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OZET

Chlorella vulgaris zengin protein ve mineral iceriginden dolayr ¢ok eski zamanlardan beri
saglikli besin kaynagi olarak kullamilmaktadir. Bu c¢alismanin amaci; anti-oksidant, yaslanmay1
geciktiren ve savunma mekanizmasinin giiglenmesinde etkili olan bu algin farkl: 1s1k siddetlerinde
blyume parametrelerinin, pigment ve protein miktarlarinin incelenmesidir.

Bu calismada farkli aydinlanma siirelerine tabi tutulan Chlorella vulgaris tirtne ait 5 farkli
aydinlanma siiresine sahip 6rneklerin Klorofil miktarlari, Protein miktarlari ve hiicre sayisindaki
degisimler goz 6niine alinmistir. Bu amagla orneklerin belirli aydinlanma periyotlarinda (16 saat
aydinlik, 17 saat aydinlik, 18 saat aydinlik, 19 saat aydinlik ve 20 saat aydinlik) 20 giinliik siiregte
5 gilin ardisik ve daha sonra 3’er giin aralikli olmak iizere protein, klorofil analizleri ve hiicre
sayimlar1 yapilmistir. Denenen tiim kosullarda Chlorella vulgaris tiirtine ait 5 farkli aydinlanma
periyodundaki drneklerin protein, klorofil ve hiicre sayis1 miktarlarinda aydinlanma siiresine bagli
olarak artig gosterdikleri goriilmiis ve istatistiksel olarak bu artiglar nemli bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Chlorella vulgaris, Isik, Pigment, Protein, Alg



SUMMARY

The Effect of Photoperiod on Cell Number, Chlorophyll Amount and Growth Rate
of Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris has been used as a healthy nourishment source since the ancient times due to
its rich protein and mineral ingredients. The purpose of this study is the observation of the growing
parameters, pigment and protein quantities of this alga which is effective in delaying aging and
strengthening of the defence mechanisms in different light intensities.

In this study, the chlorophyll amounts, the protein amounts and the changes in the number of
the cells of the samples that have 5 different lighting durations which belong to Chlorella vulgaris
exposed to different lightning durations have been evaluated. For that reason, in the certain lighting
periods of the samples (16 hours light, 17 hours light, 18 hours light, 19 hours light and 20 hours
light), protein, chlorophyll analyses and the counting of the cells were done in 20 days period, 5
days consecutively and then 3 days at intervals. In all conditions tried, it was observed that there
was an increase in the protein, chlorophyll and cell numbers of the samples in 5 different lighting
periods belonging to Chlorella vulgaris kind, depending on the duration of the lighting and it has
been found that these increases are important statistically.

Key Words: Chlorella vulgaris, Light, Pigment, Protein, Algae
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1. GIRIS

1.1. Isik

Sucul ortamlarda organik madde sentezleyen temel Ureticiler fitoplankton veya mikro
alglerdir. Fitoplankterler, alisilagelmis karasal bitkilerden daha kompleks karbon
molekiilleri olustururlar. Cesitli nutrientleri bilinyelerine alirlar ve bir 151k kaynagi
yardimiyla bunlar1 yasamsal aktiviteleri igin gerekli kompleks molekiiller halinde
birlestirirler.

Plankton sularin pelajik bolgesinde bulunur ve her organizma gibi plankton da yasadigi
ortamla devamli bir iligki igerisindedir. Bu sucul ortamlar pek ¢ok fiziksel ve kimyasal
faktoriin etkisi altinda olup ekololojik faktorler olarak da adlandirilan bu etmenler, su
igerisindeki organizmalar1 dogrudan ya da dolayl olarak etkilerler [1].

Tiim organizmalarin yasam siirecini etkileyen, goriinebilirligi yillarca tartisma konusu
olmus 15181 tanimlamak olduk¢a zor olmustur. Tanimlama ile ilgili siirecte bilim insanlar
pek cok kurami ortaya koymusglardir.

Hollandali fizik¢i Willebord Snell ilk olarak 1621° de 1518 belirli 6zelliklerini
kesfetmistir. Bu kuramla beraber kesfedilen 6zelliklerden biri; saydam bir ortamdan baska
bir saydam ortama gegerken 15181n dogrultusunun degisiyor olmasidir.

Snell” in kirilma yasasini agiklamasindan sonra Francesco Gramaldi ise 151 en 6nemli
davranig Ozelliklerinden olan kirmmim olaymi ortaya c¢ikarmistir. Tiim bu Ozelliklerin
belirlenmesinin yaninda Newton pargacik kuramini ortaya atmis ve Tayf olayiyla beyaz
1sikla aydinlatildiginda tayfin en ¢ok bitkilerin yapraklarinda yesil rengi yansitip diger
renkleri sogurmasi sebebiyle yesil goriindiigiinii ortaya koymustur.

Fotoelektrik etkinin bulunmasindan sonra bilim adamlar 15181in pargaciklara ok
benzeyen bir Ozelliginin varligim1 daha kabul etmis ve foton kurami kanitlanmistir.
Dalgalanma kurami da parcacik (foton) kuramiyla birlikte pek c¢ok tartismaya konu
olmustur.

Tim evren i¢in pek ¢ok acidan Onemi yadsinamaz olan 1sik; ‘Maddenin fiziksel
yapisindaki atomik etkilesim sonucu meydana gelen bir enerji tiiridiir’ seklinde
tanimlanmustir.

Ayn1 zamanda Isik; dogrusal dalgalar halinde yayilan elektromanyetik dalgalara verilen
soyut kavram olarak da tanimlanmistir. 380 - 750 nm. dalga boylar1 aras1 gozle goriilebilir

olarak nitelendirilir ancak bilimsel terminolojide gozle goriinmeyen dalga boylarina da 151k



denilebilmektedir.

Tiim fiziksel 6zelliklerinin yaninda 151k evrende canlilar i¢in vazgegilmez bir kaynak
olusturur. Fotosentetik canlilar agisindan 1s1k; tiirlerin dagilimi, gelisimi, organik madde
sentezi, fotosentez hiz1 gibi pek ¢ok faktdre yon vermektedir.

Bitki ve hayvanlarin ¢ogunda izlenen fizyolojik aktiviteler gece-gtindiiz periyoduna ve
mevsimlere bagl olarak degisir. Gece giindiiz siiresi mevsimlere gére degisim gosterir ve
bu degisime bagl olarak canlilarin hayatsal faaliyetlerinde mevsimsel biyolojik ritimler
goraldr,

Isik etkisiyle bitkilerde fotosentez, fotoperiyodizm, terleme, ¢imlenme ve ¢iceklenme,
hayvanlarda ise Ureme ve diapoza girme gibi biyolojik ritimler gorilir. Guanlik
(sirkadiyen) ritimler 24 saat veya ona yakin olan ritimlerdir.

Canlilarda gece giindiiz periyoduna bagl olarak niktemeral ritim ortaya ¢ikar. Ayrica
ozellikle deniz organizmalarinda yaygin olarak aylik ritimler gorulir. Bitkilerde fotosentez
ile aym sekilde hayvanlarda yasam faaliyetleriyle 151k siddeti arasinda yakin iligki
bulunmaktadir. Bunun yaninda canlilar degisik dalga boyundaki 1s18a duyarliliklar1 da
farklilik gosterir. Fitoplankton trleri 6ncl Ureticilerdir ve pelajik besin zincirinin temelini
olustururlar. Temel kaynaklari ise 151k ve besin olmakla beraber bu faktorler fitoplankton
kominitelerinin yapisinda, dagiliminda olduk¢a 6nemli rol oynarlar. Ayrica; Isik fotosentez
olayinda, besin ise metabolizma ve hiicre yapist ile ilgili fonksiyonlarda gorev alir. Akuatik

ortamlarda farkli derinliklerde farkli kirinimlar sonucu renk olusumu degisim gosterir [2].
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Sekil.1.1.1. Farkli derinliklerde goriilen renkler ve dalga boylar1



1.2. Fotosentez

Yesil bitkiler, klorofil sayesinde giinesten aldiklari 1sik ve 1s1nim (radyasyon Enetrjisi)
yardimi ile havadan aldiklar1 karbondioksiti, kokleri ile aldiklar1 su ve diger mineral
tuzlarla birlestirerek beslenmelerindeki organik maddeleri hazirlarlar. Diger bir ifadeyle
bitkiler, fotosentez olayinda 1sik enerjisini kullanarak havanmn karbondioksitini sekere
dontstiirmekte ve ¢esitli besin maddeleri olusturmaktadir.

Denizel bitkiler biyolojik ve ekolojik fonksiyonlari ile deniz ekosisteminin en 6nemli
canli gruplarindandir. Fotosentez olay1r ile ortamin oksijenini saglayan bu bitkiler
olusturduklart topluluklar ile diger canlilarin beslenme, barinma ve ilireme ortamlarin
olustururlar. Isik, bitkilerin biiylime ve gelisebilmeleri icin gerekli bir fiziksel cevre
faktoridiir. Isik siddetinin artmasi ile fotosentezin de buna paralel olarak artis1 belirli bir
151k siddetine kadar devam eder, bu sinirdan sonra 151k artsa bile fotosentez artmaz; sabit
kalir veya azalir. Isik siddeti sinir degeri, 151k ve gdlge bitkilerine gore degismektedir. Bir
bitkinin en yiiksek derecede gelisebilmesini saglayan 1sik miktarina o bitkinin "1g1k
optimumu” veya “optimum 11k siddeti” denir. Fitoplanktonik formlar su ve karbondioksit
gibi diisiik enerjili inorganik bilesiklerden yiiksek enerjili organik bilesikleri
sentezleyebilirler. Bu organizmalarin enerji kaynagi ya gilines enerjisidir ya da inorganik
maddelerin oksidasyonu sonucu ag¢iga c¢ikan kimyasal enerjidir. Dolayisiyla organik
bilesiklere gereksinim duymazlar. Fitoplanktonik formlar fotosentez yoluyla kendi besinini
tireten organizmalardir. Isik, fotosentez igin en 6nemli ihtiyaglarin basinda gelmektedir [3-
8].

Fotosentez, fotosentetik bakteriler ve yiliksek bitkiler gibi bitun fototrofik organizmalar
tarafindan gergeklestirilen, 151k enerjisinin kimyasal enerjiye doniistiiii metabolik bir
islemdir. Fotosentez olayr iki evreyi igerir. Isik reaksiyonlari, 151k enerjisinin
yakalanmasint ve ATP’ ye donlisiimiinii gerektirir. Bu islem, 1s1k araciligi ile H,O’dan
NADP’ ye elektron taginimi ile gergeklesir.

Elektron taginiminda reaksiyonlarin oldugu yer hiicre i¢indeki tilakoid zarlardir. Yiiksek
bitkilerden farkli olarak, bu zarlar siyanobakterilerde organize bolgeler degillerdir. Bu
reaksiyonlar yiiksek bitkilerde kloroplast i¢inde gergeklesirken siyanobakterilerde
sitoplazma i¢inde olusmaktadir. Tilakoidler klorofil a igerirlerken klorofil b ve ¢ bulunmaz.
Cyanophyta bolimunde rezerv polisakkarit, glikojene benzer siyanofise nisastasidir [5].

Isik, foto sistem | ve foto sistem II de bulunan pigmentler tarafindan absorbe edilir.

Rakhimberdieva ve ark.” nin bildirdigine gore S. platensis’ te fikobilizomlarin PSI ve PSII
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arasindaki dagilimi, %60 enerji transferi PS | trimerlerine ve kalan %20’nin PS |
monomerleri ile gergeklesirken fikobilizomlarin yaklagik % 20’sinin PSII ye bagh

oldugunu gosterilmistir [4, 5].

1.3. Algler ve Isik

Sucul ortamda organik madde sentezleyen temel Ureticiler mikro alglerdir. Cesitli
kaynaklardan gelen basit molekiilleri 151k kaynagi yardimiyla yasamlari i¢in gerekli olan
komplex molekiillere doniistiiriirler.

Algler, giines 15181 altinda atmosferdeki karbondioksiti biiyiik bir jenerator gibi almakta
ve insan ile diger canlilarin yasami i¢in hayati 6neme sahip olan oksijeni tiretmektedirler.
Alglerden elde edilen biyomasin yami sira hiicresel olarak biinyelerinde biriktirdikleri
degerli metabolitlerin yiiksek ticari degere sahip olmasi ve bazi tiirlerin ¢evre ile ilgili
uygulamalarda kullanilabilmesi mikro alglere mevcut ilgiyi daha da arttirmakta ve
biyoteknolojide yogun arastirmalarin yapildig bir alan haline getirilmektedir [4] .

Fitoplankterler, fotosentetik organizmalar olarak tanimlanirlar. A¢ik denizler, goller,
nehir ve havuzlarda kismen ya da tamamen pelajik yasama uyum saglamiglardir. Mevcut
pelajik besin aglarindaki organik karbonlarin ¢ogu bu uyuma katkida bulunmustur.

Pelajik ekosistemde fitoplankton komiteleri diinya yiizeyinin %70’inde baskindir ve
yaklagik diinyadaki fotosentezin %45’ i akuatik ¢evrede meydana gelir.

Algal biyoteknolojideki gelismelere ragmen mikro alg tiirlerinin kiiltiirlerinde ¢esitli
gucluklerle karsilagilmaktadir. Mikro alg kiiltiirlerinde biyomasin  biyokimyasal
kompozisyonu ve yag asitleri degerleri, ¢evresel faktorler, besin ortami, sicaklik, tuzluluk,
pH, 151k gibi biiyiime kosullarina baglidir [9, 10].

Temel Ureticiler olarak nitelendirilen fitoplanktonun vertikal dagilimina etki eden
etmenler; biotik ve abiyotik etmenlerdir. Abiyotik etmenlerden en énemlilerinden biri 1s1k
faktorudir. Gollerde 1sik ve 1siin hakim oldugu bolge epilimniondur. Bu bolgede bazi
olaylarin gerceklesmesinde sadece 1sitk etmenin etkisinin oldugu goriiliir. Daha alt
tabakalarda ise 1s18in sirlayict bir faktér oldugu goézlemlenir. Isigin dalga boyu
planktonun vertikal dagiliminda rol oynamaktadir [11, 12].

Ust tabakalarda kisa dalga boylar1 absorbe edilirken alt tabakalarda ise uzun dalga
boylar1 ilerleme gostermektedir. Bu nedenle {ist tabakalarda kisa dalga boyunu absorbe
eden yesil kromatoforlu bitkiler yayilmaktadir. Bunun tersi olarak derinlerde kirmizi ve

kahverengi kromatoforlu bitkilere rastlanilmaktadir.
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1.4. Alglerin Thtiva Ettikleri Pigment Cesitleri

Fotosentez 151k enerjisinin hapsedildigi, biyokimyasal enerjiye doniistiigii ve organik
karbon bilesenlerinin depolandig1 biyolojik bir siiregtir.

Isik alan bolgelerinde toplanan 151k enerjisi fotosentetik pigmentler tarafindan taginilir.
Bu pigmentler 400 ile 700°’nm dalga boyundaki 15181 tutabilecek sekilde diizenlenmislerdir.
Fitoplanktonun 15181 tutabilme yetenegi, pigmentlerin 15181 depolama yetenegiyle dogrudan
ilgilidir [13].

Fotosentetik organizmalar, yasam ortamlarinda uygun olmayan cevresel etkenlere,
fotosentetik aparatlarin1 korumak ve optimize etmek, baska bir deyisle canliligim
siirdlirebilmek icin adapte olmak zorundadirlar. Fotosentetik hiicreler tarafindan
absorplanan 151k, saturasyon degerlerini gectigi takdirde bu adaptasyon islemi ¢ok daha
kritik bir duruma gelebilir. Fotosentez islemi sirasinda hiicrelerde devam eden enerji
akigin1 diisiirmek ig¢in hiicresel pigmentlerin (klorofil ve karotenoidler) icerik ve
kompozisyonlarinda bir takim degisiklikler meydana gelir. Iste bu nedenle karotenoidler,
fotosentez isleminde fotonlarin yakalanmasi ve 1s18in zararli etkilerinden hiicrenin
korunmas: gibi iki temel fonksiyona sahiptir.

Alglerin en belirgin ve dikkat cekici 6zellikleri renkleridir. Farkli boliimlere mensup
alglerin ihtiva ettikleri pigment ¢esitleri primer siiflandirma da 6nemli yer tutmaktadir.
Degisken olan renklilikleri sebebiyle daha hassas siiflandirmalarda fotosentetik
pigmentlerin kimyasal analizi istenmektedir.

Her divisio kendi 6zel pigment kombinasyonuna sahiptir. Ve genellikle yiksek
bitkilerin kombinasyonu Chlorophyta’ nin kine ¢ok benzer. Alglerin belli bash
divisiolarinda bes klorofil, yirmi ksantofil, bes karoten ve yedi fikobilin bulunur.
Fikobilinler diger ad1 ile biloproteinler globiilinin proteine tutturulmus formu olarak da
tarif edilmektedirler [5].

Kendisine renk veren pigmentlerin tiimiiniin bilgisi o bitkinin DNA’sinda kodludur. Bu
yizden bir bitki tliri diinyanin neresine gidilirse gidilsin genellikle ayni o6zellikleri
tasimaktadir. Bitki rengini etkileyen baslica genetik durum olmak iizere, besin maddeleri,
sicaklik ve 151k gibi ¢evresel faktorler, bitki renklenmesinde etkili olan pigmentlerin

etkinlik derecesini belirleyerek rol oynamaktadirlar.
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Sekil.1.4.1. Ug ana pigment sinifinin(Klorofil, Karotenoid ve Fikobilin) farkli
spektrumlardaki absorbsiyon miktarlari

Biitiin fotosentetik organizmalar 11k enerjisini kullanabilmek igin organik pigmentler
ierirler. Ug ana pigment siifi bulunmaktadir; Klorofiller, Karotenoidler ve Fikobilinler.
Klorofiller (yesil pigmentler) ve Karotenoidler (sar1 ve turuncu pigmentler) lipofilik olup
alkol, dietil eter, benzen ve aseton icinde ¢ozinlrken, Fikobilinler hidrofilliktirler ve suda

cozindrler [13].

1.4.1. Klorofiller

Klorofiller bitkiye yesil rengi veren suda ¢oziilmeyen sadece organik c¢oziiciilerde
eriyen bir pigment tipidir. Kimyasal yapi olarak bilinen biitiin klorofil gesitleri aym
porfirin yapisina ve tetrapirol niikleusuna sahiptirler. Bu niikleusta Mg iyonlasamayan
sekilde mevcut olup dort kolla pirollere baglanmustir.

Klorofil mor 6tesi de dahil olmak tizere ¢esitli dalga uzunluklari ile 1siklandirildiginda,
kirmizi 1sikta parlak bir flouresans ozelligi gostermektedir. Bu klorofilin en &nemli
karakteridir. Birbirinden kolaylikla ayirt edilebilen en az sekiz farkli klorofil tipi oldugu
bilinmektedir. Bunlar klorofil a, b, c, d, e, bakteri klorofil a, b ve klorobium klorofildir.
Klorofillerin fotosentez agisindan en 6nemli iki tipi klorofil a ve b’ dir. Klorofil a mavimsi
yesil ve klorofil b sarims1 yesil renkte olup, klorofil a fotosentezin 11k reaksiyonunu
baslatirken, klorofil b fotosentezde yardimci pigment olarak rol almaktadir. Klorofil

pigmenti genel olarak C, H, O, N ve Mg elementlerinden olusur. Klorofil a
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(C55H7205N4Mg), klorofil b (C55H7006N4Mg) kapali formiilleriyle gosterilirler. Her
iki klorofil i¢in de maksimum 1s1k absorbsiyonu mavi-mor 1sinlar bolgesinde olup klorofil

a icin en yiiksek 429 nm, klorofil b i¢in 453 nm dalga boyundadir.

1.4.2.Karotenoidler

Karotenoidler olarak siniflandirilan bilesikler ¢ogu bitkide olusan renkli terpenler veya
terpen tirevleridir. Pek cok bitkinin yapraklarinda mavi-yesil ve mavimsi 15181 absorbe
etmektedirler ve sar1 15181 yansitmasi nedeniyle bu sekilde goriinmektedirler. Karotenoidler
tarafindan absorbe edilen 151k enerjisi fotosentezde kullanilmak iizere klorofile

tasinmaktadir. Karotenoidler iki esas gruba ayrilirlar;

1.4.2.1. Karotenler:

Baslica a karoten 3 karoten E karoten y karoten flavicin lycopene olarak adlandirilan
birbirinden farkli ¢esitli karotenler vardir.
Biitiin alg gruplarindaB karoten mevcuttur. Ancak Rhodophyta da B karotenin yerini o
karoten almistir. Diger bir karoten olan e karoten ise Bacillariophyta’ nin karakteristik

pigmentidir.

1.4.2.2. Ksantofiller

Alglerde bircok farkli ksantofil vardir. Bu ksantofillerin ¢ogu sadece o6zel alg
gruplarinda bulunur. Myxoxanthin Cyanophyta da antheraxanthin Euglenophyta da
bulunan ksantofil tipleridir. Ksantofiller suda erimezler yagda ve diger ¢oziiciilerde
cozlinebilirler. Farkli 151k dalgalarinin enerjilerini klorofile transfer ederler. Mavi ve 6tesi

bantlarin ucunda kuvvetli absorbsiyon gdsterirler.

1.4.2.3. Fikobilinler
Suda ¢ozlinen pigmentlerdir. Kloroplastlarin stroma veya sitoplazmasinda bulunur.
Yalnizca Cyanobacteria ve Rhodophyta bakterilerinde bulunur. Zararl 1sinlardan canlilari
koruyucu etkilerinin yani sira kimyasal deneylerde kullanilmaktadirlar.
Fikoeritrin ve fikosiyanin olmak {izere iki cesittir. Bu pigmentlerden fikoeritrin;
Rhodophyta’ nin, fikosiyanin ise Cyanophyta’ nin karakteristigidir. Fikobilinler suda
¢ozlnebilen pigmentlerdir.

Extraksiyon islemi esnasinda serbest pigmentler protein pargasindan kolayca ayrilmaz
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bundan dolay1 pigmentin ismi fikobilin; biloproteinler olarak degistirilmigtir

1.5. Fotoperiyot

Bir gunlik zaman dilimi igindeki gun (gindiz) uzunlugu, aydinlik siiresi veya 1sik
stiresi olarak tanimlanan fotoperyot, diinyanin kendi ekseni ve giinesin etrafinda donmesi
sonucu olusan bir doga olayidir. Dogal foto periyot enlem, gln, ay ve mevsimlere bagl
olarak dizenli bir degisim gosterir. Aydinlik siiresi, diinyanin eksenindeki 23°27" ’lik
egime de bagh olarak enlemlerdeki artigla, giinliik (sirkadian), aylik (sirkalunar) ve
mevsimlik (sirkannual) degisimlerle periyodik olarak artar veya azalir.

Sicaklik ve besin maddeleri gibi ¢evresel etmenlerde yildan yila az veya ¢ok degisimler
gozlenirken, foto periyodik degisimler her yi1l aymidir. Dolayisiyla foto periyot, dogada
yilin zamanmi gosteren en belirgin digsal bir gostergedir [14, 15]. S6zi edilen bu
etmenlere bagli olarak olusan foto periyodik degisimin stabilitesi ve tahmin
edilebilirligiyle biyolojik dongusel degisimleri, onlar daha olusmadan 0Once sonucu
gosteren bir ilk ipucudur. Ozellikle yildan yila beslenme, hayatta kalma ve iireme igin 151k
disinda diger cevresel sartlarin diizensiz degistigi orta ve yuksek enlemlerde(subtropikal
kusak ve kutup kusagi) yasayan organizmalarda biyolojik aktivitelerin diizenlenmesi ve
zamanlamasi, fotoperyotla senkronize olmus i¢sel biyolojik saate baglidir ve yillik
ritimlere sahiptir. Dolayisiyla, glin (veya gecenin) uzunlugunun artmasi ya da azalmasi
veya ikisinin arasindaki kombinasyonu da kapsayabilen foto periyota iliskin direk
degisiklikler, beslenme, lireme gibi bazi biyolojik olaylar i¢in bir baslangic isareti olarak
kabul edilmektedir [13].

Oldukga yuksek protein, vitamin ve aminoasit icerigine sahip Chlorella vulgaris’ in
laboratuar sartlarinda degisik aydinlatma siirelerine tutularak hiicre sayilarinda, klorofil ve
protein iceriginde meydana gelebilecek degisikliklerin neler oldugunu arastirmak bu

calismanin temel amacini olusturmaktadir.



2. MATERYAL VE METOT

2.1. Chlorella vulgaris

Yesil algler (Chlorophyta) boliimiine ait Chlorella vulgaris, 2-8u ¢apinda, tek hiicreli
mikroskobik bir alg turudur. Cok eski dénemlerden beri Chlorella tiirlerinin besin kaynagi
olarak kullanildigina dair bilgiler mevcuttur. Tek hiicreli bu alg tiiriiniin besin kaynagi
olarak kullanilmasmin en Onemli nedeni; hiicreli yapisi, vitamin, protein, mineral,
aminoasitler, niikleik asitler (RNA, DNA), temel yag asitleri, enzimler ve karotenoidlerin
yogun bir kaynagi olmasindan kaynaklanmaktadir. Chlorella organik ve inorganik
maddeleri saf, katkisiz ve dogal olarak miikemmel bir denge igerisinde barindirir ve tek
basina bile tam bir besin kaynagi olarak bilinir. Chlorella, %50-60 oraninda proteinden
olugsmakta olup klorofilin dogada bilinen en yliksek oranli kaynagidir. Ayrica demir, iyot,
cinko, magnezyum, fosfor ve kalsiyum da icermektedir. Chlorella, sigir karacigerinin

icermekte oldugu B12 vitamininden daha fazla B12 vitamini igerir [16, 17].

Sekil.2.1.1. Chlorella vulgaris’ in 11k mikroskobundaki goriiniigii

Sucul ortamlarda yaygin olarak bulunan ve fitoplanktonun 6nemli bir iiyesi olan
Chlorella tiirlerini de igerisinde bulunduran plankton 6rnekleri, plankton ag1 kullanilarak
araziden toplanarak Firat Universitesi arastirma laboratuarina getirildi. Inverted mikroskop
altinda mikro pipetler yardimi ile karma fitoplankton Ornekleri igerisinden Chlorella
vulgaris izole edildi. Laboratuarda Chlorella vulgaris orneklerini ¢ogaltabilmek amaciyla

hazirlanan Jaworsky besi ortami1 kullanildi.



2.2. Sivi Besi Ortaminin Hazirlanmasi

Jaworsky sivi besi ortami Ozellikle Chlorophyta iiyelerinin gelisimi i¢in en iyi besi
ortami olarak belirtilmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda, yesil alglerin 6nemli bir iiyesi
olan Chlorella vulgaris’ in laboratuarda c¢ogaltilmasinda Jaworsky sivi besi ortamini

kullandik.

Tablo 2.2.1.de Sivi besi ortaminin hazirlanmasinda kullanilan maddeler ve miktarlari

gosterilmistir [18].

Tablo 2.2.1. Jaworsky Besin Cozeltisi

Stok Cozelti 200 ml.
1. Ca(NO3)2.4H20 4.00 gr.
2. KH2PO4 248 gr.
3. MgS04.7H20 10.00 g 10.00 gr.
4. NaHCO:s 3.18 gr.
5. EDTAFeNa 0.45 gr.

EDTA Na 0.45 gr.

6. HsBOs 0.496 gr.
MnClz2. 4H20 0.278 gr.
(NHa)s M07024. 4H20 0.20 gr.

7. Cyanocobalamin 0.008 gr.
Thiamine HCL 0.008 gr.
Biotin 0.008 gr.

8. NaNO3 16.0 gr.
9. Na2HPO4. 12HO 7.2r.

Hazirlanan stok ¢ozeltilerden 1 er ml. alinip saf su ile 1000 ml. ye tamamlanarak
Chlorella vulgaris 6rneklerinin gogaltilmasinda kullanilan sivi besi ortami hazirlanmigtir.
Hazirlanan s1vi besi ortami daha sonra sterilizasyon islemi i¢in otoklava konmustur.

100 ml Jaworski s1v1 besi ortamindan 250 ml. lik erlenmayere konmus ve bu ortama 1.5

gr. agar-agar (Difco) ilave edilerek kat1 besi ortam1 hazirlanmigtir.
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Daha sonra erlenmayerin agz1 pamuk tikacla kapatilip otoklavda 121 °C de 1 atm basingta
15 dk siire ile steril edilmis ve ayn1 zamanda kati olan agar agarin erimesi saglanmigtir.
Sterilizasyon islemi bittikten sonra erlenmayer el yakmayacak sicakliga gelene kadar
sogutulmus ve daha Onceden steril edilmis iki ayr1 petri kutusuna esit miktarda ilave
edilmistir. Petri kutulariin kapagini kapattiktan sonra besi ortaminin homojen bir sekilde
petri kutusu tabanina yayilmasi i¢in diiz bir zemin iizerinde hafifce ¢alkalanmistir.

Bu islemlerden sonra s1vi halde olan besi ortaminin donmasi ve sertlesmesi i¢in bir giin
siireyle buzdolabinda bekletilmistir. Kat1 besi ortaminin bulundugu petrilere sonraki giin
alglerin bulundugu ornekten ekim yapilmigtir. Ekim yapmak i¢in kullanilan 6ze, bek
alevinde steril edildikten sonra yine 6ze yardimiyla drnekten numune alinip kati besi
ortamina yayma yontemiyle ekim yapilmistir. Ekim isleminden sonra petri kutulari, foto
periyot 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik (16/8) olacak sekilde sicakligi 25 + 1°C” ye ayarh
bitki biiyime dolabinda gelismeye birakilmistir. Aydinlatma igin flouresans lambalar
kullanilarak ortamin 151k yogunlugunun 2000 liix olmasi saglanmistir. Ekimden dort giin
sonra petri kutularinda farkli alg kolonilerinin olustugu goézlenmistir. Bu koloniler
mikroskop altinda incelenmis ve bu koloniler arasindan Chlorella vulgaris kolonileri
belirlenmistir. Bu islemlerden sonra Chlorella vulgaris kolonisinden Jaworski besi
ortamina asitlama yapilmigtir. Bunun i¢in 100 ml Jaworski besi ortami 250 ml’ lik
erlenmayere koyulmus ve agzi pamuk tikagla kapatildiktan sonra 121°C de 1 atm basingta
15 dk siireyle steril edilmistir. Sterilizasyon islemi bittikten sonra erlenmayer sogumaya
birakilmistir. Sonra bek alevinde steril edilmis 6ze yardimiyla kat1 besi ortaminda gelisen
Chlorella vulgaris kolonisinden alinip erlenmayer icerisindeki sivi besi ortamina asilama
yapilmistir. Asilamadan sonra 25+1 °C de 16 saat aydinlik 8 saat karanlik periyodunda
bitki biiyiime kabininde gelismeye birakilmistir.

Asilama isleminden dort giin sonra sivi kiiltiir ortaminda gozle goriiliir bir gelisme
gergeklesmistir.  Mikroskopta incelendiginde ortamda sadece Chlorella vulgaris
orneklerinin oldugu goriilmiistiir.

Calismada kullanacagimiz Chlorella vulgaris’ i saf olarak elde ettikten sonra yeterli
miktarda kiiltiir ortami1 hazirlayip bu kiiltiir ortamlarini ayr1 ayr1 16 saat aydinlik/8 saat
karanlik (16A/8/K), 17 saat aydinlik/7 saat karanlik (17A/7/K) 18 saat aydinlik/6 saat
karanlik (18A/6/K), 19 saat aydinlik/5 saat karanlik (19A/5/K), 20 saat aydinlik/4 saat
karanlik (20A/4/K) farkli aydinlatma periyotlarina tabi tutularak bu aydinlanma

stirelerindeki hiicre sayisi, klorofil ve protein miktarlarindaki degisiklikler tespit edilmistir.
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2.3. Kulturlerde Chlorella vulgaris’ in Hiicre Sayilarinin belirlenmesi

Farkli aydinlatma siirelerine maruz birakilan sivi besi ortamindan alinan 6rneklerdeki
C.vulgaris’ in saymmi her giin 151k mikroskobu altinda Thoma lami ile yapilmistir [19].
Alman 1 ml. Ornekte hiicre sayimlar1 gergeklestirilmistir. Hiicre sayimlar1 asilamanin
yapildig ilk giinden baglamak {izere 5 giin giinasir1 daha sonra ise {liger giin aralikli olacak

sekilde 20 giin boyunca yapilmistir.
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Sekil.2.3.1. Chlorella vulgaris sayimlarinin yapildigi Thoma lami

2.4. Klorofil Analizi

Sivi kiiltiirlerde klorofil analizleri ilk 5 giin giinasir1 daha sonra ise tger giin aralikli
olacak sekilde 20 giin yapilmistir. Klorofil analizler, Parson Stirickland metoduna gore
yapilmistir [19]. Farkli aydinlanma siirelerine tabii tutulan 6rneklerde agilamanin yapildigi
ilk giinden baslamak iizere 5 gilin glinasir1 daha sonra ise iiger giin aralikli olacak sekilde 20
giin boyunca spektrofotometrede absorbanslar1 alinmistir.

Sivi kiltiirlerden 5 er ml 6rnek alinmig 0.45 pl por agikligima sahip filtrelerden
stiziilerek lizerlerine 6rnek iizerine 10 ml %90’lik aseton ilave edilmistir.

+4 °C’de buzdolabinda 24 saat kadar bekletildikten sonra santrifiij tiiplerine alinarak
3500 devirde 15 dakika santrifiij edilip supernatant kisimlar1 alinarak spektrofotometrede
%90 aseton korline karst 630 nm, 645 nm, 665 nm ve 750 nm dalga boyunda
spektrofotometrede absorbanslari okunmustur. Hesaplamalar agagidaki formiil yardim ile

yapilmustir.
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Hesaplama:

Klorofil a=11,6 x D665 — 0,14 x D630 — 1,31 x D645
Klorofil b = 20,7 x D645 — 4,34 x D665 — 4,42 x D630
ug klorofil (a,b) / L =klorofil (a,b) x v/1xV

V (L) = Filtre edilen su 6rnegi

v (ml) = Kullanilan aseton

1 (cm) = Isik yolu

2.5. Protein Analizi

Protein analizleri icin farkli aydinlanma siirelerine tabii tutulan 6rneklerde asilamanin
yapildigi ilk giinden baglamak iizere 5 giin giinasir1 daha sonra ise iiger giin aralikli olacak
sekilde 20 giin boyunca s1v1 kiiltiirlerden 5 er ml alinmis ve DOC ¢ozeltisinden ilave edilip
iyice calkalanmistir. TCA ¢ozeltisinin ilavesiyle 10 dakika kadar bekletilmis ve 7500
devirde 15 dakika kadar santrifiijlenmistir.

Bu islemle 6rneklerin supernatant kisimlar1 dokiilerek her bir 6rnege Lowry ¢ozeltisi
ilave edilmis yarim saat siireyle bekletilmis ve Folin ayiraci ilave edilmistir [20].

C. .vulgaris’ deki protein diizeylerini saptamak icin protein standartlari ile absorbans
arasindaki iliskiyi gosteren regresyon dogrusu (Tablo 2.5.1. ) kullanilmigtir. Protein
standartlarinin absorbans degerlerinden y = 0,0015x +0,0012 formli bulunmustur. Burada
X protein derisimini  (ug/ ml ) ; Y degeri de absorbansi (750 nm) gostermektedir. Bu

regresyon formiilii kullanilarak C. vulgaris’ deki protein miktar1 hesaplanmuistir.

Tablo 2.5.1. Protein standart egrisi
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0,7
y = 0,0015x + 0,0012
-
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0,5 /
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3. BULGULAR
Chlorella vulgaris’ i igerisinde bulunduran sivi kiiltiir ortamlarint ayr1 ayr1 16 saat

aydinlik/8 saat karanhik (16A/8/K), 17 saat aydinlik/7 saat karanlik (17A/7/K) 18 saat
aydinlik/6 saat karanlik (18A/6/K), 19 saat aydinlik/5 saat karanlik (19A/5/K), 20 saat
aydinlik/4 saat karanlik (20A/4/K) farkli aydinlatma periyotlarina tabi tutulan kiiltiir
ortamlarindaki Chlorella vulgaris’ in hiicre sayisi, klorofil ve protein miktarlarindaki

degisiklikler tespit edilmistir.

3.1. Chlorella vulgaris’ in Hiicre Sayilarindaki Degisim

Farkli aydinlatma siirelerine maruz birakilan sivi besi ortamindan alinan 6rneklerdeki
C.vulgaris’ in sayimi her giin 1s1tk mikroskobu altinda Thoma lami yardimi ile
gergeklestirilmistir. Hiicre sayimlar1 asilamanin yapildig: ilk giinden baslamak tlizere her

gun yirmi giin sureyle yapilmis ve sonuglar Tablo 3.1.1.” de gosterilmistir.

Tablo 3.1.1. Chlorella vulgaris’ in farkli aydinlanma periyotlarindaki hiicre say1st
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Chlorella vulgaris’ in siv1 kiiltiirlere asilamanin yapildig: ilk giin 151k mikroskobunda
yapilan hiicre sayiminda ml’de 60 Chlorella vulgaris’ in oldugu tespit edildi. 16 saat
aydinlik 8 saat karanlik periyoduna maruz birakilan Chlorella vulgaris kultlrlerinde
inokulasyonun yapildigi giinden sonraki giin yapilan sayiminda Chlorella vulgaris’ in
hiicre sayisinin 365 hiicre/ml oldugu, tiglincii giin yapilan sayimda ise Chlorella vulgaris’
in hiicre sayisinin 1.200 ye ulastig1 belirlendi.16 saat aydinlik 8 saat karanlik periyoda
birakilan sivi kiiltiirlerde ise Chlorella vulgaris’ in hiicre sayisinin dordiincii giinde ml deki
hlcre sayist 1.900 olarak tespit edildi. Hiicre sayisindaki bu artigin {igiincii giine oranla
%58’lik bir artig gosterdigi hesaplandi.5. giinde hiicre sayisindaki artisin devam ederek ml
de 750 hiicreye ulastig1 belirlendi. Ik haftanin sonunda 16 saat aydinlik 8 saat karanlik
periyoduna maruz birakilan kiiltiirlerde Chlorella vulgaris’ in hiicre sayis1 mililitrede 4.000
oldugu, 8. giinde ise hiicre sayisinin 4.500’¢ ulastigr 9. ve 10. giinlerde ise Chlorella
vulgaris’ in 6.250 hiicre/ ml oldugu tespit edildi. 11. giinde ml de yaklasik 6500 hiicreye
ulastig1 tespit edildi. Asilamanin yapildigi on ikinci giinde yapilan sayimlarda hiicre
sayisinda yaklagik %128’lik artisin oldugu belirlendi. 13. giinde mililitrede Chlorella
vulgaris’ in hiicre sayisimnin 10.500 olugu, 14. giinde ise katlanarak artis gostererek
mililitrede 21.600 hiicreye ulastigi goriildii. On besinci giinde yapilan sayimda Chlorella
vulgaris’ in hiicre sayisiin 36.000°e ulastigi tespit edildi. 16. ve 17. glinler siv1 kiiltiirlerde
Chlorella vulgaris’ in hiicre sayilarindaki artis devam etmis ve sirast ile 48.000 hiicre/ml
ve 50.400 hiicre/ml olarak tespit edildi. Sivi kiiltiirlerdeki Chlorella vulgaris, sayimin
yapildig1 son giine ¢ogalarak mililitrede 64.800 hiicreye ulastigi belirlendi (Tablo 3.1.1.).

Ikinci aydinlatma periyodu olan 17 saat aydmlik 7 saat karanliga maruz birakilan sivi
kiiltir ortaminda ise Chlorella vulgaris, asilamanin yapildigi giinden hiicre sayisindaki
artisin belirlendigi son giine kadar olan degisimler Tablo 3.1.1.°de gosterilmistir. Bu
periyottaki sivi kiiltiirlerde Chlorella vulgaris ilk gin mililitrede 125 hiicre olarak tespit
edilirken ikinci giin énemli miktarda ¢ogalarak 298 hiicre/ml’ ye ulasti. Inokulasyonun
ticlincti gline ulasildiginda periyodik olarak artmaya devam eden Chlorella vulgaris’ in
mililitrede 1.500 hiicreye ulastigi dordiincii giin ise 2.100 hiicre/ml oldugu tespit edildi.
Besinci ve altinc1 glinde s1vi kiiltiirlerde hiicre sayisindaki artisin devam ettigi yedinci giline
gelindiginde ise Chlorella vulgaris 4.250 hiicre/ml oldugu tespit edildi. Hiicre sayisindaki
artis tablo 3.1.1.” de de goriildiigii gibi diizenli bir sekilde artarak 12. giinde 5000’e ulastig1

gozlemlendi. Ikinci haftanin sonuna ulasildiginda, hiicre sayis1 14. giinde 13. giine gore
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%90’ l1k artig gosterdi.15. glinde ml de hiicre sayis1 25.200’lere kadar ulasti.

16. ve 17. glinlerde 36.000 ve 43.200 hiicre/ml oldugu tespit edildi. Hiicre sayisindaki
artis on sekiz ve on dokuzuncu giinde yapilan sayimlarda da devam ederek yirminci giinde
yaklasik olarak 54.400 hiicre/ml’ ye kadar ulasti.

Kiiltiirlerin aydinlanma siiresini degistirerek yapilan sayimlarda ise igerisinde Chlorella
vulgaris’ in bulundugu sivi kiiltiir ortamlar 18 saat aydinlik 6 saat karanlik periyoduna tabi
tutuldu ve asillamanin yapildig giinde sivi Kkiiltiirlerdeki sayiminda hiicre sayisinin
mililitrede 200 hicre oldugu tespit edildi. Tablo 3.1.1.’de de goriildiigii gibi hiicre
sayisindaki artig devamli olmus ikinci giin 580, ii¢iincii giin 1.600 hiicre/ml olarak tespit
edilmistir. Bu artis sayisina ulasilarak asilamanin ilk yapildigi giine kiyasla ml de 1.400
hiicre kadar artis goriildii. Ik haftanin sonunda 9. ve 10. giinlerde sekizinci giine ait sayima
kiyasla hiicre sayisinda %100°lik artis s6z konusu oldu.11. ve 12. giinler arasi artig
yaklasik 2 kat kadar olup 12. giinde hiicre sayis1 6.000 olarak belirlendi. ikinci haftanin
sonuna gelindiginde sivi kiiltiirlerde Chlorella vulgaris’ in hiicre sayisinin ml de 18.000
hiicreye son sayim giiniinde ml de 54.000 hiicreye ulastig1 tespit edildi.

Aydinlik siirenin uzatilarak 19 saate ¢ikarildigi iklimlendirme kabinine birakilan sivi
kalturlerde Chlorella vulgaris’ in hiicre sayisinin inokulasyonun yapildig: giin ml de 245
oldugu ikinci giin yapilan sayimda yaklasik olarak 500 hiicreye ulastig1 tespit edildi. Sivi
kltarlerdeki Chlorella vulgaris sayisinin 3.ve 7. glinler arasinda yaklasik olarak iki kat
artis gosteren hiicre sayis1 mililitrede 4.750 hiicreye ulastig1 tespit edildi. 8. giin yapilan
sayimda 5100 olan hiicre sayis1 9. giinde yapilan sayimlarda da artmaya devam etti ve 13.
giinde ml de 10.000 hiicreye ulastig1 belirlendi. 2. hafta sonunda ise bu hiicre sayisinin 13.
giine gore %230 artig gostererek 23.000 oldugu tespit edildi. 15. (5.800 hiicre/ml) ve 16.
giin (7.000 hiicre/ml) diizenli bir sekilde sivi kiiltiirlerde ¢ogalan Chlorella vulgaris
inokulasyonun yapildigir 17. giinde 33.120 bireye ulastig1 belirlendi. Yirminci giinde ise
yapilan sayimda Chlorella vulgaris’ in hiicre sayisinin ml de 43.200 oldugu tespit edildi.

Yirmi saat aydinhik dort saat karanlik siliresine tabi tutulan sivi kiiltiirlerde
Chlorella vulgaris’ in hiicre sayilarindaki degisimin incelendigi yirmi giinliik siiregte
belirgin ve diizenli bir artis tespit edildi. Inokulasyonun yapildig1 giin mililitrede 360 olan
Chlorella vulgaris 3. giin yapilan sayimda yaklasik 3 kat artarak 1.650’a, 4. ve 5. glinlerde
ise U¢ciincii giine oranla hiicre sayis1 yaklasik % 150 kadar artis gostererek ilk haftanin
sonunda 5.500 hiicreye ulasmistir. Asilamay1 takip eden 11.giine kadar diizenli artig

gosteren hiicre sayist 12. giinde 9.000’e, 13. giinde ise mililitrede 9.250 hiicreye ulagsmistir.
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14. gunde 12.960 hucre/ml olan Chlorella vulgaris’ in hiicre sayisinin 15. giin 18.800
oldugu diizenli artisin devam ederek 19. giin yapilan sayimda ml de 30.240 hiicreye
ulastigi, 20. giinde ise mililitrede 36.000 Chlorella vulgaris hiicresinin oldugu tespit
edildi.

Farkli aydinlatma siiresine tabi tutulan siv1 kiiltiirlerdeki Chlorella vulgaris’ in htcre
sayisindaki artis da aydinlatma siirecindeki artisa paralel olarak artis gosterdigi tespit
edildi.

Istatistiksel analizlerin sonuglar1 Tablo 3.1.2.’de verildi. Tablodan da gériildiigii gibi

aydinlanma periyodunun hiicre sayisindaki artisa etkisi nemli bulunmustur.
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tabi tutulan sivi kiiltiirlerdeki Chlorella vulgaris’in hiicre sayisi

Istatistiksel(korelasyon ) analiz sonuglar1
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3.2. Chlorella vulgaris’ in Pigment Miktarindaki Degisim

Fotoperiyottaki  degisiklige  bagli  olarak  farkli  aydinlatma  siirelerine
(16A/8K,17A/7TK, 18 A/6K,19A/8K,20A/4K) maruz birakilan sivi kiltlrlerdeki Chlorella
vulgaris hiicrelerinin pigment miktarini inokulasyondan baglamak tizere on yedi gunluk bir
periyotta incelenmis ve sonuglar klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil degerleri olarak

ayr1 ayr1 hesaplanarak tablolar halinde gosterilmistir.

Tablo 3.2.1. Farkli aydinlanma siiresine maruz birakilan Chlorella vulgaris kiltiirlerinde zamana bagli

olarak klorofil a miktarindaki degisimler
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Tablo 3.2.2. Farkli aydinlanma siiresine maruz birakilan Chlorella vulgaris kiltiirlerinde zamana bagli

olarak klorofil b miktarindaki degisimler
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Tablo 3.2.3. Farkli aydinlanma siiresine maruz birakilan Chlorella vulgaris kiiltiirlerinde zamana bagli

olarak toplam pigment miktarindaki degigimler
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On alt1 saat aydinlik periyoduna maruz birakilan Chlorella vulgaris kultlrlerindeki
toplam klorofil miktarindaki degisimler inokulasyonun gergeklestirildigi giinden baslamak
Uizere yapilmis ve sonuglar Tablo 3.2.3.” te gdsterilmistir. inokulasyonun yapildig: ilk giin
hesaplanan toplam klorofil miktarinin 105.37 mg/ml oldugu gériildii ve iiciincii giin
kiiltiirlerde klorofil miktarinin yaklasik olarak %11.3 liikk bir artis gosterdigi tespit edildi.
Toplam klorofil miktarindaki artigin ilerleyen giinlerde de devam ettigi besinci giin yapilan
Ol¢limlerde asilamanin yapildigi ilk giline oranla klorofil miktarinda yaklasik %165
oraninda bir artisin meydana geldigi ve toplam klorofil degerinin 173.72 mg/ml oldugu,
sekizinci giiniinde yapilan dlgiimlerde 174.41 mg/ml olan klorofil degerinin inokulasyonun
takip eden son klorofil dl¢imiiniin yapildigir 17. giinde 176.15 mg/ml’ ye yiikseldigi
goralda.

Aydinlanma siiresini bir saat artirarak on yedi saat aydinlik periyodu uygulanan
Chlorella vulgaris kiiltiirlerinde asilamanin yapildigi ilk giin toplam klorofil miktar
133.86 mg/ml olarak tespit edildi.

Ikinci giin yapilan 6lgiimlerde klorofil miktarinin belirgin bir sekilde azalarak 89.03
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mg/ml ye kadar diistiigi ancak asilamay: takip eden {igiincii giinde toplam klorofil
miktarinda dnemli bir artisin oldugu goriildii (110.15 mg/ml). Dordiincii giine gelindiginde
ise ilk asilama giiniine gore %129°1ik artis gosteren toplam klorofil degeri 172.45 mg/ml
ye ulasti. Inokulasyonun takip eden 5.giin ise yapilan Slgiimlerde ilk asilama giiniine
kiyasla pigment miktarinin %108 artis gosterdigi belirlendi. Klorofil miktarindaki artigin
devamli olarak arttig1 ve 8. giinde yapilan analizlerde klorofil miktarinin 76.74 mg/ml, on
bir ve on dordiinci gilinlerde yapilan 6l¢timlerde klorofil miktarinin sirasi ile 100.2 mg/ ml
ve 174.18 mg/ml ye ulastig1 tespit edildi. 17. giinde ise klorofil miktar1 182.31 mg/ml
olarak hesaplandi.

Chlorella vulgaris asilanan ve 18 saat aydinlik 6 saat karanlik periyoduna maruz
birakilan kiiltiirlerdeki klorofil analizlerinin sonuglari Tablo 3.7 de gosterildi. Bu
orneklerde asilamanin yapildigi ilk giin yapilan analizlerde klorofil miktarinin
139.77mg/ml oldugu asilamay:r takip eden ikinci giinde klorofil miktarinda 6nemli bir
diisiisiin oldugu goriildii (36.3 mg/ml). Ancak ii¢lincii giinde yapilan 6l¢timlerde klorofil
miktarinin artmaya bagladigi (145.23mg/ml), besinci giin yapilan oOlgiimlerde klorofil
miktarinin 237.43 mg/ml oldugu tespit edildi. 8. Giin 92.28’e¢ diisen klorofil degeri,
11.gunde tekrar artarak 127.73’e yikseldi.14. ginde ise ilk asilama giiniine kiyasla
pigment degeri artis1 32.41 olup klorofil degeri 172.18 olarak hesaplandi.18 saat aydinlik
periyotta kalan 6rneklerin son pigment analizlerinde ise klorofil degeri 156.8 ¢ ulasti.

On dokuz saat aydinlik bes saat karanlik periyoduna birakilan Chlorella vulgaris
kiiltlirlerinde asilama giinli yapilan 6l¢iimlerde klorofil degerinin yaklasik 128.52 mg/ml
oldugu ancak ikinci giin yapilan Ol¢iimde klorofil miktarimin  azaldig
belirlendi(42.58mg/ml). Ucgiincii giin tekrar artmaya baslayan klorofil miktar1 (104.15
mg/ml) son analiz giiniine kadar diizenli bir sekilde artarak 193.9 mg/ml e ulasti.

Aydinlanma siiresinin artirtlarak 20 saat aydinlik 4 saat karanlik periyoduna maruz
birakilan Chlorella vulgaris kiltirlerinde inokulasyonun yapildig: ilk giin klorofil degeri
138.42 mg/ml olarak hesaplandi. Ikinci giin klorofil degerinde bir azalis
gorildii(87.02).Sonraki iki giinde de klorofil degeri azalmaya devam etti ve bu deger
85.7mg/ml ve 31.07 mg/ml’ lere kadar diistii. Besinci giine gelindigin de klorofil degeri
artarak 235.53 mg/ml degerine ulasildu.

Uc giin aranmn ardindan 8. giin klorofil degeri tekrar bir azalis gosterdi (175.43
mg/ml).11. glinde elde edilen deger 138.01 mg/ml olup 14. giinde ise hesaplanan klorofil

degeri 193.28 mg/ml olarak belirlendi ve pigment analizinin son giliniinde 148.62 mg/ml
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klorofil degeri ile ilk agilama giinline kiyasla bu periyotta pigment miktarinin %107’lik

artis gosterdigi gézlemlenerek pigment analizleri sonlandirildi.

Farkli aydinlanma periyotlarina tabi tutulan tiim Chlorella vulgaris 6rneklerinde

aydinlatma periyotlarina bagli olarak pigment miktarlarinda 6nemli artislar gézlemlendi.

Istatistiksel analizlerde klorofil miktarindaki artislar 6nemli bulundu (Tablo 3.2.4.).

Tablo 3.2.4. Farkli aydinlatma siiresine tabi tutulan siv1 kiiltiirlerdeki Chlorella vulgaris’ in pigment
miktarinin istatistiksel (korelasyon ) analiz sonuglari
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3.3. Chlorella vulgaris’ in Protein Miktarindaki Degisim

Bes farkli aydinlanma periyoduna maruz birakilan Chlorella vulgaris kiltirlerindeki
protein miktarlarinda zamana bagli olarak meydana gelen degisim Tablo 3.3.1." de
gosterilmistir. Tablodan da goriildiigii gibi bes farkli aydinlanma periyoduna maruz

birakilan kiltlrler protein miktarlari birbirinden farklilik gosterdigi goriildii.

Tablo 3.3.1. Farkli Aydinlanma Peryotlarindaki Chlorella vulgaris’ in Protein Miktar1
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On ath saat aydinlik periyoduna maruz birakilan Chlorella vulgaris kulturlerinde
Inokulasyonun yapildig: giin protein miktar1 27.2 mg/ml oldugu, ikinci giinde ise 81.2
mg/ml e Gglncl glinde ise 119.2 mg/ml ye ulastig1 goriildii. Protein miktarindaki artis
stirekli olarak devam ederek asilamayi takip eden sekizinci giinde 263.2 mg/ml ve 14.
giintin sonunda 606.5 mg/ml oldugu tespit edildi.

Aydinlatma periyodunu artirarak aydinlik siirenin 17 saate ¢ikarildigi kiiltiir ortaminda
protein miktarmin Inokulasyonun yapildig1 giin 25.2 mg/ml oldugu, ikinci ve iigiincii giin
yapilan ol¢iimlerde ise protein miktarinin artarak 50.8 ve 83.2 mg/ml ye ulastig1 tespit
edildi. Besinci giinde hesaplanan protein miktar1 degeri 196.5 mg/ml, 8. giinde ise ilk
asillama giinline kiyasla 108.7’lik artis gozlemlendi ve 11. giinde bu deger artarak 432.5
mg/ml ye ulasti. 14. giinde protein miktar1 degerinin 559.8 mg/ml oldugu belirlendi. Bu
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periyottaki son analiz giiniinde ise protein miktarinin 648.5mg/ml’ ye kadar yiikseldigi
gorulda.

On sekiz saat aydimnlik alt1 saat karanlik periyoduna maruz birakilan Chlorella vulgaris
kiltlirlerinde asilamanin yapildigr giin protein miktarinin 11.8 mg/ml oldugu ikinci giin
yapilan Olciimde ise protein miktariin 42.5mg/ml’ e yiikseldigi goriildi. Protein
miktarindaki artis devam ederek dordiincii giin protein miktar1 111.2 mg/ml besinci giin ise
218.5 mg/ml oldu. 11. giinde ylikselen protein miktar1 442.5 mg/ml olarak hesaplandi ve
takip eden diger ti¢ giin aralikli periyotta protein miktar1 ikinci bir yiikselisle 519.8 mg/ml
olarak belirlendi. 18 saat aydinlik 6 saat karanlik periyodun son guntinde ise bir dnceki
giine kiyasla %119’ luk artigla protein miktarinin 619.2 mg/ml’ ye ulastig: tespit edildi.

Bir 6nceki aydinlama periyodundan farkli olarak aydinlanma stiresini bir saat artirarak
19 saat aydinlik periyoduna birakilan Chlorella vulgaris kiiltiirlerinde asilama giinii
olgiilen protein miktar1 28.5 mg/ml> dir. Ikinci giin yapilan 6lgiimlerde ise protein
miktarmin 28.5 mg/ml oldugu tespit edildi. Ugiincii giinde de protein miktarindaki artis
devam etti(123.2mg/ml). Dordlnci giinde ise t¢unci glne gore % 137’ lik protein miktari
artig1 belirlendi. Ardisik olarak protein hesabi yapilan 5. giine gelindiginde ise bu periyotta
ve gundeki miktar 240.5 mg/ml olarak belirlenip ii¢ giin aranin ardindan 8. giinde bu
miktarm 244.5 mg/ml’ ye ulastig1 goriildii. ikinci ii¢ giinliik siirenin ardindan 11. giinde bu
periyottaki protein miktart 302.5 mg/ml ’ye yiikseldi ve 11. giine gore yaklasik %138’ lik
artis gosteren ve protein degeri 417.8 mg/ml ye ulasan 14. giindeki hesaplamalarda boylece
tamamlanmis oldu. Chlorella vulgaris’ in 19 saat aydinlik periyodundaki analizinin son
giiniinde hesaplanan protein miktar1 14. giinden sonra tekrar artis gostererek 677.2 mg/ml
"ye yiikseldi ve boylece 19 saat aydinlik periyottaki protein miktarlari da belirlenmis oldu.

Protein miktar1 hesaplamasi yapilan son periyot 20 saat aydinlik 4 saat karanlik
periyoda maruz birakilan Chlorella vulgaris kiiltiiriiniin ilk asilama ginindeki protein
miktar1 21.8 mg/ml olarak belirlendi. Inokulasyonun ikinci giiniinde ise protein miktari
artarak 70.5 mg/m ye ulasti. ikinci giiniin ardindan bu artisin devam ederek iigiincii giinde
protein miktarinin 111.2 mg/ml’ yi buldugu gézlemlendi. Doérdiincii giine gelindiginde ise
protein miktarinda azalig goriildii (75.2 mg/ml ).Besinci gilinde bir 6nce ki giinline kiyasla
protein miktarmda %220’ lik artis goriildii ve protein miktar1 171.5 mg/ml’ ye yiikseldi. Ug
giin aranin ardindan 8. giline gelindiginde protein miktarinda tekrar yiikselme belirlendi
(175.8 mg/ml ) ve 11.giinde protein miktar1 299.2 mg/ml degerine ulast1. ikinci haftanin

son giinli olan 14. glinde ise protein miktarinda tekrar artis goriildii(357.8) ve son ii¢
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giinliik aranin ardindan 17. glinde protein miktar1 401.2 mg/ml olarak belirlenip Chlorella
vulgaris’ in bu periyottaki protein miktar: hesaplamasi da sonlandi.

Yapilan hesaplamalar sonucunda elde edilen verilere bakildiginda ilk 5 giin protein
miktarinda tiim 6rnekler i¢in bir artisin mevcut oldugu gézlemlenmistir. Ardisik olarak 3 er
gunlik periyotlar dikkate alindiginda ise mevcut artisin tim 20 giinliik periyotta devam
ettigi goriilmiistiir.

Istatistiksel olarak korelasyon analizi ile degerlendirilen protein miktarlarma ait

degerlerdeki artis Gnemli bulunmus ve tabloda gosterilmistir (Tablo 3.2.2.).

Tablo 3.2.2. Farkli aydinlatma siiresine tabi tutulan siv1 kiiltiirlerdeki Chlorella vulgaris’ in pigment
miktarinin istatistiksel (korelasyon ) analiz sonuglari
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4. TARTISMA VE SONUC

Pek cok cevresel faktorun mikro alglerin biiyiimesi, gelismesi ve biyokimyasal yapisi
tizerinde etkili oldugu yapilan galismalarda ortaya konmustur [21-24]. Lund, alglerin
gelisimi tizerinde 151k ve sicakligin en 6nemli fiziksel faktorler belirtmektedir [25]. BUtun
fotosentetik organizmalarda oldugu gibi alglerin de fotosentezi gerceklestirmesinde 151k
siddetinin ¢ok 6nemli oldugu bilinen bir ger¢ektir. Yagui ve arkadaslar1 (2004) yaptiklar
calismada ti¢ farkli 1s1k siddetine maruz birakilan S. platensis 6rneklerindeki klorofil
pigmenti ile diger biiylime parametrelerini karsilastirarak 1s1k faktoriiniin 6nemli oldugunu
ortaya koymuslardir [26]. Round (1984) pigmentlerin diisiik 151k siddetindeki 6nemi
tizerinde durarak, yiiksek 151k siddetinde klorofil ve fikosiyaninin 1s1k siddetini
absorblamak i¢in ¢ok Onemli olduklar1 sonucuna varmistir [4]. Stevenson ve Stoermer
(1981), pigment miktarindaki degisimin popilasyon yogunluguna bagli olarak
degisebilecegi sonucuna varmstir [27]. Ozdis (2005), baz1 agir metallerin alglerde klorofil
igeriginde bir diisiise popilasyon yogunlugunda degisiklige de bagli olabilecegine vurgu
yaparak kontrol grubunda C. vulgaris’ teki klorofil a ve b miktarlarinin giinler arasinda
Onemli bir sekilde arttigin1 ancak krom etkisinde ise bu miktarlarin azalmasin1 C. vulgaris’
teki krom birikiminin bir sonucu oldugu sonucuna varmistir. Klorofil miktarindaki
beklenen artislarin aksine goriilen klorofil miktarindaki azalmalarin agir metaller gibi
faktorlerin etkili oldugu belirlenmistir [28]. Calismamizda aydinlanma siiresine bagh
olarak pigment miktarinda bariz bir artisin oldugu goriilmiistiir. Artan aydinlanma siiresi
beraberinde hiicre artisini1 getirirken bunun yani sira pigment miktarinda da artisin olmasi
normal bir sonug olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Yapilan pek cok arastirmada mikro alglerin pH, sicaklik, besin eksikligi, agir metal
kontaminasyonu gibi degisen ortam kosullarina baglh olarak 6zellikle depo iirlinlerinin
kimyasal yapilarinda, pigment, protein gibi yapilarda farkliliklarin meydana geldigi
belirlenmistir [26-29]. Ayrica, optik yogunluk Olclimleri ve kuru madde analizleri
sonucunda ise ilkbahar doneminde alglerde verimliligin diisiik oldugu, yaz ve sonbahar
doneminde ise daha ylksek oldugu belirlenmistir. Kuru madde miktarinin en yiiksek yaz
aylarinda, C-fikosiyanin ve protein miktarinin en yiiksek sonbahar mevsiminde saptanmis
olmasi, hiicre i¢i pigmentasyon durumunun aydinlik siddeti ile etkilendigi, kuru madde
verimliliklerinin bundan etkilenmedigi gorilmiis ve S. platensis igin bilinen optimum

kiltiir sicakligi degerinin 35-37°C oldugu belirlenmistir. Sicakligin 30.04 +0.06°C ve
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aydinlanma siddetinin 822.46 +filhol m -2 s-1 oldugu Sonbahar doneminde C-
fikosiyanin miktar1 yiiksek bulunmus, protein miktart da %72.09 olarak en yiiksek bu
mevsimde saptanmistir. Bu bulgu fikobiliprotein olan ve protein molekiillerinden
ayrilmayan fikosiyanin yapisini desteklemektedir [30]. Calismamizda aydinlanma siiresine
bagli olarak protein ve pigment miktarindaki degisimler mevcut literatiirlerle uyum
gostermektedir.

Miiller (1994), alg gelisimi ile 151k yogunlugu ve su sicakligi1 arasinda pozitif bir iligki
oldugunu belirlenmistir [31].  Epifitik alg florasinin bollugunun mevsimsel olarak
gozlendigi c¢alismada, alglerin azalip cogalmalari, g¢evre faktorlerinden su sicakligi,
kimyasal parametreler ve 151k siddetinin degisimine bagli oldugu gorilmistiir. Isik
siddetinin biiyiime hizin1 belli bir siddete kadar artirdigi, fakat doygunluk noktasindan
sonra biyime hizin1 disiirdiigii bildirilmektedir. Yapilan bu ¢alismada da 20 giinliik
stirecte aydinlanma siddetine bagl artislar gdzlenmistir. Fitoplankton kompozisyonun
sicaklik, yagmur gibi iklimsel faktorler ile giin uzunlugu, 151k yogunlugu ve besin
maddelerinden etkilenerek mevsimsel bir degisim gosterdigi tespit edilmistir [32]. Klltir
caligmalar1 ve buna bagli olarak biyo reaktdrlerin tasarim ve kurulum asamalarinda da
mikro alg tiretimi i¢in temel hususlar olarak 151k ya da giines 1s18inin yeterli oldugu dis
ortamda, saydam dairesel borular icinde algin dolasim sistemine dayanan modeller
tasalanmistir. Biyomas konsantrasyonu, algin spesifik biiyiime orani, her algin kendine
0zgu kultlrel sartlarin saglanmasiyla devamlilik gostermekte ve reaktor igerisindeki
ortalama 1s18a bagl olarak maksimum konsantrasyonun olustugu tespit edilmistir [33,34].

Aydinlanma siiresinin degisimine bagli olarak alglerde hiicre gelisimi, pigment ve
protein miktarindaki degisimlerin tiirler arasinda degisim gosterecegi agiktir. Bu nedenle
Ozellikle kiiltiir ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan Chlorella vulgaris’ in aydinlanma
siiresine bagli olarak hiicre sayisi, pigment ve protein miktarindaki degisimlerin
belirlendigi bu ¢alisma, bundan sonra Chlorella vulgaris tizerinde yapilacak calismalara

151k tutacaktir.
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