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OZET

Calismada Porphyridium cruentum kirmizi alg tiirii laboratuar kosullarinda 20+£2°C sicaklikta, 16:8
fotoperyot ve siirekli havalandirma yapilarak farkli tuzluluk (%20, 30, 40) ve iki farkl 151k
siddetinde (37 ve 110 pumol m? s?) kiiltiire alinmis ve biiyiimesi belirlenmistir. Biiyiimeyi
belirlemek icin kuru madde, optik yogunluk ve klorofil a parametreleri kullanilmistir. Biiylime en
iyi 110 pmol m? s photon 151k siddetinde, %30 tuzluluga sahip kiiltiirde belirlenmistir. Bu grupta
son giin optik yogunluk (OD) 1.504+0.003 ve kuru madde miktar1 1.327 gl olarak belirlenmistir.
37 umol m? s photon 151k siddetinde ise %30 ve %50 tuzluluga sahip gruplarda optik yogunluk
degerleri benzer bulunmus ve sirasiyla 1.234+0.004 ve 1.215+0.002 olarak tespit edilmistir. Kuru
madde miktarlar1 da benzerlik gostermis olup; sirasiyla 1.168 gl ve 1.159 gl olarak belirlenmistir.
Klorofil a miktar1 ise en iyi 37 pmol m?s? photon 151k siddetinde kiiltiire alnan gruplarda
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Porphyridium cruentum, tuzluluk, 1sik yogunlugu, biiyiime

ABSTRACT

In the study, Porphyridium cruentum was cultured under laboratory conditions at 20+2°C, 16:8
(light:dark) photoperiod and continuous aeration to different salinity (20%o, 30%o, 40%0) and two
different light intensities (37 pmol m™2s? photon and 110 pmol m?s™ photon) and growth was
determined. Dry matter, optical density and chlorophyll a parameter were used to determine growth.
The best growth was determined in culture with a salinity of 30%o at 110 umol m2s* photon light
intensity. In this group, the optical density (OD) was 1.504+0.003 and the dry matter amount was
1.327glL. In the case of 37umol umol m2s? photon light intensity, the optical density values were
found to be similar in groups with 30%o and 50%o salinity and were found to be 1.234+0.004 and
1.215+0.002, respectively. The amounts of dry matter were also similar; 1.168gl* and 1.159gl",
respectively. While the lowest growth was in the culture at 37 pmol ms photon light intensity and
20%o salinity. The optical density obtained on the last day of this group was 1.1654+0.004 and the
dry matter amount was determined as 0.986gl™%. The amount of chlorophyll a was determined in the
cultured groups at the best 37 pmol ms! photon light intensity.
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1.GIRIS

Son yillarda mikroalg biyoteknolojiye olan ilginin artmasi, mikroalglerin hiicre igerisinde
biriktirdigi bazi degerli metabolitlerinden kaynaklanmaktadir. Algler, uzun yillar boyunca bir¢ok
farkli alanda kullanilmigtir. Algler, hiicre proteinleri, vitaminler, yag asitleri, karbonhidratlar,
mineraller ve pigmentler, hidrokarbonlar, polisakkaritler, antibiyotikler ve daha bircok metaboliti
hiicre icinde biriktirirler. Bu metabolitler ¢esitli amaglar igin, baslica gida takviyesi olarak
kullanilmaktadir. Bu nedenle II. Diinya Savasindan sonra Amerika, Japonya, ingiltere, Almanya ve
Norveg gibi gelismis iilkelerde mikroalglerin besinsel zenginliginden yararlanmaya baslanmistir
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(Becker, 1994). Algler, giines enerjisini en etkili sekilde kullanan canli sistemlerdir. Bu nedenle,
mikroalg tiretim teknolojisi, farkli mikroalg tiirlerin beslenme bilesenlerini incelemeye giderek daha
fazla ilgi gostermektedir. Alg kiiltiirii caligsmalarinda temel amag, biyokiitleyi en verimli sekilde
tiretmektir. Alg biyoteknolojisindeki gelismelere ragmen, mikroalgleri {iretiminde bazi zorluklar ile
karsilagilmaktadir. Mikroalgenin biyokimyasal bilesimi, ¢evresel faktorler, besin ortami, sicaklik,
tuzluluk, pH, 151k gibi biiylime faktorlerine baglidir (Sukenik, 1991). Mikroalglerden elde edilen
hiicre metabolitleri cogunlukla duragan fazda iretilir (Eitinger ve Schlegel, 1985). Porphyridium
cruentum kuru agirhigmnin %28-39'u protein, %40-57'si karbonhidrat ve %9-14"i lipittir. Ayni
zamanda bliyiik miktarlarda tokoferol, K vitamini ve karotenoid icerir (Becker, 1994). Hiicrelerin
karakteristik kirmiz1 rengi, igerdikleri fikoeritrin kaynaklidir (Gantt, 1981). Smirlayic1 kosullar
altinda, kiiltiir viskoz bir yapiy1 alir ve polisakkaritleri iiretmeye baslar (Ramus ve ark., 1989). P.
cruentum (Rhodophyta) tek hiicreli ve musilaj bir yapidir (Vonshak, 1988). P. cruentum hiicreleri
yiiksek seviyelerde seker igerir (Singh ve ark., 2000; Vonshak, 1988). Bu sekerler, 6zellikle duragan
fazda ve azot siirlandiginda daha yiiksek miktarlarda iretilir (Ramus ve Groves, 1972). Son
yillarda, P. cruentum dis ortam kosullarinda tiip seklinde fotobiyoreaktorler, havuzlar ve diiz
panellerde liretimi denenmistir. Calismada P. cruentum laboratuar kosullarinda 204+2°C, 16:8
(aydinlik: karanlik) fotoperiyodda ve farkli tuzluluk (20%o, 30%o, 40%0) ve iki farkli 151k siddeti (37
umol ms? photon ve 110 pmolm m2s™ photon) siirekli havalandirma yapilarak kiiltiire alind1 ve
biiyiime belirlendi.

2.MATERYAL ve METOD

Rhodellophyceae smifina ait, Porphyridium cruentum denizlerde bulunan tek hiicreli kirmizi
alglerdendir. 4-9 um capinda kiiresel hiicrelere sahip olan P. cruentum’da hiicre duvari yoktur.
Hiicreler tek basina ya da y1gin bir sekilde diizensiz koloniler olusturarak musilaj bir kilifin i¢cinde
bulunurlar (Vonshak, 1988). Mikroalgal hiicre metabolitleri daha ¢ok dinlenme fazinda fretilir
(Eitinger ve Schlegel, 1985). Bu metabolitler organik asitler, karbohidrat, aminoasit, pestisit,
vitamin, organik madde, antibiotik, enzim ve toksik bilesenlerdir. P. cruentum’un kuru agirliginin
yaklasik %28-39’unu protein, %40-57’sini karbohidrat ve %9-14’linii de toplam toplam yag
olusturur. Ayrica tocopherol, K vitamini ve biiyilk miktarda da karotenoid i¢ermektedir (Becker,
1994). Hiicrelerin karakteristik kirmizi rengi icermis oldugu fikoeritrinden kaynaklanmaktadir
(Gantt, 1981). Smurlayic1 kosullar altinda kiiltiir viskoz bir yap1 alir ve polisakkarit {iretmeye baslar
(Ramus ve ark., 1989). Denemede, P. cruentum i¢in F/2 (Guillard, 1973) kiiltiir ortami
kullanilmustir. Kiiltiir ortaminin igerigi (Tablo 2.1 ve Tablo 2.2) verilmistir. Denemede kullanilan
deniz suyunun tuzlulugu (Orion 3 Star) %020, %030 ve %050 olacak sekilde ayarlanmistir. F/2 kiiltiir
ortamini hazirlamak i¢in kullanilan deniz suyu, 0.45 um goz agikligina sahip GF/C (Whatman 0.45
um) filtre kagidindan siiziildii. Kiiltiir ortaminin pH degeri 8'e ayarlanmistir. Deneme kurulmadan
once kiiltlir ortami otoklavda (Hirayama-HV-50L) 30 dakika 121°C'de sterilize edilmistir.
Denemeler 2L erlenlerde ve 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

Tablo 2.1. F/2 Kiilttir Ortamu (Guillard, (1973)’ten)

Miktar Eklenen Madde Stok Soliisyon Molar Konsantrasyon
Imllt NaNOs 75¢lt 882pumolL?
Imllt NaH2PO4-H20 5glt 363umolL*?

Imllt /2 metal soliisyonu Tablo. 2
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Tablo 2.2. F/2 Metal Soliisyonu

FeCls-6H20 3.15g
NazEDTA -2H20 4.369
CuSO4-5H20 0.0098g
NazMoOas-2H20 0.0063g
ZnS0O4-7H20 0.022¢g
CoCl2-6H20 0.01g
MnCl2-4H20 0.18g

Optik yogunluk i¢in 5 mL ve klorofil a analizi i¢in 5 mL 6rnek alinmistir. Optik yogunluk P.
cruentum ic¢in 680 nm (Kusmiyati, 2007) dalga boyunda visible spektrofotometre (Shimadzu, UV
mini 1240) ile degerlendirilmistir. Klorofil analizi i¢in alinan SmL’lik 6rnek su trombu yardimi ile
GFC filtre kagidindan siiziilmiis ve 15 mL’lik deney tiiplerine konmustur. Uzerine 10 mL %9011k
aseton ilavesi yapilmistir. Asiditenin artmasi ve pigmentin zarar gormesini Onlemek amaciyla filtre
sirasinda 2 damla %1’lik MgCO3 eklenmistir. Agizlar1 mantar tipa ile kapatilan deney tiipleri
calkalandiktan sonra buzdolabinda (+4 °C) 24 saat karanlikta birakilmis ve ekstraksiyon siiresi
sonunda Tstteki berrak kisim alinarak visible spektrofotometrede 630, 645, 665 ve 750 nm’de
absorbsiyon degerleri Sl¢iilmiistiir. 750 nm’de okunan degerler bulaniklik diizeltme faktorii olarak
kullanilmigtir. Bu amagla 750 nm’de okunan absorbans degerleri diger dalga boylarinda okunan
degerlerden ¢ikartilmis ve klorofil a konsantrasyonlart asagidaki esitlikler kullanilarak
hesaplanmistir (Parsons ve Strickland, 1963).

Klorofila =11.6 x D665 — 1.31 X D645 — 0.14 X D630
ugl™! = C x ; XV

C= Birinci esitlikte hesaplanan klorofil miktari

V= filtre edilen su 6rnegi (I)

v= kullanilan asetonun hacmi (ml)

|= kiivetten gecen 151k yolu (cm)

Denemenin basladig1 giinden itibaren her giin kuru madde (kuru biyomas) analizi i¢in 20 mL 6rnek
alimmistir. Biyomas miktarlarinin saptanmasi igin, 0.45 pu goz agikhigindaki “glass fibre” filtre
kagitlart (GFC), slizme diizenegi ve bir su trombu kullanilarak olusturulan vakum yardimiyla
hiicreler ortamdan ayrilarak yogunlagtirllmigtir. Filtre kagitlar1 etlivde (Medcenter, Venticell 111)
105° C’de 1 saat tutulduktan ve desikatérde sogutulduktan sonra, 0.001 g duyarli terazide (Denver,
TP214) agirliklar1 alinmistir. Yogunlastirilmig biyomas etiivde 1050 C’de 2 saat tutulmustur. Bu
stire filtre kagitlar1 desikatore konularak, oda sicakligina kadar sogumalar1 saglanmis ve daha sonra
0.001 g duyarh terazide tartimlari yapilarak kuru madde miktar1 hesaplanmistir (Boussiba ve ark.,
1992). Denemenin sona ermesi sirasinda kuru madde analizi, optik yogunluk ve klorofil a analizi
icin Ornekler alinmistir. Deneme sonunda geriye kalan kiiltiirlerin tamami 7500 rpm doénme
hizindaki sogutmali santrifiij (Heraeus, Suprafuge 22) yardimiyla 10 dakika boyunca hasat
edilmigtir. Elde edilen biyomas 55°C de kurutularak protein ve toplam yag analizi i¢in - 21°C’de
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saklanmigtir. Protein analizi Kjeldahl yontemine gore yapilmistir (AOAC, 1995). Toplam yag
degerleri % kuru biyomas oranina gore hesaplanmistir. Toplam yag analizi Bligh ve Dyer (1959)’in
uyguladigi yonteme gore yapilmistir. 0.2 g homojenize edilmis Ornek, tizerine 120 ml
metanol/kloroform (1/2) eklendikten sonra Warring blender ile karistirilmistir. Daha sonra bu
ornekler {iizerine 20 ml %0.4’liik CaCl2 solisyonundan eklenerek siizme kagidindan
(Scleicher&Schuell, 5951/2 185 mm) siiziilen 6rnekler, 105 °C’de 2 saat etiivde bekletilip darasi
alinmis olan balon jojelere siizdiiriilmiistiir. Bu balonlar agizlar1 hava almayacak sekilde kapatilip, 1
gece karanlik bir ortamda bekletilmis ve ertesi giin metanolsudan olusan {iist tabaka bir ayirma
hunisi yardimiyla alinmistir. Balonlarin i¢inde kalan kloroform-toplam yag kismindan kloroform
+60°C’de su banyosunda rotary evaparator kullanilarak ugurulmustur. Daha sonra balonlar etiivde 1
saat siireyle 60°C’de bekletilerek icerisindeki kloroformun tamaminin ugmasi saglanmis ve bir
desikator icerisinde oda sicakligina kadar sogutulup 0.001 g duyarli hassas terazide tartilmustir.
Toplam yag oraninin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmastir.

(balon darasi + toplam yag) — (balon darast) y

100
ornek miktar:

Toplam yag % =

Istatistiksel analiz Kiiltiiriin tuzluluk ve 151k yogunluklarinim lipit, protein, optik yogunluk, klorofil
ve kuru agirlik iizerine etkilerini test etmek icin iki yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanild1. iki
yonli ANOVA'da farkliliklar bulundugunda, tek yonlii ANOVA'nin Duncan ¢oklu karsilagtirma
testi (HSD), (SPSS) (Siirtim 12.0, SPSS, Chicago, IL) kullanilda.

3. BULGULAR VE TARTISMA

Calismada 20+£2°C, 16: 8 (aydinlik: karanlik) fotoperiyodda ve farkli tuzluluk (20 %o, 30 %o, 40 %o)
ve iki farkli 1sik siddetinde (37 pmolm-2 s-1 photon ve 110 pmolm-2 s-1 photon), stirekli
havalandirma yapilarak P. cruentum laboratuar kosullarinda kiiltiire alind1 ve biiyiime belirlendi. 37
umolm-2 s -1 photon 151k siddetinde ve farkli tuzluluklarda P. cruentum'un biyokiitle, optik
yogunluk, klorofil a, protein ve lipid icerikleri Tablo 3.3.'de 6zetlenmistir.

Tablo 3.3. 37 pmolm™sphoton 151k siddetinde ve farkli tuzluluklarda P. cruentum'un biyokiitle,
optik yogunluk, klorofil a, protein ve lipid igerikleri

Biomass (gl-1)  Optical Chl-a (ngL-1) Lipid (%)  Protein (%)
density

20%o 0.986+0.1° 1.165+£0.2°  322.5422 6.35+0.2° 31.6+0.42
salinity
30%o 1.168+0.22 1.234+0.32  253.542° 8.02+0.4° 30.1+0.3°
salinity
50%o 1.159+0.22 1.215+£0.22  210.543° 10.07£0.2%  28.65+0.2°
salinity

ab.¢ harfleriyle sembolize edilen satirlar ortalamalari arasinda istatistiksel olarak fark vardir (p<0.05).

Tablo 4.4'de, 110 pmolm?s'photon 151k siddetinde ve farkli tuzluluklarda P. cruentum'un
biyokiitle, optik yogunluk, klorofil a, protein ve lipid igerikleri 6zetlenmistir.
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Tablo 4.4. 110 pmolms™photon 151k siddetinde P. cruentum'un biyokiitle, optik yogunluk, klorofil
a, protein ve lipid igerikleri ve farkli tuzluluk.

Biomass (glY)  Optik Chl-a (ugL™?) Lipid (%) Protein
yogunluk (%)
20%o 1.201+0.4° 1.431+0.3° 102.6+2° 6.02£0.4° 30.15+0.12
salinity
30%o 1.327+0.28 1.504+0.42 119.5+52 10.28+0.32  28.13+0.3°
salinity
50%o 1.112+0.1° 1.403+0.2° 108.2+02° 11.16+0.52  27.83+0.3°
salinity

ab.¢ harfleriyle sembolize edilen satirlar ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak fark vardir (p<0.05).

En iyi biiyiime, 110 pmolm?s'photon 13tk yogunlugunda %030 tuzluluk olan kiiltiirde
belirlenmistir. Bu grupta optik yogunluk (OD) 1.504 + 0.4 ve kuru madde miktar1 1.327 gL-1 olarak
belirlendi. 37 pmolm-2s-1photon 151k yogunlugundaki kiiltiirlerde optik yogunluk degerleri 30 %o
ve 50 %o tuzluluga sahip gruplarda benzer bulunmustur ve sirasiyla 1.234 £ 0.3 ve 1.215 £ 0.2
olarak bulunmustur. Bu gruplarin biyokiitle miktarlar1 da benzer bulunmus olup; sirasiyla 1.168 gL
1ve 1.159 gL olarak belirlenmistir.

En diisiik biiyiime 37 pmolmsiphoton 151k yogunlugunda ve %020 tuzlulugunda kiiltiirde elde
edilirken, bu grubun son giinlinde elde edilen optik yogunluk 1.165+0.2 ve biyokiitle miktar1 0.986
gL? olarak belirlendi. Klorofil a miktar1 deneme gruplarinda en iyi 37 umolm™s?photon 151k
yogunlugunda ve 20 %o tuzlulukta 322.5pgL? olarak belirlenmistir. En yiiksek lipit kiiltiirde
110pmolm™2s™photon 151k yogunlugunda ve 50 %o tuzlulukta% 11.16 olarak bulunmustur. En
yiiksek lipid elde edilen bu gruptaki en diisiik protein miktar1% 27.83 ile elde edilmistir. En yiiksek
protein %31.6 orani ile 37 pmolm?sphoton 151k yogunlugunda ve%o20 tuzluluga sahip kiiltiir
grubunda bulunmustur.

Algal biyoteknolojideki gelismelere ragmen mikroalg tiirlerinin kiiltlirlerinde ¢esitli giigliiklerle
karsilasilmaktadir. Fototrofik organizmalarin {iretimindeki temel amag¢ genelde optimal hiicre
yogunlugunda siirekli bir kiiltiir saglamaktir. Bir alg tiiriinlin dis ortamda siirdiiriilen kiiltiirii
sirasinda, cesitli cevresel faktorler hem gilinliik hem de mevsimsel olarak biiylik degisimler
gosterdigi icin, kiiltiirdeki hiicrelerin bu kosullara siirekli tepki gostermesi gerektirir. Biyomasin
biyokimyasal kompozisyonuna, cevresel faktorler, besin ortami, sicaklik, tuzluluk, pH, 1sik gibi
biliytime kosullaria baglidir (Sukenik, 1991). Besi ortaminda asir1 tuzluluk stresi fotosentezi inhibe
eder bu da biyokiitleyi azaltir (Martinez-Roldan ve ark., 2014). Ancak bazi mikroalg tiirlerinde
lipit ve biyokiitlenin iiretimini artirabilir (Minhas ve ark., 2016). Ben-Amotz ve ark., (1987)
bildirdigine gore bazi alg tiirlerinde  yiiksek tuzlulukta kil ve lipid igeriginde artislar
gozlemlendigini ve Fabregas ve ark., (1985), bazi alg tiirlerinde tuzlulugun artmasiyla protein
iceriginde azalma gozlemlemistir. Gu ve ark., (2012) yaptiklar1 ¢alismada farkli tuzluluklarda
kiiltiire alinan Nannochloropsis’de tuzlulugun %035 oldugu kiiltiirede lipid miktarmnin en yiiksek
oldugunu bildirmiglerdir. Bu ¢alismada da tuzluluk arttik¢a lipit miktari artmis ve biyokiitle
miktarinda kontrol grubuna goére azalma olmustur. Aymi zamanda tuzluluk artis1 ile protein
miktarinda diislisler gozlenmistir. Lu ve ark. (2020) yaptiklart tuzluluk c¢aligmasinda, P.
purperum’da yiiksek ve diisiik tuzlulugun biiyiimeyi yavaslattigi, en iyi bilylimenin %034 tuzlulukta
oldugunu bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda da en iyi biiyime %030 tuzlukta olmustur ve sonuglar
benzer bulunmustur. Yiiksek 1sik siddetinde bazi alglerde biiylime yavaslayabilir. Ayn1 zamanda
klorofil miktarinda azalmalara sebep olabilir. Levy ve Gantt (1988) yaptigi calismada da
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Porphyridium yiiksek 151k yogunlugunda klorofil miktarini azaltmistir. Bizim g¢alismamizda da
yiiksek 15181n klorofil miktarinda azalmaya neden oldugu bulunmustur.

Porphyridium cruentum’un kuru agirliginin yaklasik %28-39’unu protein, %40-57’sini karbohidrat
ve %9-14’tint de lipid olusturur. (Becker, 1994). Protein ve lipid iiretimi agisindan baktigimizda ise
iyi bir protein kaynagi iken, lipid miktar1 oldukca diisiik bir tiirdiir.

Algal biyoteknoloji alaninda ilk caligmalar genelde protein igerigi yiiksek ve kolay Kkiiltiire
edilebilen tiirler ile gerceklestirilmistir. Bununla birlikte protein disinda degerli diger metabolitleri
tireten alglerin kesfedilmesine de devam edilmistir. Hiicre i¢inde biriktirmis metabolitleri nedeniyle
Porphyridium cruentum mikroalgal biyoteknoloji alaninda énemli tiirlerden biridir. Calisma alani
cok genis olan bu sektdrde, ekonomik anlamda degerli tiirlerin ticari boyutlarda ¢alisilmasi, yeni
tirlerin kesfedilmesi ve bunlarin uygulanabilirliginin belirlenmesi algal biyoteknoloji konusunun
tilkemizde gelismesine yardimect olacaktir.
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