroteinlerin hesaplanmasi

Liyofilize Pseudanabaena sp.’nin fikobiliproteinlerin hesaplanmasinda Bennett ve
Bogorad (1973)’in bildirdigi esitlikler kullanilmistir. Liyofilize mavi-yesil alg
orneklerinin ekstraktlar1 8 000 x g’de santrifiij (Hanil 22K, Kore) edildikten sonra
alinan siipernatantlar UV-VIS spektrofotometrede (PG Instruments, T80 UV-VIS
Spektrofotometre) fikobiliproteinlerin maksimum optik yogunluk gosterdigi dalga
boylarinda ki (280, 561, 620 ve 652 nm) absorbanslar1 kore karsi 6l¢iilmiis ve elde
edilen verilerden PC, APC ve PE igerikleri (mg/mL), verim (mg/g) ve safliklar
hesaplanmistir. Ekstrakte edilen sonunda bitirilmis ve asagidaki denklemler
kullanilarak fikosiyanin (PC), fikoeritrin (PE) ve allofikosiyanin (APC) igerikleri
hesaplanmaistir. Patil vd., (2008) tarafindan bildirildigi gibi PC, APC ve PE’nin saflik
dereceleri maksimum absorbans gosterdigi degerlerin, toplam proteinlerin absorbans
degerine boliimiiyle elde edilmistir (ODg2o/OD2gy, ODgs2/OD2gy, ODs6/OD2g). PC,
APC ve PE’nin eckstarksiyon verimi ise sirasiyla 4., 5. ve 6. esitliklerden

hesaplanmuistir .

PC (mg/mL) = (ODg15-0,474(0Dgs,)/5,34

APC (mg/mL) = (ODgs-0,208 X ODg15)/5,09

PE (mg/mL) = (ODse2-(2,41XPC)-(0,849xAPC))/9.62

PC verim (mg/g) =[PC (mg/ml) x V]/ liyofilize biomas (g)
APC verim (mg/g) =[APC (mg/ml) x V]/ liyofilize biomas (g)

o g~ w Db PE

PE verim (mg/g) =[PC (mg/ml) x ]/ liyofilize biomas (g)

3.2.4. Esansiyel yag asit analizleri

3.2.4.1. Mavi-yesil alg’in metillenmesi ve analize hazirlanmasi

Mavi-yesil alg petrol eteri: kloroform (80:20) ¢oziicii karisimi ile 3 kez oda
sartlarinda  Oziitlenmistir. Ug  ekstre birlestirilmis ve ¢dziiclisii  vakumda
uzaklagtirilarak kurutulmustur. Kurutulan alg ekstresi (250 mg) 25 mL’lik deney
tiiptine alinmis ve tizerine 10 mL petrol eteri eklenmistir. Tipler 5 dk karistirildiktan

sonra lizerine 1.0 mL NaOH ve 1.0 mL BF3:metanol reaktifi ilave edilmistir. Tiipiin
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agz1 kapatilarak 1 dk boyunca karigtirllmig ve 25 mL’ye doymus NaCl ile
tamamlanmistir. Ayirma hunisine alinan karisim hekzan ile ekstre edilerek
metillenmis karisim elde edilmistir. Daha sonra, hekzan rotary evaparator kullanarak
vakum altinda ugurulmustur. 20 mg/mL konsantrasyonda metillenmis ekstre hekzan
ile ¢oziilerek, Macherey-Nagel Chromafil Xtra PTFE-20/25 0.20 um filtreden
stiziilmiis ve GC ve GC/MSD cihazlarina 0,2’ser uL enjekte edilmistir.

3.2.4.2. Gaz kromotografi (GC) analizi

Alg ornekleri Shimadzu GC-17A marka gaz kromatografisi kullanilarak analiz
edilmistir. Bilesenlerinin % miktarlar1 gaz kromatogrami kullanilarak Class GC10
programi ile hesaplanmistir. Ayrica bilesenlerin alikonulma siireleri géz Oniine
almarak ve Kovats indeks degerleri hesaplanarak karakterizasyon desteklenmistir.
Buna ilave olarak ayni sartlarda referans maddeler kolonda yiiriitiilmiis ve
alikonulma zamanlari ile karsilastirilmistir. Referans olarak kullanilan bilesiklerle alg

aynt kosullarda yiiriitiilerek pik cakistirma yontemi ile bilesenlerin yapilar

aydmlatilmistir.
Cizelge 3.5. GC analiz sartlan
Kolon DB-1 kapiler kolon (30 m x 0.25mm, ID 0.25um)
Dedektor FID
Tasiyic1 Gaz He
Yakici1 Gazlar Yiiksek saflikta (%99.999) kuru hava ve hidrojen
Enjeksiyon sicakligt | 250°C
Kolon sicaklig1 Firm sicakligi 100°C de 5 dakika bekletildi. Daha sonra 238°C ye 3°C/dk
hizla cikarildi ve 238°C’de 9 dakika bekletildi
Dedektor sicaklign 270°C
Split orani 1:20
Enjeksiyon miktar1 0.2ul

3.2.4.3. Gaz kromotografisi kiitle spektroskopisi (GC/MS) analizi

Metillenen alg ekstresi bilesenlerinin karekterizasyonu igin ion trap analizorlii Varian
2100 GC-MSD ve bilesenlerin aydinlatilmasinda Nist 2008 kiitiiphane verileri
kullanilmistir. Ayrica bilesenlerin alikonulma siireleri géz oniine alinarak ve kovats
indeks degerleri hesaplanarak karakterizasyon desteklenmistir. Buna ilave olarak
ayni sartlarda standart maddeler kolonda yiiriitiilmiis ve alikonulma zamanlari ile alg

ekstresi bilesenleri karsilastirilmistir.
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Cizelge 3.6. GC-MS analiz sartlar

Kolon DB-1 kapiler kolon (30 m x 0.25mm, ID 0.25um)

Tasiyic1 Gaz He

Enjeksiyon sicaklip1 250°C

Kolon sicaklig: Firm sicaklig1 100°C de 5 dakika bekletildi. 238°C’ ye 3°C/dk hizla
cikarildi ve 238°C°de 9 dakika bekletildi.

Split Orani 1:50

Iyon Kaynap sicakligi | 150 °C

Elektron enerjisi 70 eV

Kiitle aralig1 28-650 m/z

Scan araligi 0.01

Enjeksiyon miktari 0.2uL

3.2.5. istatistiki analizler

Tiim denemeler 4 tekrarli galismis olup analiz sonuglart ortalamalar ve standart
sapma ile birlikte verilmistir. Elde edilen analiz verileri SPSS 20,0 paket
programinda tek yollu varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmus ve énemli goriilen
varyans kaynaklarinda Duncun testi uygulanmistir. Istatistiki analizlerde %95°lik

giiven seviyesine gore yapilmistir (p<0.05).
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4.1. Optik Dansitite Ol¢iim Sonuclar

4 BULGULAR

Calismada kullanilan deneme gruplarinin 590 nm’deki dalga boylarimin optik

yogunluk ol¢ciim sonuglart Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1°de verilmistir. Deneme

baslangicinda optik yogunluk 6l¢lim sonuglarima gdéreen yogun ortam TS+TE,en

diisiik ise JM ortami olarak belirlenmistir. Optik yogunluk bakimindandeneme

baslangicinda en diisiik olan BG 11 ortamu, istatistiki olarak 6nemli (p>0,05) artigla

12. giinde en yliksek yogunluga ulagmistir. 1. glinde en yliksek olan TS+TE ortami

ise istatistiki olarak Onemli (p>0,05) artis gostermekle birlikte 16. giine kadar

gelisimini siirdiirerek yogunlugu yaklagik 1,40 seviyesine kadar yiikseldigi tespit

edilmistir.

Cizelge 4.1. Deneme gruplariin 590 dalga boyundaki optik yogunluk dl¢iim sonuclar:

Gelisim Ortamlari
ASN 111 BG 11 M CS+TE TS+TE
Giin |  QRTiS.8.* ORTZS.8.* ORT4S.8.* ORT4S.8.* ORT4S.8.*
1. 0,241+0,008" 0,159+0,014% | 0,009+0,006°" | 0,238+0,004™ | 0,247+0,005™"
2. 0,460+£0,048" | 0,399+0,0425" | 0,007+0,003°" | 0,326+0,006% | 0,327+0,006°™
3. 0,735+0,011™ 0,320+0,006™" | 0,021+0,007%" | 0,433+0,008% | 0,414+0,006'
4. 0,831£0,017°" | 0,479+0,007°% | 0,058+0,007%" | 0,592+0,016%" | 0,538+0,008%
5. | 0,897+0,024" 0,643+0,0165" | 0,152+0,012°" | 0,634+0,006%" | 0,571+0,011%
6. 0,935+0,0274f 0,802+0,009%¢ | 0,354+0,0185%® | 0,691+0,008¢ | 0,659+0,003"
7. 0,993+0,017%¢ | 0,907+0,0155% | 0,591+0,0235¢ | 0,743+0,011°" | 0,704+0,009""
8. | 1,093+0,013" | 0,979+0,267°% | 0,745+0,035*° | 0,803+0,014%° | 0,779+0,013°"
9. 1,086+0,0155¢ 1,167+0,015° | 0,800+0,056°™ | 0,810+0,009% | 0,873+0,012°
10. | 1,123+0,0255 1,292+0,011%° | 0,911+0,139° | 0,871+0,012°° | 0,936+0,006°"
11. | 1,155+0,020%° | 1,396+0,027°% | 0,932+0,177°° | 0,936+0,005%° | 1,074+0,024%
12. | 1,238+0,013"%% | 1,507+0,016™ | 1,347+0,648"% | 0,941+0,016% | 1,129+0,024"5¢
13. 0,942+0,014%¢ | 1,143+0,009"
14. 0,979+0,007%° | 1,211+0,011%°
15. 0,947+0,0075¢ | 1,265+0,014"°
16. 1,030+0,011%% | 1,397+0,011%

*Sonuglar 4 tekrarli analizlerin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir. Giinlere bagh olarak ayni siitunda farkl kiigiik
harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik istatistiki olarak 6nemlidir (P<0,05). Gelisim ortamlari arasinda giinlere
bagl ayni satirda farkli biiyiik harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik istatistiki olarak énemlidir (P<0,05).
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Sekil 4.1. Deneme gruplarinin 590 dalga boyundaki optik yogunluk 6l¢iim sonuglar:

4.2. Kuru Agirhk Olciim Sonuclar:

Kuru agirlik artisinda; deneme baslangicinda gelisim ortamlarinin i¢cinde ASN 111
ortaminin degeri 6nemli (p>0,05) oranda yiiksek bulunmustur. Deneme sonuna kadar
yapilan Olglim sonuglarina gore; ASN III ortami harig, diger tim gelisim
ortamlarinda kismen diizenli artiglar (p>0,05) goriilmiistiir (Cizelge 4.2). 12. giiniin
sonunda en fazla artis ASN III ortaminda belirlenmistir (Sekil 4.2).
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Cizelge 4.2. Kuru agirlik 6l¢iim sonuclari (g/L)

Gelisim Ortamlari

ASN I11 BG 11 JM CS+TE TS+TE
GUN| ORT=S.S.* ORT=S.S.* ORT=S.S.* ORT=S.S.* ORT=S.S.*
1 1,058+0,260”° | 0,228+0,099%% | 0,052+0,015%¢ | 0,065+0,006% | 0,077+0,030%
2 0,535+0,459"" | 0,180+0,050%° | 0,045+0,058%° | 0,090+0,0295" | 0,138+0,075°"
3 1,410+0,164"° | 0,313+0,057%°% | 0,045+0,017%° | 0,107+0,089°™ | 0,218+0,1475"
4 1,218+0,181°% | 0,358+0,120%% | 0,053+0,033%® | 0,113+0,034°™ | 0,300+0,0085™
5 1,243+0,071°%° | 0,425+0,0575%¢ | 0,045+0,013%° | 0,163+0,056°" | 0,228+0,095%"
6 1,403+0,121°% | 0,323+0,0995® | 0,073+0,013%° | 0,193+0,103%9 | 0,258+0,1695"
7 1,700+0,130" | 0,630+0,042%° | 0,168+0,025°" | 0,358+0,059" | 0,398+0,053
8 1,080+0,144%% | 0,645+0,133%° | 0,230+0,018° | 0,338+0,050°°" | 0,408+0,025
9 1,490+0,141°% | 0,585+0,051%° | 0,243+0,013°° | 0,418+0,029°® | 0,515+0,0775
10 1,588+0,198"" | 0,630+0,105%° | 0,323+0,079%° | 0,500+0,0245® | 0,550+0,0395%
11 1,683+0,215"° | 0,850+0,082% | 0,338+0,043° | 0,425+0,079°P%® | 0,592+0,083°°%
12 2,763+0,195% | 0,915+0,169%% | 0,405+0,076* | 0,503+0,026°™ | 0,687+0,054°
13 0,468+0,0405° | 0,610+0,070°°%
14 0,415+0,0425%" | 0,660:0,048""*
15 0,510+0,0225° | 0,765+0,066"%
16 0,703+0,050%% | 0,835+0,093"

*Sonuglar 4 tekrarl analizlerin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir. Giinlere baglh olarak ayni siitunda farkl kiigiik
harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik istatistiki olarak onemlidir (P<0,05). Gelisim ortamlar1 arasinda giinlere
bagli ayni satirda farkli biiyiik harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik istatistiki olarak 6nemlidir (P<0,05).
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Sekil 4.2. Kuru agirhik dl¢iim sonuglari
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4.3. Deneme Gruplarinin pH Degeri Ol¢iim Sonuclar

Yapilan pH 6l¢lim sonuglarina gore 1.giinde 3 farkli gelisim ortaminda (ASN 111, BG
11, JM) pH 7-8 arasinda, diger iki ortamda ise kalan 2 grupta ise hemen 9’un iistiinde
Olglilmiistiir. Denemenin 7. giinline gelindiginde pH degeri ASN IlI, BG 11, JM
gruplarinda 6nemli (p>0,05) artislarla pH 10’un tizerine ¢iktig1 goriilmiistiir. Gelisim
gruplariin tamaminda en diisiik pH 2.giinde 7,30 ile ASN III ortaminda, en yiiksek
ise 7. ginde 10,18 ile JM ortaminda Slgiilmiistiir. CS+TE ve TS+TE ortamlarinda
yapilan 16 giinliik pH 6l¢iim sonuglarina gore istatistiki olarak 6nemli (p>0,05)
olmakla birlikte kismen ¢ok kiiciik dalgalanmalar gosterdigi saptanmigtir. BG 11
ortaminda pH degeri baslangigta 7,79 iken7. giinde istatistiki olarak 6nemli (p>0,05)
artigla 10,08’e ve 12. giinde ise énemli (p>0,05) diisiisle 9,36 oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 4.3, Sekil 4.3).

Cizelge 4.3. Deneme gruplariin pH degeri 6l¢iim sonuclar:

Gelisim Ortamlari
ASN 111 BG 11 IM CS+TE TS+TE
Giin | ORT#S.S.* ORT+S.S.* ORT4S.S.* ORT4S.S.* ORT+S.S.*
1 7,310,045 7,79+0,01¢ 7,55+0,01%¢ 9,090,025 9,25+0,014
2 7,300,045 7,9240,02°% 7,60+0,02°¢ 9,05+0,015f 9,34+0,00™
3 7,85+0,08°" 8,14+0,02% 7,660,045 9,110,025 9,41+0,01"9
4 9,41+0,005° 8,94+0,09 8,05+0,05"" 9,48+0,01"° 9,51+0,014%
5 | 10,16+0,07° 9,880,255 8,780,025 9,17+0,00°° 9,47+0,01°f
6 | 10,06:0,01°° 9,92+0,51%2 9,79+0,03"° 8,97+0,02° 9,380,015
7 | 10,12£0,02°% | 10,08+0,35" 10,18+0,13"2 9,05+0,01f 9,42+0,0059
8 | 9,19+0,11°%¢ | 9,29+0,02"5° 9,22+0,35"8¢ 9,02+0,0159" 9,38+0,01°"
9 | 9,10+0,07°* 9,21+0,015 8,66+0,15°% 9,06+0,01° 9,37+0,014"
10 | 9,08+0,10% 9,30+0,015° 8,51+0,03"° 9,04+0,00°™ 9,42+0,01°9
11 | 9,00+0,01°% 9,420,025 8,67+0,025% 9,13+0,01¢ 9,540,012
12 | 8,91+0,08%° 9,360,035 8,68+0,015% 9,01+0,01" 9,500,017
13 9,070,005 9,48+0,02°%
14 9,06+0,0B* 9,49+0,014%
15 9,01+0,01°" 9,46+0,01f
16 9,040,015 9,5240,00"°

*Sonuglar 4 tekrarl analizlerin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir. Gilinlere bagl olarak ayni siitunda farkl kiigiik
harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik istatistiki olarak 6nemlidir (P<0,05). Gelisim ortamlari arasinda giinlere

bagl ayni satirda farkli biiyiik harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik istatistiki olarak énemlidir (P<0,05).
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Sekil 4.3. Deneme gruplarinin pH degeri 6l¢iim sonuglari

4.4. PC I¢eriginin Oziitleme Tamponuna Bagh Saatlik Degisimi

Ultrasonik banyoda PC’nin 6ziitlenmesinde kullanilan tamponun tiirline ve siireye
bagli olarak yapilan analiz sonuglarina gore PC verimi, 1.saatte en diisik (mg/g)
CaCl, tamponunda belirlenmisken, en yiiksek (p>0,05) miktar sodyum fosfat
tamponunda tespit edilmistir. Oziitleme siiresi arttik¢a kullanilan tiim tamponlarda da
verim degeri Onemli (p>0,05) azaliglar gosterdigi saptanmistir (Cizelge 4.4).
Oziitleme sonucunda elde edilen PC’nin saflik degeri incelendigi zaman en yiiksek
deger sodyum fosfat tamponundan 1. saatte bulunmustur. Tim tamponlar genel
olarak degerlendirildiginde hem tampon cesidi hem de siire bazinda saf su ve
sodyum fosfat tamponlarinda en yiiksek igerik ve verim degerlerinin elde edildigi

goriilmektedir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. PC iceriginin oziitleme tamponuna bagh saatlik degisimi

PC

SAAT
TAMPON 1 5 3 4

PC=S.S.* PC=S.S.* PC=S.S.* PC+S.S.*
S (mg/ml) 0,177+0,001" | 0,052+0,001%* | 0,050+0,004%* | 0,040+0,000°
% (mg/g) 44,283+0,154"° | 12,915+0,349%* | 12,395+0,899% | 10,043+0,101
(A620/A280) | 0,485+0,001"" | 0,156+0,003% | 0,167+0,006% | 0,144+0,002
N (mg/ml) 0,067+0,001"* | 0,006+0,001° | 0,023+0,015% | 0,017+0,0035
% (mg/g) 16,770+0,228"" | 1,495+0,235%" | 5,683+3,643% | 4,267+0,652°"
(A620/A280) | 0,309+0,002" | 0,054+0,006%° | 0,102+0,0465* | 0,086+0,0115
£ o (mg/ml) 0,184+0,003" | 0,027+0,005%° | 0,035+0,001%° | 0,033+0,001%
§ E (mg/g) 46,084+0,822™° | 6,726+1,209° | 8,673+0,200°° | 8,149+0,240"
i (A620/A280) | 0,537+0,002° | 0,102+0,001° | 0,121+0,003%" | 0,117+0,003%
£ = (mg/ml) 0,080+0,005*° | 0,017+0,001%° | 0,017+0,001%° | 0,016+0,001%°
g g (mg/g) 19,973+1,174°° | 4,233+0,127%° | 4,358+0,152°° | 3,885+0,160"
(A620/A280) | 0,323+0,002°° | 0,065+0,002°° | 0,081+0,0025 | 0,070::0,00°°
B (mg/ml) 0,070+£0,002** | 0,018+0,001° | 0,017+0,001°° | 0,020+0,000%
§ (mg/g) 17,397+0,53°" | 4,593+0,3315° | 4,253+0,217°° | 5,039+0,104%
(AB620/A280) | 0,239+0,005"° | 0,099+0,006% | 0,066+0,003>" | 0,077+0,001¢

*Sonuglar 4 tekrarh yapilan analizlerin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir. Ayni satirda farkli biiyiik harf ve ayni

stitunda farkl kiigiik harf alan ortalamalar arasindaki farklilik istatistiki olarak dnemlidir (P<0,05).

4.5. APC iceriginin Oziitleme Tamponuna Bagh Saatlik Degisimi

Ultrasonik banyoda APC’nin 6ziitlenmesinde kullanilan tamponun tiiriine ve siireye

bagli olarak yapilan analiz sonuglarina gére APC verimi (mg/g) 1.saatte en yiiksek

saf su tamponunda takiben sirasiyla; sodyum fosfat ve NaCl tamponlarinda

belirlenmistir. Verim (mg/g) degeri, CaCl, tamponunda ise diger tamponlardan

onemli (p>0,05) oranda diisiik bulunmustur. ilerleyen saatlerde tiim tamponlarda ¢ok

belirgin bir diisiis goriilmemektedir. Saflik acisindan bakildiginda en yiiksek safliga

sahip Uriiniin 1. saatte saf su tamponundan elde edildigini, en diisiik safliga sahip

irlinilin ise 4. saatte sodyum asetat tamponunda oldugu saptanmustir.

32




Cizelge 4.5. APC iceriginin oziitleme tamponuna bagh saatlik degisimi

SAAT
1 2 3 4

TAMPON APC4S.8.* APC4S.S.* APC4S.8.* APC4S.8.*
S (mg/ml) 0,080+0,001% | 0,047+0,002%* | 0,056+0,011%* | 0,051+0,001%*
% (mg/g) 19,956+0,244"° | 11,626+0,448% | 13,898+2,875%* | 12,729+0,132°
(A652/A280) | 0,257+0,002”* | 0,118+0,003® | 0,142+0,023%* | 0,130+0,002%
| (mg/mI) 0,014+0,001% | 0,007+0,001°° | 0,016+0,004%" | 0,021+0,004"
% (mg/g) 3,513+0,258% | 1,688+0,266" | 3,885+1,009°" | 5,267+0,881"°
O (AB52/A280) | 0,115+0,003"° | 0,046+0,005°° | 0,067+0,004° | 0,076+0,010%
< 3 (mg/ml) 0,054+0,003" | 0,034+0,009%° | 0,038+0,001% | 0,038+0,001%"
% E (mg/g) 13,541+0,694™" | 8,394+2,340%° | 9,596+0,283%° | 9,379+0,334"°
4 (A652/A280) | 0,231+0,004" | 0,091+0,021%° | 0,101+0,003%° | 0,100+0,003%°
£ = (mg/ml) 0,023+0,005"" | 0,021+0,001*° | 0,010+0,001%® | 0,010+0,002%
g g (mg/g) 5,625+1,312"° | 5,319+0,160"° | 2,403+0,134%° | 2,539+0,396
(AB652/A280) | 0,136+0,010°% | 0,059+0,002% | 0,047+0,002°" | 0,045+0,005°
B (mg/ml) 0,048+0,002°° | 0,010£0,002° | 0,022+0,001°° | 0,027+0,001%
§ (mg/g) 12,120+0,617°° | 2,584+0,440°° | 5,602+0,302°° | 6,781+0,165%
(AB652/A280) | 0,158+0,005"° | 0,059+0,006°° | 0,060+0,003°® | 0,072+0,0015°

*Sonuglar 4 tekrarl1 yapilan analizlerin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir. Ayni satirda farkl biiyiik harf ve ayni

stitunda farkl kiigiik harf alan ortalamalar arasindaki farklilik istatistiki olarak onemlidir (P<0,05).

4.6. PE Igeriginin Oziitleme Tamponuna Bagh Saatlik Degisimi

Yapilan caligma sonuglarina gore, fikoeritrin verimi (mg/g) igin en yiiksek deger
ultrasonik banyoda 6ziitlemenin 3. saatinde saf su tamponunda (6,804 mg/g) oldugu
belirlenmistir. Sodyum fosfat tamponu ile ultrasonik banyoda 6ziitleme sirasinda
Oziitlemenin 3. saatine kadar siireye bagli olarak Onemli (p<0,05) artislar
saptanmistir. Saflik agisindan kiyaslandiginda ise en yiiksek degerlerin saf su ve

sodyum fosfat tamponlarinda oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. PE iceriginin o6ziitleme tamponuna bagh saatlik degisimi

SAAT
1 2 3 4

TAMPON PE+S.S.* PE+S.S.* PE+S.S.* PE+S.S.*
5 (mg/ml) 0,016+0,001°* | 0,021£0,001°* | 0,027+0,001** | 0,023+0,000%*
E (mg/g) 4,102+0,126™® | 5,218+0,202°* | 6,804+0,335"% | 5,794+0,056%
(A561/A280) | 0,251+0,002° | 0,132+0,003%* | 0,162+0,006* | 0,140+0,002°
N (mg/ml) 0,005+0,001°° | 0,004+0,001°° | 0,009+0,004% | 0,013+0,002"°
g (mg/g) 1,355+0,139%" | 1,055+0,168" | 2,327+0,990°%° | 3,306+0,502"°
(A561/A280) | 0,160+0,004"" | 0,062+0,007°° | 0,091+0,005%° | 0,101+0,012°°
& £ (mg/ml) 0,009+0,001<° | 0,016+0,000%° | 0,021x0,001*° | 0,021+0,001"
% E (mg/g) 2,170+0,314°° | 3,948+0,094%° | 5,374+0,137"° | 5,194+0,162""
R (A561/A280) | 0,249+0,005"* | 0,100+0,002%° | 0,126+0,003%° | 0,124+0,003%"
» (mg/ml) 0,005+0,003% | 0,013+0,000" | 0,005+0,000% | 0,006+0,001%
§‘ 5 (mg/g) 1,309+0,710% | 3,180+0,077"° | 1,165+0,081% | 1,466+0,151°
? (A561/A280) | 0,158+0,013"" | 0,075+0,0025%° | 0,059+0,002°¢ | 0,060+0,004
B (mg/ml) 0,014+0,001% | 0,005+0,001°" | 0,013+0,001%° | 0,016+0,000*
§ (mglg) 3,531+0,268%" | 1,259+0,244° | 3,358+0,162°° | 3,889+0,082"°
(A561/A280) | 0,152+0,005"" | 0,074+0,007°° | 0,077+0,003°" | 0,089+0,0015°

* Sonuglar 4 tekrarl yapilan analizlerin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir. Ayni satirda farkli biiyiik harf ve ayni
siitunda farkli kiigiik harf alan ortalamalar arasindaki farklilik istatistiki olarak 6nemlidir (P<0,05).

4.7. PC i¢eriginin Oziitleme Tamponuna Bagh Dakikalik Degisimi

PC igerigine yonelik yapilan analiz sonuglarina gore, ultrasonik banyoda oziitleme
isleminde kullanilan tim tampon gruplarinda 20. dk’dan 180. dk’ya kadar PC
iceriginde (mg/mL) 6nemli artiglar (p<<0,05) belirlenmis olmakla birlikte en yiiksek
degerler saf su ve sodyum fosfat tamponu ile 6ziitlenmis 6rneklerde tespit edilmistir.
En diistik PC icerik ve verim degerleri kalsiyum kloriir tamponunda belirlenmis
olmasina ragmen en yliksek saflik bu tamponda, 6ziitlemenin 100. dk.’da 1,219

olarak belirlenmistir (Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. PC iceriginin oziitleme tamponuna bagh dakikahk degisimi

. TAMPONLAR
% Saf Su CaCl, Sodyum Fosfat | Sodyum Asetat NaCl
PCS.S.* PCS.S.* PCS.S.* PCS.S.* PCS.S.*
(mg/ml) 0,274+0,009° | 0,128+0,010°°" | 0,116+0,009%° | 0,039+0,002°" | 0,142+0,021°
Q| (mglg) 68,546+2,248"° | 32,105+2,622°°" | 28,903+2,192°° | 9,650+0,418°" | 35,588+5,373°
(AB620/A280) | 0,854+0,0095" | 0,968+0,022”¢ | 0,674+0,015%9 | 0,415+0,002%° | 0,724-+0,020%
(mg/ml) 0,301+0,002°° | 0,177+0,004%% | 0,16120,019%" | 0,041%0,000% | 0,174+0,020%
2| (mglg) 75,187+0,571°° | 44,369+1,092%° | 40,196+4,8535%" | 10,343+0,078%° | 43,560+5,116°°
(A620/A280) | 0,952+0,015%¢ | 1,097+0,010" | 0,751£0,032%" | 0,427+0,002°% | 0,736+0,035
(mg/ml) 0,325+0,005"° | 0,205+0,005% | 0,202+0,020%¢ | 0,043+0,000° | 0,203+0,013%°
81| (mglg) 81,173+1,147"° | 51,249+1,148% | 50,623+5,124% | 10,706+0,054°° | 50,651+3,233%
(A620/A280) | 1,052+0,0595 | 1,140+0,034"° | 0,825+0,036Ce | 0,435+0,004°% | 0,779+0,030°%
(mg/ml) 0,326+0,007*° | 0,216+0,003%® | 0,231+0,016% | 0,044%0,001°% | 0,208+0,009%
| (mglg) 81,377+1,745"° | 54,011£0,744%° | 57,81+4,075%% | 11,109+0,186°% | 52,002+2,156°
(A620/A280) | 1,029+0,019%¢ | 1,174+£0,003"" | 0,878+0,027°Y | 0,446+0,005% | 0,783+0,025P%
(mg/ml) 0,339+0,007*% | 0,226+0,003°° | 0,277+0,0135¢ | 0,045+0,001°° | 0,230+0,012°%
S| (mglg) 84,760+1,718"% | 56,586+0,757°° | 69,279+3,2225° | 11,353+0,250°° | 57,419+3,068°%
(A620/A280) | 1,073£0,0265% | 1,219+0,040" | 0,976+0,026° | 0,446+0,003% | 0,818+0,031°™
(mg/ml) 0,344+0,002** | 0,236+0,003°° | 0,300+0,004%° | 0,046+0,002%° | 0,251+0,015%
§ (mglg) 86,005+0,506"% | 58,967+0,627°° | 75,028+0,913%° | 11,561+0,599% | 62,671+3,645°°
(A620/A280) | 1,107+0,010%% | 1,143£0,010"° | 1,026+0,005° | 0,438+0,0065 | 0,852:+0,038°
(mg/ml) 0,344+0,002°% | 0,256+0,004%° | 0,327+0,005"* | 0,049+0,001% | 0,255+0,0325%
§ (mglg) 86,044+0,513"% | 64,048+0,899%° | 81,714+1,211"* | 12,190+0,355% | 63,836+8,1125®
(A620/A280) | 1,121+0,012"% | 1,137+0,013"° | 1,089+0,008"% | 0,430+0,001°%" | 0,870+0,0825%
(mg/ml) 0,345£0,000 | 0,26020,007 | 0,33120,004 | 0,04920,001% | 0.274+0,020™*
§ (malg) 86,154£0,110™ | 64,941+1,816°° | 82,841+0,911"% | 12,215+0,162°° | 68,493+5,0455"
(AB620/A280) | 1,099+0,024%4% | 1,136+0,002°* | 1,091+0,010"* | 0,424+0,008°® | 0,916+0,053%
(mg/ml) 0,345+0,003" | 0,269+0,005%% | 0,339+0,004"* | 0,052+0,001°* | 0,284+0,007°
ofq (mglg) 86,314+0,721"% | 67,240+1,238%® | 84,722+0,924°% | 13,061+0,252°% | 71,059+1,850%°
(A620/A280) | 1,108+0,010%4% | 1,131+0,006° | 1,095+0,029%% | 0,415+0,012°% | 0,927+0,021%

* Sonuglar 4 tekrarli yapilan analizlerin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir. Ayni satirda farkli biiyiik harf ve aym
siitunda farkli kiigiik harf alan ortalamalar arasindaki farklilik istatistiki olarak 6nemlidir (P<0,05).
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4.8. APC i¢eriginin Oziitleme Tamponuna Bagh Dakikahk Degisimi

Cizelge 4.8’¢ gore, ultrasonik banyoda oziitleme sirasinda APC miktarinda (mg/mL)
tamponlarin tamami i¢in ¢ok belirgin bir artis géze ¢arpmamaktadir. En yiiksek APC
verimi saf su ile ultrasonik banyoda o6ziitlenmis 6rneklerde 140. dk.’da (38,325 mg/g)
tespit edilmigtir. APC igerigi tiim siirelerde saf su ile oziitlenmis 6rneklerde diger
tamponlardan énemli oranda yiiksek (p<0,05) bulunmustur. Saf su dan sonra yiiksek
degerler sodyum fosfat ve sodyum kloriir tamponlarinda 6ziitlemenin 180. dk’sinda

belirlenmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. APC iceriginin 6ziitleme tamponuna bagh dakikahk degisimi

] TAMPONLAR
g Saf Su CaCl, Sodyum Fosfat Sodyum Asetat NaCl
APC4S.8.* APC=S.S.* APC#S.8.* APC=S.S.* APC+S.8.*
(mg/ml) 0,092+0,005* 0,018+0,001° 0,038+0,004% 0,009+0,001° 0,043+0,009%
Q| (mglg) 22,951+1,233"¢ 4,527+0,327°f 9,421+0,882% 2,156+0,192° | 10,829+2,153%
(A620/A280) | 0,391+0,002"¢ 0,312:+0,004% 0,304+0,009° 0,159+0,004%° | 0,316+0,0165
(mg/ml) 0,109+0,001* 0,027+0,001 0,053+0,007% 0,010+0,001°® | 0,055+0,009%
Q| (mglg) 27,213+0,275" 6,666+0,28 7 13,310+1,848" 2,513+0,178°° | 13,827+2,203%
(AB20/A280) | 0,453+0,004 0,36120,001°° 0,342+0,017%® 0,169+£0,005% | 0,328+0,022°
(mg/ml) 0,125+0,004* 0,032+0,000%° 0,067+0,007% 0,010£0,000°* | 0,064+0,005%%
8| (mglg) 31,198+0,876"° 8,065+0,106° 16,735+1,848% 2,434+0,090° | 16,020+1,278°*
(A620/A280) | 0,515+0,033Ac 0,381+0,013%° 0,375+0,018% 0,168+0,001°% | 0,347+0,016°%
(mg/ml) 0,125+0,007* 0,033+0,001°° 0,076+0,007% 0,010£0,0015° | 0,065+0,003°*
1 (mglg) 31,331+1,642° 8,303+0,189™ 18,903+1,739% 2,545+0,2395° | 16,345+0,691°°
(AB20/A280) | 0,504+0,0174° 0,389+0,001 5% 0,397+0,016%¢ 0,172+0,005% | 0,348+0,011°%
(mg/ml) 0,143+0,010™ 0,0330,000 0,092+0,006™ 0,010£0,0015° | 0,072+0,005°
§ (malg) 35,728+2,614"° 8,372+0,110 23,079+1,510% 2,426%0,1495° | 18,063+1,148
(A620/A280) | 0,550:£0,028"° 0,399:0,013* 0,446+0,016%° 0,167+0,0035 | 0,364+0,016"®
(mg/ml) 0,151+0,008" 0,039+0,001°° 0,104+0,0025 0,011+0,0025 0,083+0,006%°
& | (mg/g) 37,736+1,942"% 9,756+0,261° 25,953+0,570% 2,690+0,4265 | 20,658+1,455°
—
(A620/A280) | 0,578+0,0194% 0,389:0,001° 0,477+0,005%° 0,171+0,015% | 0,387+0,019°
(mg/ml) 0,153+0,008* 0,044+0,002°° 0,126+0,006% 0,012+0,001% 0,098+0,010%®
g mglg 38,325+2,031" 11,049+0,426™° 31,611+1,559%° 3,095+0,286% | 24,433+2,587°
—
(A620/A280) | 0,590+0,020 0,3930,003" 0,534+0,0135 0,174+0,005% 0,425+0,016%
(mg/ml) 0,148+0,003"" 0,046+0,002°% 0,130+0,004%° 0,013+0,001% 0,094+0,009%
§ (malg) 36,962+0,733"% 11,386+0,412"" 32,550+1,048%° 3,134+0,243% 23,605+2,181%
(A620/A280) | 0,568+0,0134% 0,395:0,002" 0,540£0,0105 0,172+0,004% 0,425+0,028%
(mg/ml) 0,150+0,004%% 0,047+0,002°? 0,1410,011% 0,015+0,001% 0,103+0,003%
§ (mg/g) 37,447+0,924" 11,714+0,446™ 35,205+2,6785 3,713+0,291% 25,679+0,748%
(AB20/A280) | 0,5760,0094 0,392+0,001¢ 0,557+0,031 0,176+0,004" 0,440+0,010%

* Sonuglar 4 tekrarli yapilan analizlerin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir. Ayni satirda farkl biiyiik harf ve ayni

stitunda farkl kiigiik harf alan ortalamalar arasindaki farklilik istatistiki olarak onemlidir (P<0,05).
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4.9. PE I¢eriginin Oziitleme Tamponuna Bagh Dakikahk Degisimi

Yapilan analiz sonuglarina gore CaCl, tamponunda tiim 6ziitleme siireleri i¢in PE
igerigi ve verim degerine yonelik hesaplamalarda negative degerler bulunmustur. En
yiiksek PE verimi saf su ile ultrasonik banyoda 6ziitlenmis 6rneklerde 140. dk.’da
(5,270 mg/g) tespit edilmistir (Cizelge 4.9). Saf su tamponunda, 20.dk’dan 100.
dk’ya kadar 6nemli (p<0,05) artislar, 100’iincii dk’dan sonra ise 6nemsiz (p>0,05)
degisimler belirlenmistir. Sodyum fosfat, sodyum asetat ve sodyum kloriir

tamponlarinda ultrasonik banyoda 6ziitleme sirasinda en yiiksek PE verimi sirasiyla

180, 180 ve 140. dk.’larda tespit edilmistir.

Cizelge 4.9. PE iceriginin o6ziitleme tamponuna bagh dakikahk degisimi

TAMPONLAR
% Saf Su CaCl, Sodyum Fosfat Sodyum Asetat NaCl
e PE+£S.S.* PE+£S.S.* PE+£S.S.* PE+£S.S.* PE+S.S.*
(mg/ml) 0,006+0,002%° | -0,005+0,001°% | 0,003+0,000%° | 0,001+0,000° | 0,006+0,001*
9 (mg/g) 1,618+0,378" | -1,166+0,171°* | 0,796+0,051%° | 0,348+0,070°° | 1,407+0,267"°
(A620/A280) | 0,366+0,003" | 0,335+0,003%¢ | 0,293+0,004%" | 0,187+0,004>° | 0,328+0,0095¢
(mg/ml) 0,010+0,002*° | -0,007+0,000=° | 0,003+0,001° | 0,002+0,000°° | 0,007+0,0015®
2| (malg) 2,483+0,404"° | -1,822+0,040%° | 0,853+0,132°° | 0,461+0,089°° | 1,770+0,3395%
(AB20/A280) | 0,419+0,001°% | 0,372+0,001%° | 0,319+0,013%° | 0,198+0,004>® | 0,334+0,018%
(mg/ml) 0,013+0,001°° | -0,008+0,00I5° | 0,003+0,000°° | 0,002+0,000°° | 0,007+0,0005%
S| (mg/g) 3,308+0,229"° | -2,097+0,128% | 0,751+0,037°° | 0,397+0,056™° | 1,763+0,1245%
(A620/A280) | 0,474+0,029%° | -0,009+0,000° | 0,343+0,014® | 0,197+0,001°° | 0,347+0,013°%
(mg/ml) 0,013%0,002°° | -0,009+0,000°° | 0,003+0,001° | 0,002+0,000°° | 0,006+0,000%
21 (mglg) 3,128+0,470™ | -2,355+0,062°° | 0,723+0,198° | 0,384+0,107°° | 1,597+0,115%°
(A620/A280) | 0,460+0,015"° | 0,393+0,0025% | 0,363+0,013%° | 0,200+0,0055% | 0,344+0,007°%
(mg/ml) 0,018+0,003% | -0,011+0,000°° | 0,002+0,001° | 0,001x0,000°° | 0,006=0,0005
S| (mylg) 4,459+0,822° | -2,662+0,086™ | 0,514+0,208°° | 0,327+0,058° | 1,524+0,033%
(AB620/A280) | 0,498+0,023"° | 0,402+0,014% | 0,396+0,0145%¢ | 0,197+0,002°° | 0,355+0,011¢°
(mg/ml) 0,020+0,003*2 | -0,010+0,000°° | 0,004%0,001° | 0,002+0,000° | 0,008+0,000°®
S| (mgrg) 5,087+0,724" | -2,393+0,096° | 0,879+0,219°° | 0,440+0,111° | 1,954+0,034°®
(A620/A280) | 0,522+0,016"% | 0,388+0,001° | 0,422+0,006%° | 0,199+0,003%° | 0,374+0,014%°
(mg/ml) 0,021%0,003* | -0,009+0,001°° | 0,009+0,002%° | 0,002+0,000°° | 0,013+0,008%
S| (mylg) 5,27240,794™ | 2,273+0,151™ | 2,246+0,523%° | 0,610£0,112°° | 3,207+1,969*
(AB20/A280) | 0,532+0,018"% | 0,394+0,003® | 0,470+0,0125% | 0,202+0,005°% | 0,403+0,010%
(mg/ml) 0,019+0,001%% | -0,009+0,0005 | 0,011+0,001%° | 0,003+0,000°® | 0,009+0,000°*2
3| (mglg) 4,806:0,300™ | -2,246+0,0925° | 2,648+0,349%" | 0,626+0,104> | 2,198+0,122°"
(A620/A280) | 0,515+0,012°% | 0,395+0,002% | 0,477+0,0095%% | 0,200+0,002°% | 0,403+0,022
(mg/ml) 0,020+0,002°% | -0,009+0,000°% | 0,013+0,004%% | 0,004£0,001°® | 0,011%0,001%*
8| (mylg) 4,912+0,409" | -2,247+0,103°% | 3,371+1,067°% | 0,877+0,136* | 2,710+0,185%"
(A620/A280) | 0,520+0,009°% | 0,396+0,001% | 0,489+0,0285%% | 0,205+0,004>° | 0,415+0,007

* Sonuglar 4 tekrarli yapilan analizlerin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir. Ayni satirda farkl biiyiik harf ve ayni
stitunda farkl kiigiik harf alan ortalamalar arasindaki farklilik istatistiki olarak onemlidir (P<0,05).
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4.10. Liyofilize Alg Orneginin Esansiyel Yag Asidi Icerigi

BG 11 ortaminda fiiretildikten sonra liyofilize edilmis Pseudanabaena sp.,
orneklerinde en diistik yag asidi igerigi miristik asit olurken en yliksek palmitik asit
oldugu saptanmistir. Tiirlin esansiyel yag asidi iceriginde % 42,41 ile doymus,
%357,58 ile doymamis yag asidi oranina sahip oldugu tespit edilmistir. Yag asidi
iceriginde yiizde konsantrasyon bakimindan en yiiksek degerler sirasiyla; palmitik

asit, oleik asit, palmitoleik asit ve linoleik asit oldugu Cizelge 4.13°de goriilmektedir.

Cizelge 4.10. BG 11 ortaminda iiretilmis 6rnegin esansiyel yag asidi icerigi

Pik No Z‘:I':ll:l’l':‘(‘:&) Yag Asitleri KO”S"’E%""SVO”
1 26,794 Myristic acid (C14:0) 0,3
2 29,193 Pentadecanoic acid (C15:0) 0,42
4 33,131 Palmitoleic acid (C16:1) 11,6
5 33,951 Palmitic acid (C16:0) 40,74
6 39,216 Linoleic acid (C18:2) 6,91
7 39,541 Oleic acid (C18:1) 38,38
8 40,522 Stearic acid (C18:0) 0,95
9 44,082 Arachidonic acid (C20:4) 0,69

Doymus 42,41
Doymams 57,58
Toplam tanimlanan 99,99
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5. TARTISMA VE SONUC

Mavi-yesil alglerden elde edilen fikobiliproteinler, gelismis tilkelerde gida, kozmetik
ve ila¢ endiistrisi ihtiyaclarim1 karsilama amaci ile yiiksek katma degere sahip
tirlinlerin eldesinde kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan pek ¢ok ¢alismada mavi-
yesil alglerin yiiksek besinsel igerigi yani sira igerdikleri fikobilinproteinleri
nedeniyle bagisiklik sitemi destekleyici antioksidant, antiviral, anti-inflamatuar, anti-
kanser ve anti-diabetik etkileri ortaya ¢ikarilmistir (Qureshi ve Ali, 1996 a,b; Romay
vd., 1998; Liu vd., 2000; Gantar vd., 2012). Bu kapsamda, pek ¢ok mavi-yesil algden
fikosiyanin ve fikoeritrinin ekstrakte edilmis ve saflastirilmistir (Eriksen, 2008;
Demirel vd., 2012; Gantar vd., 2012). Patil vd. (2006) ve Singh vd. (2009) tarafindan
da bildirildigi gibi mavi-yesil alglerden ¢ok azi yliksek miktarda fikobiliprotein
icerigine sahip olduklar1 ve saflastirma asamasin da Onemli kayiplar ortaya
ciktigindan dolay1 daha yiiksek verimli suslara ihtiyag duyulmaktadir. Bu nedenle bu
calismada Denizli Ili Saraykoy Ilgesi simirlarinda bulunan termal sudan izole edilmis
Pseudanabaena sp. susunun ideal tiretim sartlarinin ve liyofilize alg 6rneklerinden

fikobiliproteinlerin eldesinde kullanim olanaklarinin arastirilmasi amaglanmastir.

Pseudanabaena sp. tiirii i¢in ideal iretim sartlarin1 belirlemek amaciyla mavi-yesil
alg liretiminde yogun olarak kullanilan gelistirme ortamlar1 olan ASN I, BG 11 ve
JM ortamlariyla birlikte, iiretim maliyetlerini minimum diistirmek gayesi ile algin
izole edildigi tesisten alinan termal turba camurundan elde edilen toprak ekstresi ile
zenginlestirilmis cesme suyu ve termal su ortamlarinda da algin gelisimi ¢alisilmistir.
[k ii¢ ortamda 12 giinliik gelisim sonras: kiiltiiriin gd¢meye baslamasi nedeniyle
Olctimler sonlandirilmisken diger iki ortamda gelisim 16. giline kadar takip edilmistir.
Tiirtin 590 nm dalga boyunda giinliik yapilan optik yogunluk 6l¢iimleri sonucunda en
yiiksek deger 12. giinde BG 11 ortaminda elde edilmis, BG 11 ortamini JM ve ASN
IIT ortamlarmin takip ettigi saptanmistir. Optik yogunluk degeri bakimindan TS+TE
ortami ise ancak 16 giin sonunda JM ve ASN III ortammi geg¢mis, BG 11’in
degerinden hala diisiik deger tespit edilmistir. (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1).
Calismamiza benzer sekilde, Tamburaci (2009) tarafindan yapilan benzer bir
calismada, Pseudanabaena sp. tiiriiniin termal su, termal su ile hazirlanmis BG 11 ve
ASN [T ortamlarindaki gelisimi incelenmis, 14 giinliikk ¢alisma sonuglarina gore
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termal BG 11 ve ASN III ortamlarinin absorbans degerlerinin birbirine yakin oldugu,

termal su ortaminin ise diisiik oldugu saptanmustir.

Kiiltiirlerde gilinliikk yapilan kuru agirlik 6lgiim caligmasi sonuglarina gore; giinler
arasinda dilizensiz dalgalanmalar goriilmekle birlikte degerler ASN III ortaminda
tespit edilmistir. Bu diizensizligin temel sebebinin tiiriin koloni olusturma egilimi
nedeniyle Ornek alim isleminin istenilen homojenlikte yapilamamasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Kuru agirlik 6l¢iim sonuglarina goére ASN 111
ortamini sirastyla BG 11, TS+TE, CS+TE ve JM ortamu takip ettigi saptanmistir. 12
giinliik tretim sonunda kuru agirlik ASN III ortaminda 2,76 g/L, BG 11 ortaminda
0,91 g/L, TS+TE ortaminda 0,69 g/L, CS+TE ortaminda 0,50 g/L ve JM ortamu ise
0,41 g/L olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2). Bulgularimiza benzer
sekilde, Tamburact (2009) tarafindan 30°C havalandirmali iiretim setinde yapilan
calismada 14 giinliik tiretim sonunda kuru agirliklar termal su ile hazirlanmis BG 11
ortami i¢in kuru agirlik degeri 1,334 g/L iken, ASN III ortam1 i¢in bu deger 2.72 g/L

olarak bildirilmistir.

Deneme boyunca giinliik yapilan pH analiz sonuglarina gére ASN 11, JM ve BG 11
ortamlarmin pH degeri deneme basinda 7-8 araliginda iken 5. giine kadar ani bir
artigla 10 civarina yiikselmis, 7. glinden itibaren ani bir diislisle 12. glinde sirasiyla
8,91, 8,68 ve 9,36 degerine diismiistiir. Bu durumun aksine toprak ekstresi ile
zenginlestirilmis her iki ortamda ise deneme baslangicindaki pH (9,09-9,25) degeri
kiiciik degisimlerle 16. giine kadar korunmustur (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.3). Benzer
sekilde Tamburaci (2009) tarafindan da 14 giinliik deneme boyunca termal su ve
termal su ile hazirlanmigs BG 11 ortaminin pH degeri 6nemsiz degisimlerle 9-9,3

araliginda, ASN III ortaminin ise 7,9-8,7 araliginda degistigi bildirilmistir.

Tiirlin farkli ortamlardaki gelisim diizeyine yonelik yapilan ¢alisma sonuglarina goére
en iyi sonucglar ASN III ve BG 11 ortamu icin elde edilmistir. Ozellikle BG 11
ortaminda gelisiminde tiirlin biiyiik koloniler olusturdugu ve rengin diger ortamlara
gore daha parlak koyu yesil renk aldigi gozlenmistir. Bu gbzlemi optik yogunluk
6l¢iim sonuglarida destekler niteliktedir. Bu nedenle yogun tiretim ¢alismas1 BG 11
ortami kullanilarak gerceklestirilmistir. JM ortaminda gelisen Ornekler diger

ortamlardan farkli olarak koloni olusturma egiliminin ¢ok diisiik oldugu saptanmustir.
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TM+TE ortaminda tiiriin gelisim hiz1 yavas olmakla birlikte ASN Il ve BG 11
ortamlari ile sarf maliyeti bakimindan karsilagtirildig1 zaman ¢ok diisiik sarf maliyeti

ile tiretimde basarili sonuclar elde edilebilecigi tarafimizca belirlenmistir.

Tiriin gelisimi icin ideal ortamlardan biri olan BG 11 ortaminda yogun {iretim
caligmas1 sonucu elde edilen Pseudanabena sp., 0,20um goz agikligindaki plankton
kepcesinden bol saf su ile siiziilerek hasat edilmistir. Hasat edilen 6rnekler -80°C’de
dondurulmus ve dondurulan ornekler liyofilize edildikten sonra sizdirmaz kapakli
cam kavonozlar i¢cinde +4°C’de oOziitleme ¢alismalar1 i¢in depolanmustir. Tiirden

fikobiliproteinlerin 6ziitlenmesinde ultrasonik banyo kullanilmistir.

Tiirlin ultrasonik banyo kullanilarak 6ziitlenmesinde en ideal tamponun ve siirenin
belirlenmesine yonelik yapilan 6n caligsmada liyofilize 6rnekler her tampon ile ayri
ayrt 25 kat sulandirilmis ve herhangi bir sogutma islemi uygulamadan 4 saat
tutulmus ve bu siire igerisinde her saat bast 6rnek alinarak fikobiliprotein igerikleri
hesaplanmistir. Yapilan bu 6n ¢aligma sonuglarina gére PC ve APC miktarlarinda 1
saatlik Oziitleme sonrasi onemli diisiisler gézlenmistir (Cizelge 4.4,5). Bu diislisiin
temel sebebi olarak, 6rneklerin ultrasonik banyoda tutulmasi sirasinda olusan 1sinin
fikobiliproteinlere zarar vermesi sonucunda gerceklestigi diisiiniilmektedir. Bu sonug
1s1¢inda daha saglikli sonuclar elde edebilmek amaciyla ultrasonik banyo buz
akiileriyle sogutularak sicaklikligin 30°C’nin istiine ¢ikmasinin Oniine gecilmis ve
her 20 dk’da bir 6rnek alinarak fikobiliprotein igerikleri hesaplanmistir. Bu ¢alisma
sonuglaria gore baslangicta saf su, kalsiyum kloriir, sodyum fosfat, sodyum asetat
ve sodyum kloriir tamponlarinda PC igerigi sirasiyla 0,274 mg/mL, 0,128 mg/mL,
0,116 mg/mL, 0,039 mg/mL ve 0,142 mg/mL olarak tespit edilmistir. Takip eden
stirelerde tiim tamponlarda da PC igeriginin siireye bagli olarak diizenli artiglar
gosterdigi saptanmis, en yiiksek degerler 180. dk’da sirasiyla 0,345 mg/mL, 0,269
mg/mL, 0,339 mg/mL, 0,052 mg/mL ve 0,284 mg/mL olarak tesit edilmistir (Cizelge
4.7). Bu sonuglar 1s18inda en yiiksek verim saf su ve fosfat tampon ile 6ziitlenen
orneklerde elde edilmistir. Ayrica sogutulmus sartlarda ultrasonik banyo kullanilarak
yapilan Oziitleme islemi PC igerigi artisinda pozitif etki gosterdigi belirlenmistir.
Calisma sonuglarimizin aksine, Tamburac1 (2009) tarafindan termal sulardan izole
edilmis Pseudanabaena sp. tiiriiniin PC igerigi fosfat tampon ile 6ziitleme sonucunda

ham oziitte 0,150 mg/mL, liyofilize 6rnekte ise 0,158 mg/mL olarak tespit edilmistir.
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Benzer sekilde, deniz orjinli Pseudanabaena sp.’den yiiksek saflikta PE
Oziitlenmesine yonelik yapilan bir calismada da ham o6ziitiin PC igerigi bizim
bulgularimizdan farkli olarak 0,013 mg/mL seviyesinde bulunmustur (Mishra,
Shrivastav ve Mishra, 2011). Deniz orjinli Pseudanabaena sp.’nin PC igerigi iizerine
151k kalitesinin etkisinin g¢alisildig1 bir arastirmada PC igerigi 0,0021-0,014 mg/mL
araliginda bulunmus, en yiikksek deger kirmizi 1sik kaynaginda elde edilmistir
(Mishra vd. 2012). Elde edilen bulgularimizla mevcut ¢alismalar arasinda goriilen
farkliliklarin sebepleri olarak 6ziitleme sartlari, yontem farklililar1 ve organizmanin

orjinlerindeki farkliliklardan kaynaklandig: diistintilmektedir.

PC igerigi, S. platensis, Oscillatoria amphibia, Anabaena marina ve Grateloupia
turuturu gibi bircok mavi-yesil alg tiirlinden ekstrakte edilmis ve saflastirilmigtir
(Patil vd., 2006; Silveira vd., 200; Oliveira vd., 2008; Patil vd., 2008; Duangsee vd.,
2009; Silva vd., 2009; Moraes vd., 2010; Ramos vd., 2010; Demirel vd., 2012; Liu
vd. 2012; Okmen ve Tiirkcan, 2013). Moraes vd., (2011) tarafindan S. platenses’in
yas biomasindan 50 kHz’lik 40 dk’lik ultrasonik banyoda yapilan PC 6ziitlenmesine
yonelik ¢aligmalarinda PC verimi 0,57 mg/g (ultrasonik banyoda) 43.75 mg/g (cam
bilye ile birlikte ultrasonik banyoda) araliginda belirlenmistir. Mevcut ¢aligmamizda
ise maksimum verim 180. dk’da saf su ile 6ziitlenen 6rneklerde 86,314 mg/g olarak
bulunmustur (Cizelge 4.7). Demirel vd., (2012) tarafindan Oscillatoria amphibia ve
S. platensis’in PC igerigi iizerine yapilan ¢aligmada, 25 kat 0,15M NaCl ise
¢Oziindiiriilmiis liyofilize Ornekler dondurulmus, 1 saat ultrasonik banyoda
¢oziindiiriildiikten sonra 1 gece 4°C’de bekletilmistir. Orneklerin PC igerigi sirasiyla

140 mg/mL ve 71,35 mg/mL olarak tespit edilmistir.

Ultrasonik banyo kullanarak fikobiliproteinlerin 06ziitlenmesine yonelik ¢alisma
sonuclarina gore deneme basinda saf su, kalsiyum kloriir, sodyum fosfat, sodyum
asetat ve sodyum kloriir tamponlarinda APC igerigi sirasiyla 0,092 mg/mL, 0,018
mg/mL, 0,038 mg/mL, 0,009 mg/mL ve 0,043 mg/mL olarak tespit edilmistir. Takip
eden siirelerde sodium asetat tampon hari¢ diger tamponlarda da APC igeriginin
siireye bagli olarak diizenli artiglar gosterdigi saptanmistir. Maksimum degerler saf
suda 140. dk. 0,153 mg/mL, digerlerinde ise 180. dk. sirasiyla 0,047 mg/mL, 0,141
mg/mL, 0,015 mg/mL ve 0,103 mg/mL olarak tesit edilmistir (Cizelge 4.8). Bu

sonuglar 15181nda en yiiksek verim saf su ve fosfat tampon ile 6ziitlenen 6rneklerde
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elde edilmistir. Ayrica sogutulmus sartlarda ultrasonik banyo kullanilarak yapilan
oziitleme islemi APC igerigi artisinda pozitif etki gosterdigi belirlenmistir. Calisma
sonuglarimizin aksine, deniz orjinli Pseudanabaena sp.’den yiiksek saflikta PE
Oziitlenmesine yonelik yapilan bir caligmada da ham oziitiin APC igerigi bizim
bulgularimizdan farkli olarak 0,038 mg/mL seviyesinde bulunmustur (Mishra,
Shrivastav ve Mishra, 2011). Elde edilen bulgularimizla mevcut ¢aligma arasinda
gorilen farkligin sebebi olarak APC’nin oziitleme sartlari, yontem farklililar1 ve

organizmanin orjin farkliligi oldugu diisiiniilmektedir.

APC igerigi, Anabaena sp., S. platensis, Anabaena marina gibi mavi-yesil alglerden
tirlerinden ekstrakte edilmistir (Patil vd., 2008; Ramos vd., 2010; Yan vd., 2011;
Liu vd., 2012; Okmen ve Tiirkcan, 2013). Yan vd., (2011)’nin S. platensis’den
yiiksek saflikta PC ve APC eldesine yonelik ¢alismalarinda APC verimi 19,75 mg/g,
saflik ise 0,37 olarak belirlenmistir. Okmen ve Tiirkcan (2013) tarafindan Anabaena
sp.'nin pigment icerikleri lizerine glukoz ve sukrozun etkisini belirlemeye yonelik
yapmis olduklar1 ¢calismalarinda maksimum APC 40mM sukroz ile muamele edilen
orneklerde 0,08 mg/mL, 20mM glukoz ile muamele edilen 6rneklerde ise 0,05

mg/mL olarak belirlenmistir.

Ultrasonik banyo kullanarak fikobiliproteinlerin 6ziitlenmesine iliskin sonuglara gore
deneme basinda saf su, sodyum fosfat, sodyum asetat ve sodyum kloriir
tamponlarinda PE igerigi sirastyla 0,006 mg/mL, 0,003 mg/mL, 0,001 mg/mL ve
0,006 mg/mL olarak tespit edilmistir. Kalsiyum kloriir tamponunda hi¢ bir agsamada
PE tespit edilememistir. Diger tamponlarda ise ¢ok olmamakla birlikte APC
iceriginde kiigiik artiglar gosterdigi saptanmustir. Maksimum degerler saf suda 140.
dk. 0,021 mg/mL, digerlerinde ise 180. dk. sirastyla 0,013 mg/mL, 0,004 mg/mL ve
0,011 mg/mL olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.9). PC ve APC igeriginde de oldugu
gibi en yiiksek verim saf su ve fosfat tamponu ile Oziitlenen orneklerde elde
edilmistir. Deniz orjinli Pseudanabaena sp.’den yiiksek saflikta PE 6ziitlenmesine
yonelik yapilan bir ¢alismada ham 6ziitiin PE igerigi bizim bulgularimizdan farkli
olarak 0,058 mg/mL, saflik ise 0,93 olarak bulunmustur (Mishra vd., 2011). Elde
edilen bulgularimizla mevcut ¢aligsma arasinda goriilen farkligin sebebi olarak PE’nin
Oziitleme sartlari, yontem farklililar1 ve organizmanin orjin farkliligi oldugu

diistiniilmektedir.
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PE igerigi, Polysiphonia urceolata, Grateloupia turuturu, gibi kirmiz alg tiirlerinden
ekstrakte edilmistir (Denis vd., 2009; Ramos vd., 2010; Yan vd., 2011; Liu vd.,
2012; Okmen ve Tiirkcan 2013). Liu vd. (2005) bir kirmizi alg tiirii olan
Polysiphonia urceolata tiiriiniin fosfat tampon ile 6ziitlenmesi sonucu ham 6ziitiin
PE verimi 79.623 mg/g olarak bulunmustur. Denis vd., (2009) kirmizi makro
alglerden olan Grateloupia turuturu’nun PE igegiri tizerine yaptiklari ¢aligmalarinda
taze orneklerin fosfat tamponu ve saf su ile ekstraksiyonu sonrasi PE verimi sirasiyla
1,07 mg/g, 1.00 mg/g, saflik ise 0,11, 0,12 olarak bildirilmistir. Dondurulduktan
sonra kurutulmus orneklerin ayni tamponlarla 6ziitleme islemi sonrasi verimi ise

2,75 mg/g, 2,79 mg/g, saflik degeri her iki tampon i¢inde 0,14 olarak bulunmustur.

BG 11 ortaminda gelistirilmis ve hasat sonrast dondurulduktan sonra liyofilize
edilmis Pseudanabaena sp. orneklerinde yapilan yag asit analiz sonuglarina gore 9
yag asidi tespit edilmistir. Yiizde konsantrasyon bakimindan en yiiksek bulunan yag
asidi %40,74 ile doymus yag asidi palmitik asit, takiben %38,38’lik degeri ile tekli
doymamig yag asidi oleik asittir. Mavi-yesil algin toplam yag asit iceriginin
%357,58’in1  doymamis yag asitleri, %42,41’in1 ise doymus yag asitleri
olusturmaktadir (Cizelge 4.13). Benzer sekilde, Yilmaz vd. (2010) tarafindan S.
platensis’in yag asit kompozisyonu iizerine tuzlulugun etkisinin belirlenmesine
yonelik yapilan bir ¢aligmada yedi farkli yag asidi tespit edilmis, en yiiksek deger
%25.1 ile palmitik asit olarak belirlenmistir. Ayrica, farkli tuzluluk ortamlarinda
gelistirilen algin doymus yag asit icerigi %45.0-%45.3, tekli doymamis yag asit
icerigl %7.1-%7.2, ¢oklu doymamis yag asit igerigi ise %32.6-%33.0 araliginda
bildirilmistir. Isik vd. (2006) tarafindan yapilan benzer bir g¢alismada da S.
platensis’in yag asit kompozisyonu iizerine ¢evre sartlarinin etkisinin belirlendigi bir
calismada, yaz ve kis donemlerinde belirlenen en yiiksek yag asidi sirasiyla %36,891
ve %27,945’lik deger ile palmitik asit olarak belirlenmistir. Ramadan vd. (2008)
tarafindan S. platensis lipitlerinin fonksiyonel bioaktif bilesenlerinin belirlenmesine
yonelik bir ¢aligmada yedi farkli yag asidi tespit edilmis, en yiiksek deger %44,2 ile
palmitik asit, takiben %23,4 ile y-linolenik asit oldugu bildirilmistir. Ayrica toplam
yag asit iceriginin %45,3’lik kismini doymus, %55,72’lik kisminida doymamis yag
asitlerinin olusturdugu saptanmistir. Zili vd. (2015) tarafindan termofilik bir mavi-

yesil alg olan Gloeocapsa gelatinosa nin yag asit igerigi belirlenmis ve en yliksek
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oranda %27,25 ile palmitik asit olarak bulunmustur. Doymus yag asit igeriginin

%356,84, doymamis yag asit igeriginin ise %41,17 oldugu bildirilmistir.

Sonuc olarak;

Pseudanabaena sp. tiiriin en iyi gelisim gosterdigi ortamlar ASN III ve BG
11 olmakla birlikte, JM ve TS+TE ortamlarinda da tiir gelisiminin oldugu

saptanmistir.

Pseudanabaena sp. tiiriinden fikobiliproteinlerin ziitlenmesinde en uygun
tamponun, saf su ve fosfat tamponu oldugu belirlenmistir. Ozellikle saf suda
en iyi sonuglarin elde edilmis olmasi, iiretim sirasinda olusabilecek kimyasal
kontaminasyonlarin 6niine gegeceginden dolay1 elde edilen iirliniin gida, ilag,

vb., alanlarda kullanilabilmesi i¢in olduk¢a 6nemli bulgudur.

Tiirlin ticari olarak PC iretiminde yogun olarak kullanilan, literatiirdeki
bir¢cok mavi-yesil alg tlirlinden daha yiiksek fikosiyanin (PC) verimine sahip
olmasi nedeni ile termal Pseudanabaena sp. tiirii, fikosiyanin iiretimi igin

alternative bir tiir olarak onerilmektedir.

Tiirtin ¢ok diisiik ham yag igerigine sahip oldugu, yapilan yag asit analiz
sonuglarma gore doymus yag asit igeriginden doymamis yag asit iceriginin

daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Tiirtin olduk¢a yliksek PC ve APC igerigine sahip olmasi nedeniyle ilave
caligmalarla mikrobiyolojik ve toksikolojik giivenilirlik analizleri yapildiktan
sonra gida, kozmetik ve ilag sanayisinde kullanilabilme olanaklar
arastirilmasina yonelik calismalara agirlikverilmesi gerektigi

diistiniilmektedir.

Mevcut caligmanin; gida, kozmetik ve ilag sanayisi gibi pek ¢ok alanda
potansiyel kullanim olanagt bulunan fikosiyaninin iiretimine yonelik
iilkemizde ¢ok az sayida ¢alisma olmas1 ve fikosiyaninin yerel bir tiirden elde
edilmis olmasi gibi nedenlerle ileride yapilacak bilimsel ve teknolojik

calismalar i¢in 6n bilgi olusturacag diisiiniilmektedir.
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