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OZET

LED ISIK KAYNAKLARIYLA AYDINLATILAN Spirulina platensis *in
(GOMONT) GEITLER GELISIMI UZERINE SELENYUM (Se) ve E
VITAMINININ ETKILERI

Bu calismada; 6zellikle akuakiiltiir sanayinde 6nemli olan mikroalgal biyokiitle
tiretimi i¢in diisiik maliyetle alg biyomasinin laboratuvar ortaminda zenginlestirilmesi
hedeflenmistir. Spirulina platensis kiiltiiriinii olusturan besiyerlerine ayr1 ayri Se ve E
vitamini ilavesi yapilarak led 151k kaynagi ile iiretim saglandi. Boylelikle absorbe ettigi
selenyum ve E vitamininin gelisime olan katkisini 2°ser giin arayla giinliik degisim miktari,

gelisim parametreleriyle birlikte gozlendi.

Arastirma iki farkli calisma halinde yiiriitiildii. Ik asamada farkli led 1siklarla
(kirmiz1, mavi, giin 15181 (beyaz)) aydinlatilan ve her renk i¢in 1, 2, 3’er ml E vitamini ilave
edilen besiyerlerinde Spirulina platensis gelisimi ve E vitamini sentezi 1’er giin arayla 9
giin incelendi. Ikinci asamada farkli led 1siklarla (kirmizi, mavi, giin 15181 (beyaz))
aydinlatilan ve her renk i¢in15-30-45’er mg/L Na,SeOgs ilave edilen besiyerlerinde
Spirulina platensis gelisimi ve selenyum metal birikimi 1’er giin arayla 13 giin boyunca
incelendi. Gelisim parametreleri; yas (g/L) ve kuru agirlik (g/L), optik yogunlugu, klorofil-
a miktar1 (ug/ml), Se metali birikimleri (ug/L), E vitamini (ug/mL) degisimleri takip

edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Spirulina platensis, Selenyum, E vitamini, Led, Biyomas
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ABSTRACT

The Effects of Selenium and Vitamin E on The Development of Spirulina platensis
(Gomont) Geitler Which is Lightened With Led Lighting

In this study, improvement of economically important micro algal biomass under
laboratory conditions at lower cost was aimed. For this purpose Se and vitamin E were
added separately in Spirulina cultures which were illuminated by different led lights.
Variations in concentrations of Se and vitamin E were observed with growth parameters at

2 days intervals.

The reserch was performed in two steps. First step was involved with growth of
Spirulina in cultures to which 1, 2 and 3 ml of vitamin E were added. Cultures were
illuminated with red, blue, and white led lights and vitamin E synthesis was observed at

two days intervals for nine days.

Similar experiment was performed for the growth of Spirulina in cultures to which
15, 30 and 45 mg/L Na,SeO3;were added. Cultures were similarly kept under red, blue and
white lamps and accumulation of Se in algal cells was determined at two days intervals for
13 days. Growth parameters such as during the experiments wet weight (g/L), dry weight
(g/L), optic density, chl-a amounts (nug/ml), Se accumulations (ug/L) of the wet weight

were also determined.

Keywords: Spirulina platensis, Selenium, Vitamin E, Led, Biomass
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1. GIRIS

Algler, akuatik habitatlarda 6nemli fonksiyonlara sahip tek hiicreli hepsi klorofil a
ihtiva eden fotosentetik organizmalardir. Gerek dogal ortamlarda, gerekse laboratuvar
sartlarinda kiiltiirii yapilan alglerin ¢ok ¢esitli alanlarda kullaniliyor olmasi onlarin
ekonomik 6nemlerini arttirmaktadir. Giinlimiizde algal iiretim; 6trofikasyon kontrolii, atik
su aritimi, glines enerjisinin biyomasa doniistiiriilmesinin en etkili ve ekonomik yoludur,
ayrica mikroalglerin biiyiik bir kismi1 besin endiistrisi, tip, farmakolojik ve kozmetik

alanlarinda, tarima elverisli arazilerde dogal giibre olarak kullanimaktadir.

Akuatik ortamlarda mikroalglerle yaklasik yiiz yildan beri ¢alismalar yapilmaktadir
(Cirik, 2005). Fransa denizlerindeki alglerden 17. yy’da yararlanilmaya baslanmistir (Atay,
1984). 1890 yilinda Hollandali mikrobiyolog Beijerinck Chlorella vulgaris’in agar

tizerinde monokiiltiiriinii olugturmustur (Cirik, 2005).

Ulkemizde ise Ege Universitesi'nde, Cukurova Universitesi’nde ve Canakkale
Onsekiz Mart Universitesi’nde algal biyoteknoloji adi altinda, Spirulina (Arthrospira)
platensis (Nordstedt) (Gomont), Haematococcus pluvialis Flotow, Chlorella vulgaris
Beyerinck (Beijerinck), Isochrysis galbana Parke, Nannochloropsis oculata (Droop) D. J.
Hibberd, Phaeodactylum tricornutum Bohlin, Porphyridium cruentum (S.F.Gray) Nageli
(Porphyridium purpureum (Bory de Saint-Vincent) K.M.Drew & R.Ross) tiirlerinden
aragidonik asit ile eicosapentaenoic asit gibi yag asitleri, fikosiyanin, fikoeritrin,
astaksantin gibi pigmentlerin ve polisakkarit iiretiminin saglanmasi {izerine farkli
calismalar yapilmaktadir. Ozellikle gergeklestirilen {iretimin ekonomik olabilmesi icin
hasat isleminde kiimelestirme metotlar1 ve degisik dalga boylarinda aydinlatma {izerine de

aragtirmalar yiiriitiilmektedir (Gékpinar vd., 2013).

Spirulina sp. 21.yy’in mucize besini olarak anlatilsa da yy’lar 6nce insanlik
tarafindan bulunmus bir gidadir. Spirulina’nin Texcoco Go6lii kiy1 bolgesinde yasam siiren
Azteklerce kullanildigina dair en eski bilgi 1524 yilina dayanmaktadir. Aztekler’in
“tekuitlat]” olarak isimlendirdikleri Spirulina’yr gida maddesi olarak kullandiklart
bildirilmistir (Ortega, 1972). Spirulina ilk olarak 1827 yilinda Turpin tarafinca izole
edilmistir (Ciffelli, 1983). Bu bilgilerin yan1 sira Cad Golii kiyr bolgesinde yasam siiren



Kanembu kabilesi yerlileri bu giday1 ¢cok eski ¢aglardan beri bilmekte ve besin maddesi
olarak kullanmaktadir. Fakat endiistriyel kiiltlirlerinin olusturulmas: ve bilimsel alandaki
arastirmalarin baslangici; iiriin olarak 1963°de Fransiz Petrol Arastirma Enstitli’sii
vesilesiyle hayat bularak, % 60-70 oraninda protein ihtiva eden Spirulina adinda mavi-

yesil algi laboratuarlarinda tiretmesiyle olmustur (Cirik, 1989).

Laboratuvar iiretimi sonrasinda ise NASA, uzay c¢alismalarinda kullanilmak tizere
besin kapsiilleri sekline getirmek i¢in konuyu iistlenmistir. Bundan sonraki c¢aligmalar,

iretim kapasitesinin arttirilmas1 ve degerlendirilmesi yoniinde ivme kazanmistir (Fox,

1999).

Biyoteknoloji trendi olarak mavi yesil alglerden Spirulina platensis 1990’lardan
beri yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica Spirulina; Spirulina biyomas’inin igleme
iriinlerinde, tarimda, yem ve gida maddeleri, ilag, parfiim yapiminda, tip ve bilim alaninda
kullanilmaktadir (Mosulishvili vd., 2002). Biyomas’inda i¢erdigi protein, vitamin ve yag
asitleri agisindan zengin oldugu i¢in, insanlar ve hayvanlar i¢in degerli bir gida ve E

vitamini tamamlayicisidir (Pronina vd., 2001).

Spirulina filamentli bir siyanobakterdir. Sarmal (spiral) goériiniimlii mavi-yesil
flamentleri veya trikomlar1 Spirulina’nin karakteristik sekiz 6zelligindendir, heterokistleri
bulunmamaktadir. Hiicrelerinde sarmal sekilli flamentler ile beraber gaz dolu vakuollerini
bulundurmasi yiizebilmesine sebep olmaktadir. Trikomlart 50-500 mikrometre
uzunlugunda, 3-8 mikrometre genisliginde, tek hiicreli bir alg’dir. Kloroplastlar
olmamakla birlikte Klorofil-a bulundurmaktadir, klorofil-b ise i¢eriginde bulunmamaktadir.
Karotenoid, fikosiyanin ve fikoeritrin bulunmaktadir. Prokaryotik organizmalardir, kalitsal
materyali ise sitoplazma icinde daginik halde bulunmaktadir. Ureme sekilleri apikal ve
interkalav hiicre boliinmesi ve fragmentasyonla saglanmaktadir. Protein miktarinca
oldukca zengin bir organizmadir. Cyanobacter cinsi iiyelerinde temel olarak biiyiik
degiskenliklerin olmasiyla taksonomisi zordur; bunun ile birlikte iki temel tiirii vardir. Bu
tirler; Spirulina platensis ve Spirulina geitleri’dir (Ciffelli,1983). Hiicrenin igerigi ise en
disinda miisilaj yapist ile bu tabakanin disinda da pektin bilisiminden olusan hiicre ¢eperi

bulundurmaktadir (Kasal, 2006).



Tablo 1.1. Spirulina tozunun genel analiz sonuglar1 (Fox, 1996)

FiZIKSEL YAPISI GENEL ANALizi

Kompozisyonu Saf Spirulina Protein % 55-70
Goriinlisii % 100 toz Karbonhidrat % 15-25
Rengi Koyu mavi yesil Lipit % 6-8
Kokusu-tadi Az oranda deniz yosunu | Mineralleri (kiil) % 7-13
Filament uzunlugu 64 p Lif % 8-10

Dogadaki en zengin, tamami yliksek biyolojik degerdeki proteinini igerir. Bu deger
Spirulina’nin kendi oranina en yakin soya fasulyesinden yaklasik iki katidir.
Dogadaki en zengin Bj, vitaminini igeren gidadir. Bu deger Spirulina’y: takip eden
dana cigerine oranla 2-6 kat1 daha ¢ok By igerir. Bs, kisacasi yiiksek enerji anlamini
tagimaktadir.

Dogadaki en zengin, dogal Fe miktarin1 igermektedir. Ispanaktan elli sekiz kat, dana
cigerinden yirmi sekiz kat daha ¢oktur.

Dogadaki en zengin, gama linolenik asit (GLA) bulunduran gidadir. Kendi igergine
oranla igerdigi GLA Cuha Cigegi’nin yagindan ii¢ kat daha fazladir.

Dogadaki en zengin klorofil miktarini icermekle birlikte bu oran alfalfa ve bugday
bitkisinden 5-30 kat daha fazladur.

Dogadaki en zengin, E vitaminine sahip gidadir. Kendi igerigine oranla
denklesebilecek bugday filizinden ii¢ kat daha ¢oktur. Sentetik E vitaminlerine oranla,
biyolojik etkinligi % 49 daha fazladir.

Dogadaki en zengin antioksidan icerigindedir. Icerdigi temel antioksidantlar
sunlardir; vitaminler: B1, Bs ve Bg olmakla beraber, mineraller: Zn, Mg ve Cu; amino

asitler: methionin ve siiperantioksidant; beta-karoten ve selenyum (Duru ve Yilmaz,
2011).

Organizmalarda, oksijenin kullanimi sirasinda eslesmemis elektron bulunduran atom

yada molekiiller meydana gelir. Serbest radikal ismindeki bu molekiiller hayati dneme

sahip hiicre elemanlarindan elektron alarak eslesir, bdylelikle hiicre zariyla birlikte

hiicrenin yapisin1 bozarak degistirir. Serbest radikallerin ortaya c¢ikisi, yagh diyetler,



sagliksiz beslenme ile sigara, ilag tedavisiyle, alkol tiiketimi, bocek ilaglari, radyasyon ve
cevre kirliligi gibi sebeplerle ortaya g¢ikarak c¢ogalmaktadir. Serbest radikaller; immiin
sistemi zayiflatarak farkli hastaliklara ve erken yaslanmaya sebep olurlar. Antioksidanlar
yardimiyla hiicre koruyucu tedavi, dejeneratif hastaliklardan korunmada 6nemlidir.
Fotosentetik mikroalgal hiicreler ise antioksidan 6zellik igeren yararli bir ¢cok metabolik

atigin 6nemli bir kaynagidir (Sevket vd., 2006).

Antioksidan bilesikler yonilinden, karasal kaynakli besinlerin yaninda akuatik
mikroalg tiirleri de biiyiik bir yere sahiptir. Baz1 mikroalglerin farkli stres sartlarinda
biyiitiilmeleri (N yetersizligi ile yliksek 151k siddeti, yiiksek tuzluluk v.b.) ile hiicre
igerisinde beta-karoten, astaksantin, zeaksantin, lutein gibi giiglii antioksidan 6zellik igeren
pigment maddelerinin biriktirilmesi saglanabilir. Bodylece mikroalgal biyoteknoloji
cergevesinde, kiiltiir sartlarinda farkli degiskenlerle oynanilarak hiicre iizerinde cesitli
fizyolojik stresler yaratup; kiiltiire alinan hiicrelerin istenen {iriinii daha fazla tiretmesi

saglanabilir (Sevket vd., 2006).

Mikroalgler, akuakiiltiirde bivalv, krustase ve baliklarin gelisme evrelerinde tiiketilen
onemli bir besindir (Torzillo vd., 2003).

E vitamini, 1922 yilinda beslenmeyle dogurganlik arasindaki baglantiyi
arastiran Evans ve Bishop’ca bulunmustur (URL-1). E vitamininin birbiriyle baglantili pek
cok fonksiyonu vardir. Onemli gorevlerinden biri; hiicre icerisinde ve hiicreler arasinda
antioksidan fonksiyonu gostermesidir (Halver, 2002). E vitamininin bir baska onemli
gorevi; hiicreleri yenilemek ve yeni hiicrelerin olusturulmasini saglamaktir (Erdogan, M.,
2014). Anag balik beslenmesi, kiiltiirli yapilan birgok balik tiirtinde, {ireme performansini
etkileyen faktorlerin basinda gelmektedir. Vitaminlerden 6zellikle A, C ve E vitaminleri,
karotenoidler, farkli iz elementler, baliklarda gonadlarin gelisimiyle, dol verimi, yumurta
ile sperm kalitesi, yumurtalariin ddllenmesi, embriyonal gelisimi ve larvaninin hayatta
kalma oranlari lizerine etkili olmaktadir. E vitamininin yetersizligi tireme performansinda;
olgunlagsmamis gonadlara, diisiik kulucka miktarmma ve larvada diisilk yasama oranina

neden olmaktadir (Kopriicii ve Bagci, 2012).

Su ana kadar yapilan ¢aligmalar, E vitaminiyle desteklenerek kiiltiirii yapilan akuatik
canlilarin yasam oranlar1 tlizerinde oldukca olumlu etkileri oldugunu gostermektedir

(Erdogan, M., 2014).


https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Evans&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Bishop&action=edit&redlink=1

Selenyumun da E vitaminiyle yakindan iliskisi oldugu bilinmektedir. Her ikisi de
biyolojik zarlar1 oksidatif dejenerasyondan korur. Yoksunluklar1 dokularda parcalanmaya

sebep olur.
Selenyum iki sekilde ortaya ¢ikar:

e Inorganik olarak: selenat ve selenit

e Organik olarak: selenomethionine ve selenosistein (Barceloux, D., G., 1999).

Bir¢ok organizma selenyumu kendi metabolizmasinda selenit, selenat ve baska

tiirli kullanabilmektedir (Bowie vd., 1996).

Algler; Selenyum’a c¢evrede selenit yada selenat formlar1 olarak maruz
kaldiklarinda bunu organik selenyum bilesikleri haline doniistiiriir (Vitova vd., 2015).
Genellikle selenyumca zenginlestirilmis Chlorella veya Scenedesmus biyomasi tiim
hayvan diyetlerinde test edildiginde; istatistiksel olarak en iyi etkiyi spesifik fizyolojik ve

fiziksel parametrelere selenit ilavesi yapildiginda ulagilmistir (Skrivan vd., 2006).

Inorganik selenit’in protein, lipit ve diger hiicre bilesenlerine baglanarak organik

formlara doniistiigli gézlenilmistir (Li vd., 2003).

Price vd., (1987) yaptiklar1 ¢alismada; selenyum’un mikroalglerde oldugu gibi
deniz diatomu olan Thalassiosira pseudonana’nin biiylimesi ig¢in temel unsur olarak

gostermistir.

Selenyum (Se) insan i¢in vazgeg¢ilmez bir mikroniitrient olarak oldukg¢a dikkat
¢cekmistir (Chen vd., 2006). Selenyum bir¢ok epidemiyolojik ¢aligmada gogiis, prostat,
kolorektal kanser gelisimini yavaslattigi gériilmiistiir (Vitova vd., 2015). Amerika Birlesik
Devletleri’'nde yapilan arastirmalar gostermistir ki; selenyum igerigi diisiik olan tahil
yetisen alanlarda goriilen kanser orani1 ve bu yiizden olusan mortalite, diger alanlardan

daha yiiksek olmustur (Clark vd., 1991).

Selenyum (Se), hiicresel seleno bilesikleri, yani selenoenzimlerin ve
selenoproteinlerin dnemli bir bileseni, hiicre zarinin biitiinliiglintin korunmasinda énemli
bir rol oynar ve oksidatif hayvan hiicrelerinde hasarlar1 lipidler, lipoproteinler ve ve
DNA’y1 korur (Huang vd., 2005).

Son zamanlarda selenyum’ un; kalp hastaligi, genel kanser 6liimlerinin azaltilmasi

ve Onlenmesi gibi bir¢ok tibbi etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (Duffield vd., 2002).



Genellikle organik selenyum igeren besinlerin yenmesi gerektigine inanilmaktadir ¢linkii;
inorganik Se’un alinmasindan daha iyi ve daha giivenlidir, bdyle diisliniilerek sarimsak,
maya ve laktik asit bakterileri gibi Se’ca zengin biyolojik iriinlerin gesitlerinden gida
takviyeleri gelistirilerek satisa sunulmustur. Mikroorganizmalar kullanilarak Se tiiketimi

son on yilda daha ¢ok dikkat ¢ekmistir (Chasteen ve Bentley, 2003).

Selenyum bir¢ok organizma i¢in gerekli olmakla beraber hayvan sagligi i¢in dnemli

faydasi olsa da bazen tehlikeli olabilmektedir (Vitova vd., 2015).

Selenyum bilesikleri algler tarafindan cesitli sekillerde kullanilmaktadir. Algler bir
yandan Se birikimiyle olusan tehlikeli alanlarda Se absorbe ederek, diger bir sekilde ise
hayvanlar ve insanlar i¢in Se bakimindan zenginlestirilmis alg biyomas’lar1 formundaki

faydali diyet takviyelerinde kullanilmaktadir.

Algler selenyum’u, sulamada tarimsal direnaj sularinda, selenyumca
zenginlestirilmis toprak veya komiir liretimi sirasinda olusan endiistriyel atik sularda, yag
ve diger endiistriyel aktivitelerin yiiksek konsantrasyonda selenyum bilesimi olan ¢evresel

kirlenmelerde iyilestirme amagl kullanilabilmektedir.

Se bakimindan zenginlestirilmis Chlorella’nin kiimes hayvanlarina yem olmasiyla
birlikte; kiimes hayvanlarinin sagliginda da kullanilabilir ve organik selenyum igeren
selenyumca zenginlestirilmis kiimes hayvanlar1 insanlarca tiiketilebilir (Vitova vd., 2015).
Yine selenyumca zenginlestirilmis alglerle beslenen koyunlarin dogurganliginda daha fazla

artis (%38) oldugu bildirilmistir (Rodinova vd., 2008).

Son zamanlarda, Spirulina platensis kiiltiiriine Se uygulanmasi Chen vd., (2005)

tarafindan optimize edilmistir.

Spirulina’nin iiretilmesi ve isletilmesi asamalarinda yanlis uygulamalar mikrobiyal
kontaminasyonlara yol agabilir. Modernize endistriyel ciftliklerden aliman Spirulina
orneklerinin yiizlerce analizinde ender miktarda koliform bakterisine rastlanildigini

belirtmislerdir (Yilmaz ve Duru, 2011).

Coutteau’a (1996) gore; alg gelisimini diizenleyebilen en onemli degiskenler;
tuzluluk, 1s1k siddeti, pH, tiirbiilans, besin kalitesi ve diizeyi ile sicakliktir. Ekstrem
degiskenler ve referans araliklar1 tiire Ozeldir. Ayni zamanda, en olmazsa olmaz

degiskenlerle ilgili genel degerler Tablo 1.2°de belirtilmistir. Birden fazla faktor birbiri ile



iligkili olabilmektedir. Arastirmalarda yapilandirilan ortam sartlarinda optimumu olusturan

degisken, baska bir arastirma i¢in optimum olamayabilir (Dalay vd., 2008).

Tablo 1.2. Coutteau’a (1996) gore Mikroalg iiretimine etki eden parametreler igin genellestirilmis

degerler (Dalay vd., 2008)

Parametreler Sinirlayic1 Arahik Optimum Sartlar

Sicakhik 16-27 18-24

Tuzluluk 12-40 20-24

Isik Yogunluk Degeri 1-10 2.5-5

Fotoperiyodik Degeri 16:8 (minimal deger)
24:0 (maksimal deger)

pH 7-9 8.2-8.7

Spirulina tiirlerinin ¢ogalmasinda ise sicaklik kontrolii en 6nemli faktorlerden
biridir. Spirulina biiylimesi igin optimum sicaklik, 30 ile 35 °C araligindadir (Bombart vd.,
1993). Diisiik sicakligin favori kiiltiirii ise Chlorella’dir, diisiikk sicaklikta Spirulina’nin
kiltir miktarindaki zenginligi azalmaktadir. Bu nedenle kisin 15 °C’nin altindaki

bolgelerde Spirulina’nin {iretimi uygun degildir (Richmond vd., 1990).

Tomaselli vd., (1988) yaptigi ¢alismada Spirulina platensis’in M2 kiiltiiriiniiniin
sicakligi 40 °C’ye ¢ikarildiginda dikkate deger bir lipid artis1 (% 43) ve karbonhidrat (%
30) ile iligkili bir protein igeriginin ise (% 22) diislis gosterdigine dair onemli bulgular

ortaya ¢ikmaistir.

Cohen, (1997); Koru ve Cirik, (2002)’e ait bir baska arastirmada Spirulina
hiicrelerin makromolekiiler yapisi ile sicaklik arasinda da bir iliskilendirme oldugunu,
sicaklik arttiginda 6zellikle 40 °C ve lizerinde gozlenen sicaklik artiginda, protein oraninin
azalma gosterdigi, buna karsilik yag ve karbonhidrat oranlarinin artig1 tespit edilmistir

(Oguz, 2008).

Giirbiiz (1997)’de yaptigi bir ¢calismada Spirulina maxima susu kullanarak, 1s1k, pH,

sicaklik gibi istenilen sartlarda Spirulina’nin bes farkli besiyeri ortaminda gelisimini



gbzlemleyerek; vitamin uygulanmasinin gelisimde etkili faktor oldugunu sdyleyerek, hiicre
miktar1 ve biyomas agirliginin en ¢ok Zorrouk (IIL.) ortaminda oldugunu tespit etmis ve
klorofil a, protein, yag ve karbohidrat analizlerini biiyiik hacimli kiltiir 6rneklerinde

incelemistir.

Spirulina platensis yiiksek karbonatli veya bikarbonatli sularda ve pH’1 11’1
gosterebilen, yliksek pH karakteri gosteren sularda yogun olarak iiretimi saglanabilen,

hasad1 basitce yapilmakta olan planktonik bir organizmadir (Kargin ve Duru, 2011).

Havalandirma isleminin yapilmasi kiiltiir ortamlari i¢in olduk¢a 6nemlidir, alglerin
cokelmesini Onleyerek, kiiltiirlerin icerisindeki hiicrelerin esit yani homojenize dagilimini
saglar. Boylece biitiin hiicrelerin, 1siktan ve besin maddelerinden esit bir sekilde
faydalanmalar1  hedeflenir, ayni zamanda termal tabakalagsmalar Onlenmektedir
(6zelliklede, agik havada yapilan acik kiiltiirlerde), kiiltliriin ortam ile hava arasindaki
gazin diflizyonunun dengelenmesinde gorev alir (Kargin ve Duru, 2011). Laboratuvar
ortamlarinda ise ¢ok cesitli havalandirma yontemleri uygulanmaktadir, havalandirma
borularinin uygulanmasinin yam1 sira ¢alkalamali inkiibatorlerin belirli bir rpm’e
ayarlanarak da yapilmaktadir. Miktar1 az olan kiiltiir ortamlarinda ise cogu zaman
calkalamaya gerek duyulmaksizin giinde belirli araliklarla el ile c¢alkalama metodu

uygulanmaktadir.

Kurhan, (2012)’de kiiltiir calismasini 24°C+£2 sicaklikta, 60 pmolfoton/mz.s 151k
yogunlugunda (3245 liiks), 18:6 (aydinlik:karanlik) 1sik periyodunda, Chlorella vulgaris’i
sabit tutarak, Spirulina platensis’i ise 100 devir/dakika’ da calistirillan calkalamali
inkiibator destegi ile kiltiirii gelismeye birakmustir. Calkalama ile hava girisi saglanan
Spirulina platensis kiiltiirinde pH degerlerinin daha kararli ve artiglarinin dogrusal oldugu

gozlemlemistir.

Zinicovscaia vd., (2015)’de S.platensis’i 100 rpm’de 250 mL Kkapasiteli
Erlenmeyer’e krom veya nikel ya da iyonlar1 igeren 100 mL besin ilave edilerek bir
calkalamali inkiibator izerine yerlestirilmis. Spirulina platensis’in zamana bagh
Biyosorpsiyon kapasitesi elektrokaplama birimlerinin endiistriyel nikel ve krom
c¢ikarilmasi agisindan incelenmistir. Krom metal degeri ilk 15 dakikadan itibaren baglangic
degerine gore degismis ve bakilan diger metal oraninda da 1 saat igerisinde baglangica gore

farklilik gézlemlenmistir.



Matthijs vd., (1996); Hirata vd., (1988)’de; 15181n dalga boyu ve yogunlugu, 1s1k
kaynaginin ozellikleri, fotoototrofik mikroalg biiylimesi igin kesinlikle kritik nokta
oldugunu belirtmislerdir (Wang, 2007).

Isik seviyesinin artis1 fotosentez yapan organizmalarda biiylime hizlarini artirir ve
bellirli bir seviyeden sonra, doyum seviyesine ulasan kiiltiirlerde alg hiicrelerinin tirettikleri
enerji, 1s1l enerji olarak ortaya ¢ikar. Agiga ¢ikan fazla miktardaki enerji sebebiyle
inhibisyon olusur ve fotoinhibisyon sonucunda geri doniisii olmayan zararlar olusabilir.
Is1igin inhibisyon etkisi, bir ka¢ dakika i¢inde goriilmeye baglar ve bu durum bazi
kiiltiirlerde 15-20 dakika i¢inde %50’ye kadar varan hasar’a sebep olabilir (Dalay vd.,
2008).

Torzillo (1991)’de; yiiriittiigli bir arastirmada Spirulina maxima’nin siirekli
kiiltiirlerde gelisim seviyesinin, kesikli kiiltiirlere oranla daha fazla oldugunu belirtmistir.
Bunun yani sira yiiksek 1gikta aydinlatma uygulanan kiiltiirlerde, karbonhidrat miktarinin,
diisiik 151k seviyesiyle aydinlatilan kiiltiirlerde ise protein miktarinin fazla oldugundan

bahsetmistir.

Matthijs vd., (1995); Chlorella pyrenoidosa (Emerson susu)’nu BG11 doymus
mineral ortaminda 20 °C’de, led 1sikla aydinlatarak gelisimini incelemistir. Kiiltiirleri
thermostabilized 151k ge¢irmez dolaplara yerlestirmis, kararli durum kiiltiirlerini daha sonra
en az 5 giin boyunca, belirli bir foton akisi algal liretim hizin1 hesaplamak i¢in
kullanmiglardir. Ortalama biiyiime hizi igin alinan 6rneklerle; 10 okuma hesaplanmis ve

ortalamanin standart sapmasini % 10 daha diisiik bulmuslardir.

Michel (2004) ise; geleneksel boru seklindeki desarj lambalar1 ve ampullerle
karsilastirildiginda, dar bant dalga boyu ve diislik gii¢ tiikketimi 6zelliklerine sahip yeni
gelistirilen Led 151k, dalga boyu etkisinin alg yetistirilmesi ve gelisimi i¢in en uygun 151k
kaynagi olarak kabul edildigini soylemistir (Wang, 2007).

Wang vd., (2007)’lerinin yaptig1 bir ¢alismada; 151k dalga boyu ve spesifik biiyiime
orant lizerinde ¢esitli led’lerin yogunlugu ve etkileri arastirilmis ve bliylime etkilerini
gosteren bir modifiye Monod modeli Onerilmistir. Bu arada, biyokiitle enerji verimi

verimliligi de tartisilmigtir.



Oru¢ (2011)’de led 1siklardan olusturulmus bir levha sistemi ile Chlorella’ya
degisik renklerdeki led’ ler kullanilmak suretiyle {iretimin artmasi ve yag asiti i¢erigindeki

degisimin tespit edilmesi amaciyla led 151k kaynagi kullanimina yonelmistir.

Yapay aydinlatmada kullanilan giiniimiizdeki en yeni teknoloji olan 151k yayan
diyotlar (led’ler) aydinlatma tarihinde Edison’ un yiiz yil once buldugu -elektrik
lambasindan sonra en Onemli bulus olarak kabul edilmektedir. Daha 6nce higbir 151k
kaynagi led kadar uzun yillar calismamis ve yine higbir 151k kaynagi led kadar az enerji

tiikketimi gergeklestirmemistir (Yiice vd., 2016).

Led; ingilizce olarak, light emitting diode kelimelerinin kisaltilmasidir. Isik yayan
diyot anlamini tasir. Led’ler elektrik enerjisini 1s18a doniistiirebilen yari iletken devre

elemanlaridir (Orug, 2011).

Led’in hangi renkte 151k yaymasi isteniyorsa Ga, As, Al, PO, In, nitrit gibi
kimyasal materyallerden uygun oranda yari iletken materyale ek yapilmaktadir. Boylelikle

led’in ¢ipininde hedeflenen dalga boyunda 1s1ma yapabilmesi saglanmaktadir (Orug, 2011).

Led’lerin dogrusal akisi, aydinlatma yapilan bdolgenin direk 151k almasini
saglayarak, tek tip aydinlatmay1 biliylik oranda arttirmaktadir bununla birlikte 151k
kaynaklar1 arasinda aydinlanmayan karanlik bdlgeleri azaltir. Bunun sonucunda,
yayilmakta olan 151k maksimum kullanilarak enerji sarfiyati ve 1518 yarattigr kirliligi
azaltilir. Led’lerin aydinlatma verimi, enerji tasarruflu lambalardan yada simdiye kadar
kullanilan sokaklardaki aydinlatma sistemli yiliksek basingli sodyum lambalardan daha
fazladir. Bu bilgilere ilave olarak, led’ler eski akkor elektrik ampullerle kiyaslandiginda

sekiz kat fazla parlaklik sunmaktadir (Orug, 2011).

Renk sicakligi Kelvin’le (°K) ol¢iilmektedir. Is1g1 meydana getiren tiim renklerin,
renk sicakligi ii¢ temel gruptan olusur. Sicak-beyaz 3300 °K ve altinda, naturel beyaz
3300-5000 °K, giin 15181 beyaz1 5000 °K ve iizerindedir. Rakamsal deger azaldik¢a, renk
kirmizi tona, arttikga mavi tona yakinlasir. Sicak beyaz 151k igeren bir akkor lamba 2700
°K’e sahipken, ayn1 giigteki bir giin 15131 lamba 5600 °K renk sicaklg olusmaktadir. Oglen
saati giines hemen hemen 5000 °K’ken; sabah ve aksam 4000 °K’dir (Orug, 2011).

Bu calismada; hem ticari hemde bilimsel anlamda 6nem arz eden Spirulina
platensis’in (M2 susu) gelisimini giinlimiizde tasarruf imkani sunan farkli renklerdeki led

151k kaynaklariyla, havalandirmaya gerek duymaksizin c¢alkalamali inkiibator ile
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calkalayarak, besiyerlerine ayr1 ayri kiiltlir ortamlar1 olusturulmak iizere Se ve E vitamini
ilave edilerek, absorbe ettigi selenyum miktarin1 gelisim parametreleriyle gozlemlemek ve
icerdigi E vitamini miktarinin giinlere bagl degisimini gelisim parametreleriyle birlikte

incelemeyi amagladik.
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2. MATERYAL ve YONTEM
2.1. Materyal

2.1.1. Spirulina platensis’in Temini

Denemede kullanilan fitoplankton tiirii olan Spirulina platensis (Cyanophyta)
M2(diiz) susu; Cukurova Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi’nden hazir kiiltiir alim

yapilarak temin edilmistir.

Sekil 2.1. Spirulina platensis’in 1s1k mikroskobunda ¢ekilmis fotografi



2.1.2. Arastirmada Kullanilan Besi Ortamlar1 ve Kimyasallar

Denemelerde iki farkli besiyeri ortami kullanilmis olup uygun besiyeri ortam ile
caligmalara devam edilmistir. Bu ortamlar spirulina besiyeri ve schlosser besiyerleridir. Bu

ortamlarin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve miktarlari tablolarda verilmistir.
Analiz yapiminda kullanilan kimyasallar:

e CH3COCHS3 (Aseton)

e NaySeOj3 (Sodyum Selenit)
e HCI (Hidroklorik Asit)

o H,S04(Siilfiirik Asit)

e NaNOj3 (Nitrik Asit)

e NaOH (Sodyum Hidroksit)
e NaBH, (Sodyum Borhidrtir)
e Asetonitril

e BHP’li HIP

e KOH (Potasyum Hidroksit)
e E Vitamini

e Atomik absorbsiyon kalibrasyonu i¢in selenyum standarti

e Besin ortami i¢in kullanilan kimyasallar Tablo 2.1 ve 2.2°de gosterilmistir.
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Tablo 2.1. Schlgsser Ortami Tablosu (Ogawa ve Aiba, 1977)

Stok Soliisyon Kullamlan Miktar
Bilesen

(g.I'" distile H,0) (500 ml icin)
Soliisyon I. (500 ml)
(stlggl?rf\bikarbonat) i 1361g
Na,CO; (Sodyum karbonat) - 4,03 ¢
K,HPO, (Potasyum fosfat) - 0,509
Soliisyon II. (500 ml)
NaNO; (Sodyum nitrat) - 2590
K;SO, (Potasyum siilfat) - 10¢g
NaCl (Sodyum kloriir) - 109
I\(!gSO4.7HZO (Magnezyum | 0.2g
stilfat 7.mol su)
sfanS](())lgz?zO (Demir siilfat 4 0,01
Na,EDTA.2H,0 - 0,089
iz Metal Soliisyonu 1ml
Vitamin Soliisyonu 1ml

Iz metal soliisyonu ve vitamin soliisyonu bilesenleri bir sonraki sayfada Schldsser

ortami tablosunun devami olarak gosterilmektedir.

14



e Iz Metal Soliisyonu

Stok Soliisyon Kullanilan Miktar
Bilesenler
(9. dH,0) (1 litre icin)
Na,EDTA.2H,0 - 059
FeS0O,.7H,O (Demir II stlfat
- 0,79
7.mol su)
ZnS0,.7H,0 (Cinko siilfat 7.mol 1,0 1ml
su)
MnSQO,.7H,O (Mangan II siilfat 2.0 1ml
7.mol su)
Hs;BO;3; (Borik asit) 10,0 1ml
Co(NO3),.6H,0O (Kobalt 1l nitrat 10 1 ml
6. mol su)
Na,Mo00,.2H,0 (Sodyum
moliibdat 2.mol su) L g
CuS045H,0 (Bakir 1II siilfat 0,005 1mil
5.mol su)
e Vitamin Soliisyonu
1 litre distile H,O’da siyanokobalamin ¢oziiliir.
Bilesen Kullamilan Miktar (1 litre icin)

Cyanocobalamin (vit. B1,) 5mg
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Tablo 2.2. Denemede Kullanilan Spirulina Ortanmi (Ogawa ve Aiba, 1977)

Stok Soliisyon Kullamlan Miktar
Bilesen

(9.I'* distile H,0) (500ml icin)
Soliisyon L. (500 ml)
NaHCO, - 18,6 ¢
Na,CO3 - 8,069
K,HPO, - 1g
Soliisyon II. (500 ml)
NaNOs - 54
K,SO, - 29
NaCl - 290
MgS0,.7H,0 - 049
CaCl,.2H,0 - 0,02 ¢
FeSO,.7H,0 - 0,029
Na,EDTA.2H,0 - 0,169
Mikroniitrient Soliisyonu - 10 ml

Vitamin Soliisyonu - -

Spirulina ortamima ait mikroniitrient soliisyon igerigi tablosu sonraki sayfada

gosterilmektedir.
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e Mikroniitrient Soliisyonu

Stok Soliisyon
BILESENLER Kullanilan Miktar (1 litre i¢in)
(g.I'" dH,0)
Na,EDTA.2H,0 -
FeSO,.7H,0 - 0,79
ZnS0,.7H,0 0,001 9
MnSQO,.7H,0 0,002 g
H3BO; 0,001 9
Co(NOs),.6H,0 0,0019
Na,Mo00,.2H,0 0,001 ¢
CuS0,4.5H,0 0,00005 g

*Soliisyon 1 ve soliisyon 2 ayri1 ayr1 otoklavlanarak soliisyonlar soguduktan sonra karistirilmustir.

2.1.3. Arastirmada Kullanilan Ekipmanlar

2.1.3.1 Terazi

Aragtirma siiresi boyunca tartim islemleri Shimadzu marka hassas terazi ile

yapilmistir.

2.1.3.2. Spektrofotometre

Jenway marka (6105 UV/Vis Spektrofotometre) kullanilarak, optik yogunluk ve

Klorofil-a tayini yapilmistir.
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2.1.3.3 Atomic Spectrometer

Spirulina platensis’deki selenyum birikimi miktarinin tespit edilmesi i¢in Perkin

Elmer marka FIAS hidriir sitemine sahip atomik absorbsiyon spektrometresi kullanilmistir.

2.1.34HPLC

E vitamininin Spirulina platensis kiiltiiriinden alinan orneklerde giinlere bagli
tespitinin yapilabilmesi i¢in; mobil faz olarak Asetonitril/metanol (%60+%40, v/v)
karisimi kullanildi. Analiz, Shimadzu marka HPLC cihazi ile yapildi. Mobil faz akisi 1
ml/dk olarak belirlendi. Analiz i¢in UV dedektorii kullamldi ve kolon olarak Siipelcostil™

LC 18 (15 x 4.6 cm, 5 um; Sigma, USA) kolonu kullanilmistir.

2.1.3.5 Etiiv ve Otoklav

Arastirmada kullanilan tiim cam malzemelerin sterilizasyonu ve kuru madde
tespiti icin Binder marka etiiv (sterilizator), kiiltlir ortamlarinin sterilizasyonu icin Niive

OT 90L model otoklav kullanilmigtur.

2.1.3.6 iklimlendirme Cihazi

Calismada stok kiiltiirlerin muhafazasinda ES120 Niive model inkiibator,

arastirmanin yiiriitiilmesinde ise Gerhardt ve Benchmark incu model shaker kullanilmistr.

2.1.3.7. Santrifiij

Hettich marka santrifiij cihazi kullanilarak orneklerin ¢okeltme islemleri

yapilmustir.
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2.1.3.8 Mikroskop

Aragtirmamizda Olympus marka 151k mikroskobu kullanilmistir.

2.1.3.9 Led Isiklar ve Diger Adinlatma Materyalleri

Aragtirmamizda aydinlatmanin saglanmasi Sensotik marka 3 ¢ipli lizerinde 48
adet 151k bulunan 70’er cm serit led 151k kaynaklar ile saglanmustir. 3 x 2,2 Q paralel
baglanmis tas direng, 2 x 7805 regiilator trans, 1 x switch 12 volt materyalleri yardimiyla
led 151k kaynaklarinin led bagina diisen voltajlarin ayarlanmasi ve led 151k kaynaklarinin

1sinmamasi saglanmigtir.

2.2.3.10 Elektrik Olcii Aleti

Led 151k kaynaklart igin voltaj araliklarinin ayarlanmasinda Mastech MS8217

Dijital Multimetre marka/model elektrik 6lgii aleti kullanilmustir.

2.2. Metot

2.2.1. Arastirmada Kullamilan Kaplarin Temizligi ve Sterilizasyonu

Basarili bir alg kiiltirii elde edilmesinde cam ve plastik malzemelerin
sterilizasyonu Ozenle yapilmasit gereken bir islemdir. Bu nedenle biitliin malzemeler
metanol yada HCI (6M) ¢ozeltisi ile temizlenerek mikroorganizmalardan armndirilmis ve
ardindan saf su ile durulanmistir. Kontaminasyon olusumunu engellemek amaciyla tiim
cam malzemeler 6zenle alimiinyum folyo ile sarilip etiiv 200 °C’ye ayarlanarak 1 saat
siireyle sterilizasyonu saglanmis ve malzemeler kullanilana kadar saklanmistir.
Aragtirmada kullanilan tiim besi ortamlar1 (Spirulina ortami ve Schldsser ortami)

otoklav’da 121 °C’de 15 dakika sterilizasyonu saglanmis ve +4 °C’de muhafaza edilmistir.
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2.2.2. Stok Kiiltiir Olusturulmasi

Denemelerde 6ncelikle gelisime en uygun sicaklik araligi belirlemek {izere sirasiyla
calkalamal1 inkiibator 24+1 °C, 26+l °C, 28+1 °C, 30+1 °C, 32+1 °C, 34+l °C’ye
ayarlanarak 9’ar giin siireyle, Spirulina platensis’in optik yogunluk takibi yapmak suretiyle
gelisimine en uygun sicaklik tespiti yapildi. Uygun sicaklik aralifi belirlendikten sonra
yine gelisimi daha iyi gozlemlenmek tizere iki farkli besiyeri uygulamasina tabii tutularak,
9 giin siireyle optik yogunluk okundu. Deneyler ii¢ paralel olmak iizere uygun olan

besiyerinde ve sicaklikta siirdiiriildi.

Stok kiiltiir ise; 16 saat aydinlik 8 saat karanlik fotoperiyoda ve 24 °C ayarlanmis
inkiibatorde ¢ogalabilmesi amaciyla; spirulina ve schldsser besiyeri ortaminda 9’ar giinliik
optik yogunluk karsilagtirmas1 bakarak 4/5 canli/besiyeri bulunan erlenleri devamli
havalandirma sistemi ile besiyeri karsilastirmasi yapildi ve daha sonra Spirulina

platensis’in geligsimi i¢in uygun ortam segilerek muhafaza edildi.

Sekil 2.2. Uygun besiyeri denemeleri
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2.2.3. Led Isik Kaynaklarinin Ayarlanmasi

Uygun sicaklik belirlemek iizere, ¢alkalamali inkiibatér ve deneyde kullanilmak
tizere hazirlanmis iizerinde 48’er tane 151k bulunan 70’er cm’lik led 151k kaynaklarimizi,
uygun bir besleme siiriicii kullanarak baslangigta 5 farkli voltaj secenegine uyarlanabilir
2,2’luk tas direngler ve 7805°lik regiilator translar yardimiyla devreler yaparak switch

beslemesi ile serit led 1s1klarin 1sitnmamasi ve yeterli voltaj ayarlamasi yapildi.

Bu uygulamayla hem led 1s1iklarin dogal olarak 1sinmasiyla aciga ¢ikan 1sinin oniine
gecerek canlinin ortam sicakligini dengelendi, hem de uygun voltaj secenekleri belirlendi.
Led 1siklar i¢in standart olan 12 volt ve sonrasinda 9 ve 8 voltluk denemeler yaparak uygun
voltaj araligini belirleyip, led basina yaklagik 2.6 volt diisen 3 ¢ipli ve 8 volta ayarlanmis
serit led 1siklar kullanarak her led 1s1k arasinda erlenlerin birbirine temas etmesinin 6niine

gecmek icin 1 metre aralik birakarak deney diizenegimizi olusturuldu.

Sadece led 1sik aydinlatmasinin olmasi i¢in calkalamali inkiibatoriin 151811
kapatarak, Sekil 2.4’de goriilen serit ledleri erlenlere sararak etrafini aliiminyum folyo ile
151k almayacak sekilde disaridan gelebilecek 1siklardan izole ettik. Sonrasinda ¢alkalamali
inkiibatorii 100 rpm’e ayarlayarak, en uygun sicaklik 26+1 °C °’de ve en uygun besiyeri
olan Schlosser besiyeri ortaminda, devamli aydinlatilmak tizere Sekil 2.3 ve Sekil 2.4’de

goriildiigl gibi deney diizenegimizi olusturduk.

Sekil 2.3. Calisma i¢in hazirlanan devreler, voltaj segenekleri ve siiriicii
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Sekil 2.4. Kullanilan serit led’ler

2.2.4. Sicaklhik Ayarlanmasi

On denemeler igin; led 1siklar vasitasiyla devamli aydinlatmaya tabi tutulan
Spirulina platensis M2 susu, 100 rpm’de ¢alkalanan ve 1s1k gegirgenliginin ideal olmasi
diistiniilerek 50 ml canli 200 ml besiyeri bulunan Spirulina platensis’e bes farkli sicaklik
(261 °C, 28+1 °C, 30«1 °C, 32+1 °C, 34=+1 °C) denemesinin ardindan uygun sicaklik
aralig1 optik yogunluk vasitasiyla bulunup; ¢alkalamali inkiibator bu sicakliga ayarlandi ve

deneylere bu sicaklik araliginda devam edildi.

Spirulina platensis’in gelisimi i¢in uygun besiyeri belirlenmesinde ise; 100 rpm
hizi, 26+1 °C sicaklik araligi, 8 V gerilime ayarlanmis calkalamali inkiibator igerisine;
iginde spirulina ortami1 ve schldsser ortami bulunan iki farkli ortam igeren Spirulina
platensis’ler 9’ar giin arayla optik yogunluk izlemesi yapilarak uygun besin ortami tespiti
yapilmis ve schldsser besin ortaminin gelisime daha uygun oldugu tespit edilerek

caligmalara bu besin ortami ile devam edilmistir.

2.2.5. Arastirmanin Kurulmasi ve Yiiriitiilmesi

Biyoteknoloji laboratuvarinda denemede kullanilacak olan Spirulina platensis tiirt
as1 kiiltiirleri deneme stiresi boyunca 1000 mI’lik erlenlere (500 ml besiyeri 500 ml canli

olacak sekilde) ekimi yapilarak deney siiresi sonuna kadar 26+1 °C °C’de, schlosser
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(Ogawa vd., 1977) besi ortaminda ve 100 rpm’lik ¢alkalama hizinda sabitlenerek, 6nceden
hazirlanmis serit led kaynaklar Sekil 2.5’ de goriildiigii gibi erlenlere sarildi ve dis ¢evreden

alliminyum folyo ile izole edildi.

Thermoshake

.-L= ,.I 1 = 1 ;Il‘llll

Sekil 2.5. Denemeler’in baglangic evresi ve led aydilatmasi ile olusturulan deney diizenegi

Yapilacak deney E vitamini tespiti ise 1 litre saf suda ¢oziinmiis 5 mg E vitamini
tartilarak besiyerine standart hari¢, 1000 pul, 2000 pl, 3000 ul’ser olmak ti¢ farkli dozda

denenmek iizere ayri ayri ilave edildi.

Deney selenyum tayininde ise besiyerlerine strandart harig; ilave 15 mg/L, 30

mg/L, 45 mg/L olacak sekilde besiyerlerine ayri ayri {i¢ farkli dozda Na,SeOg ilave edildi.

Deney diizenegi kurulduktan sonra E vitamini i¢in 9 giin boyunca klorofil a
(ug/ml), kuru/yas madde analizi (g/L), optik yogunluk ve E vitamini analizi yapildi.
Selenyum icin ise 13 giin boyunca yine klorofil a (ng/ml), kuru/yas madde analizi (g/L),

optik yogunluk ve Se metali birikim tespit analizi {i¢ tekerriirlii olarak yapildi.

2.2.6. Arastirma Siiresince Takip Edilen Parametreler

2.2.6.1. Yas (g/L) ve Kuru Madde (g/L) Tayini

Yas kuru madde miktar tespitinin yapilmasi i¢in erlenlerden cam pipet yardimiyla

10 ml alinarak 0.45 pm g6z agikhigindaki filtre kagitlari, bir su trombu kullanilarak
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olusturulan vakumla yogun hale getirilmistir. Filtre kagitlar1 siizme islemi yapilmadan 60
°C’de 30 dakika etiivde tutularak desikatore almak suretiyle ortam sicakligina es gelene
kadar sogumaya birakilmistir. Soguma islemi bittikten sonra terazi yardimiyla agirliklari
alinmis ve sonra siizme islemi yapilmis, bu islemden sonra filtre kagitlar1 tekrar tartilarak
iki tartim arasinda olusan farkla yas madde agirligi belirlenmistir. Tartimdan sonra filtre
kagitlar1 tekrar ayn1 ayardaki etiive konulmus ve siire bitiminde desikatdre alinarak, ortam
sicakligina ulagincaya kadar sogumaya birakilip tekrar terazi yardimiyla tartimi yapilmastir.
Ornekler filtre kagidi’ nin tartim agirhgindan, yasken yapilan tartim sonucuyla olusan
degerlerle ve kurutulduktan sonra yapilan tartim degerleri ¢ikarilip kuru madde miktarlari

hesaplanilmis ve sonuglar siitun grafigine dokiilmistiir. (Cirik ve Gokpinar, 1993).

2.2.6.2. Optik Yogunluk Tespiti

Erlenlerden alinan 2’ser ml ornek spektrofotometre kiivetlerine konularak,
spektrofotometre kullanimi ile 400 nm’den baslanilarak her 50 nm’de bir Slglim yapilip
uygun dalga boyu araligi 450 nm olarak tespit edilmis ve sonraki optik yogunluk
okumalar1 bu dalga boyunda selenyum iceren besi yeri i¢in 1’er giin arayla 13 giin, E
vitamini i¢eren besi yeri i¢in ise 1’er giin arayla ve 9 giin boyunca yapilmistir. Optik
yogunluk okumalarinda; ¢alismada kullanilmakta olan her 6rnege ait, asilama yapilmayan

bos besiyerleri kor olarak kullanilmistir ve okumalar ii¢ tekerriirlii olarak yapilmistir.

2.2.6.3. Klorofil Analizi (ng/ml)

S1v1 kiiltiirlerde klorofil analizleri 1’er giin araliklarla selenyum tayininde 13 giin, E
vitamini analizinde ise 9 giin boyunca yapilmistir. Klorofil analizleri, Parson ve Stirickland

metoduna gore tayin edilmistir.

Siv1 kiltlirlerden 5’er ml 6rnek alinmis 0.45 pl por acikligina sahip filtrelerden
stiziildiikten sonra oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Nispeten kuruyan fitre
kagitlari, {tizerlerine 10 ml %90’k aseton ilave edilmis ve agizlar1 kapatilarak

calkalanmistir. +4 °C’de buzdolabinda 24 saat bekletildikten sonra c¢oziinme siiresi
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sonunda supernatant kisimlar1 alinarak spektrofotometrede %90 aseton koriine karst 630
nm, 645 nm, 665 nm ve 750 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbanslari ii¢
tekrarli okunmustur. Hesaplamalar asagidaki formiil yardimi ile yapilmistir. (Parson ve

Strickland, 1963)
Klorofil a = v(11,6 x D665 — 0,14 x D630 — 1,31 x D645)

v (ml) = Ekstraksiyonda kullanilan aseton hacmi

2.2.6.4. E Vitamini Tespiti

Aliiminyum folyoyla izole edilmis 2 besi orami igeren 1000 ml’lik erlenlere ii¢
farkli renk iceren (kirmizi, mavi, giin 15181 beyaz) led’ler ayr1 ayr sarilarak, deneyde
spirulina ortamina gore gelisimi daha iyi goriilen Spirulina platensis igin schlosser
ortamina 3 farkli dozda artan seri ile (1000 ml saf suda ¢oziinmiis 5 mg E vitamini
cozdiiriilerek, besiyerlerine 1 ml, 2 ml, 3 ml olmak tizere) E vitamini takviyesi yapilarak
yeni bir besi ortami olusturuldu, 1., 3., 5., 7., 9. giinlerde klorofil a, optik yogunluk,
kuru/yas madde analizi yapildi ve 1., 3., 5., 7., 9. gilinler 100’er ml 6rnek alim1 yapilarak

HPLC ile canlinin sentezledigi E vitamini oranina {i¢ tekrarli olarak bakildi.

2.2.6.4.1. HPLC Kullammmindan Once izlenilen Yollar

Farkli 1g1k faktorlerine ve E vitamini serilerine alinmig Spirulina platensis’lerden;
1.,3.,5.,7.,9., ginlerde 100’er ml 6rnek alimi yapilarak iki ayr1 50 ml’lik falkon tiipiine
esit olarak paylastirildi. Ornekler santrifiij edilerek (10 dakika, 4°C’de, 7000 rpm’de) iist
faz1 dokiildii. Pelet kismina BHT li HIP’den 5’er ml eklendi. Homajenizatorde 3’er dakika
homojenize olmasi saglandi. Tekrar santrifiij edilerek list faz, kapakli deney tiiplerine
alind1. 5’er ml metanol eklendi. Uzerine 5 ml %10’ luk KOH c¢ozeltisi ilave edilerek
vortexlendi. 85 °C’ye ayarli etiivde tiiplerin kapaklar1 agilarak 15 dakika beklenip, oda
sicakliginda sogumaya alindi. Uzerine 5 ml saf su, 5 ml BHP’li HIP eklendi ve alt iist
edildi. Homojenizatorde 2-3 dakika homojenize edilerek tekrar santrifiij edildi ve list fazlar

deney tiiplerine alindi. 5 ml metanol ilave edildi ve Sekil 2.6’da da gorildigi gibi KOH
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eklenerek vortexlendi. 85 °C’ye ayarlanmis etiivde 15 dakika kapaklar1 agik bir sekilde
beklenilerek, ¢ikarilip oda sicakliginda sogutuldu. Uzerine 5 ml saf su ve 5 ml BHT’li HIP
konularak alt iist edildi. Oda sicakliginda bir giin beklendikten sonra ist fazlar kiigiik
deney tiiplerine alinarak 35°C’ye ayarlanmis etiivde iki glin ugmaya birakildi. 50 ml
metanol, 50 ml asetonitril uygun bir siseye alinarak siseden 1 ml alinip 6rneklere eklenerek
vortexlendi. Daha sonra Sekil 2.7°de de goriildiigii gibi vortexlenen Orneklerden 1 ml
viallere alinarak HPLC yardimi ile 202 nm dalga boyunda E vitamini okumas1 yapildi
(Katsanidis ve Addis, 1999).

Son olarak hesaplama yapilarak 1 ml igerisindeki vitamin E degeri bulundu ve bu

deger ug/mL olarak verildi.

1 fl ll,""hniqg' :

|
' \

Sekil 2.6. Orneklerin etiive alinmadan 6nceki hali
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Sekil 2.7. Viallere 6rneklerin aktarilmig hali

2.2.6.5. Selenyum Tayini (ug/L)

Aliiminyum folyoyla izole edilmis '2 besi ortami igeren 1000 ml’lik erlenlere ii¢
farkli renkteki led’ler ayr1 ayri sarilarak, spirulina ortamina gore daha iyi gelisimi gosteren
Spirulina platensis i¢in schlsser ortamina 3 farkli dozda artan seri (15 mg/L, 30 mg/L, 45
mg/L ) ile selenyum ilavesi yapilarak yeni bir besi ortami1 olusturuldu, 1., 3.,5.,7.,9., 11.,
13. giinlerde klorofil a, optik yogunluk, kuru/yas madde analizi yapild1 ve 1., 3., 5., 7., 9.,
11., 13. giinlerde 2’ser ml 6rnek alimi yapilarak, drnekler teflonlara aktarilmak suretiyle
tizerine 6 ml perklorik asit, 1 ml H,SO4, 6 ml HNOj ilavesi yapildi. Kimyasal ilavesinden
sonra yarim saat beklenilerek teflon kapaklari kapatildi. Mikrodalgada yakilmak tizere
cihaza yerlestirilerek; cihaz 25 dakika calistirilldi ve islem tamamlandiginda 10 dakika
beklendikten sonra teflonlar cihazdan ¢ikarildi ve ¢eker ocak altinda kapaklar agilarak 5
dakika beklendi, isleme tabi tutulmus Spirulina platensis 15 ml’lik kapakli falkon tiiplerine
aktarildi ve atomik absorbsiyon spektrometresi yardimiyla spektrofotometre enjektor
sistemine 5 M’lik HCI, NaOH, NaBH, ile hazirlanmis soliisyonlar eklenerek dort farkli
konsantrasyonda hazirlanan (1, 2, 5, ve 10 ppm’lik) standart ¢ozeltiler yardimi ile cihaz
kalibrasyonu saglanarak, 6ncesinde falkon tiiplerine alinan isleme tabi tutulmus 6rneklerin
okumas1 196,00 nm dalga boyunda atomik absorbsiyon spektrofotometresi yardimiyla {i¢
tekrarlt olarak yapildi ve canlinin absorbe ettigi Se miktarin gilinlere ve 1s1k renklerine
bagli degisimi izlendi.
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2.2.6.6. Verilerin Degerlendirilmesi

Arastirma sonucunda elde edilen biitiin degerler; Microsoft Office Excel 2010

programi ile elde edilen grafik ve verilere bagl olarak degerlendirilmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Bulgular

Yapilan 6n denemelerde en uygun yetistirme kosulunu belirleyebilmek icin led
1isiklarla sirasiyla 12 V, 10 V, 8 V, 7.5 V olmak {izere uygun voltaj denemeleri yapilmis
optik densisite okumasi ile kiiltiirin gelisimine en uygun voltajin 8 volt oldugu
belirlenmistir. (Led 3 ¢ipli olarak tercih edildiginden led basina ortalama 2.6 volt voltaj

diigmiistiir.)

Dogrudan klasik led 1siklarda Sekil 3.1°de de gosterildigi gibi 12 volt ve 10 volt ile

beslendiginde ise Spirulina platensis’de fotoinhibisyon gozlemlenmistir.

Sekil 3.1. 12 Volt’ta karsilastigimiz fotoinhibisyon

Denemelerde oncelikle Spirulina platensis’in gelisimine en uygun sicaklik araligini
belirlemek igin, ¢alkalamali inkiibator 100 devir/dakika calkalama hizina ayarlandi ve
sicakliklar sirastyla 24+1 °C, 26+1 °C, 28+1 °C, 30+1 °C, 32+1 °C, 34+l °C’ye
ayarlanarak 9 giin boyunca, Spirulina platensis’in optik yogunlugu takip edilerek; kiiltiir
gelisimine en uygun sicaklik Tablo 3.1 gosterildigi gibi 261 °C olarak belirlenmis ve
kiiltiir ortamina en uygun ortam ise Tablo 3.2°de de gosterildigi gibi schldsser ortami

olarak belirlenmistir.



Tablo 3.1. Spirulina platensis giin 15181 (beyaz) 1518a tabi tutularak 24+1 °C, 26+1 °C, 28+1 °C, 30+1 °C,
32+1 °C, 34«1 °C grubu optik yogunluk degerleri

0,2
0;18 /_\
o - /.\
0,14 \ .
’ =——26°C
0,12 .\l/ NN .
\ \ el 28°C
0,1
=r=30°C
008 —
* ==32°C
0,06 *&(L —
| FOo o
0,04 > 2= Z i s

0,02

1.glin 3.gln 5.gln 7.8ln 9.gln

Tablo 3.2. Spirulina platensis i¢in giin 15181 led 151kta besiyeri karsilagtirma degerleri (optik yogunluk)

1,4

0,8 /

0.6 =—fll— Schldsser Besiyeri

—— Spirulina Besiyeri

Optik Yogunluk

1.gin 3.gin 5.glun 7.gun 9.gln

3.1.1. U¢ Farkh Isik Rengi ve Uc Farkh Doz Selenyum iceren Kiiltiir Ortamlarinin

Biiyiime Parametrelerine Etkileri

Uygulanan denemelerde selenyum dozlar1 15 mg/L, 30 mg/L, 45 mg/L olmak {izere
ti¢ farkli doz Na,SeOs ii¢ farkli 151k rengi ve 2641 °C’de kiiltiirlerdeki selenyum birikimi
(ug/L) 13 giin boyunca 6l¢iilmiistiir.
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Ayn1 zamanda laboratuar sartlarinda ti¢ farkli 151k dalga boyunda (kirmizi, mavi,
giin 15181), Na,SeOs igeren (mg/L) ve kiiltiire alinan Spirulina platensis’in; yas (g/L) ve
kuru madde (g/L), optik yogunlugu, klorofil-a miktar1 (ng/L), tespit edilmistir.

3.1.1.1. Yas Madde (g/L)

Tablo 3.3. 15 mg/L Na,SeOsilavesi ile led 151k kaynaklarinin aydinlattig: kiiltiirde
giinlere bagli yas madde miktar1 degisimi

Yas Madde
2,00
1,50
I Iz E I
I I1 E L I
1,00 11 I
0,50
0,00
1.glin 3.gun 5.gun 7.gun 9.guin 11.gln 13.glin

B Kirmizi 15mg/L  ® Mavi 15mg/L GUn Isig 15mg/L Kontrol

Tablo 3.4. 30 mg/L Na,SeOsilavesi ile led 151k kaynaklarinin aydinlattig: kiiltiirde
giinlere bagli yas madde miktar1 degisimi

Yas Madde

1,80
1,60
1,40 T I .

' I 1 I I
1,20 I I

I I I
1,00 I I
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00
1.glin 3.gln 5.gln 7.gun 9.gln 11.glin 13.glin

W Kirmizi 30mg/L  ® Mavi 30mg/L Gun Isig1 30mg/L Kontrol
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Tablo 3.5. 45 mg/L Na,SeOsilavesi ile led 151k kaynaklarinin aydinlattig: kiiltiirde
giinlere bagli yas madde miktart degisimi

Yas Madde
1,80
1,60
1,40 I
I I
1,20 I I T
I I I I I

1,00 I I
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

1.gln 3.glin 5.glin 7.gin 9.glin 11.gln 13.glin

B Kirmizi 45mg/L B Mavi 45mg/L GUn Isig1 45mg/L Kontrol

Ug farkl1 renkteki led 1sikla aydinlatilan ve ii¢ farkli dozda selenyum ilave edilmis
kiiltiirlerde 1. giinden baglanilarak 13. giin boyunca odlglilen yas madde miktarlarinda

diizenli artig gdzlenmistir.

On ¢ giinliik kiiltiir periyodunda kirmizi led 151k aydinlatmasi ile aydinlatilan ve 15
mg/L Na,SeOs ilavesi yapilan grupta; diger tiim gruplara oranla yas madde birikiminin
daha yogun oldugu gozlenmistir. Baglangigta 1 gr olan yas madde tartim degeri besinci
giine kadar hizl1 bir artis gostererek besinci giin 1,362 gr degerine ulagsmistir ve son giin

1,635 gr degeri ile artmaya devam etmistir.

Giin 15181 ile aydinlatilan ve 15 mg/L Na,SeOs ilavesi yapilan grubun yas madde
biriktirme konsantrasyonunda ise Tablo 3.3’de de gosterildigi gibi 1. gin 0,90 gr

okunurken 7. giin 1,196 gr ile giinlere gore en yogun artis1 géstermistir.

Kontrol grubuna oranla besiyerine 15 mg/L Na,SeOs ilave edilen kirmiz1 ve giin
15181 aydinlatmasi bulunan gruplarda yas madde birikimindeki artisin daha fazla oldugu

gbzlenmis olup diger gruplarda kontrol grubuna gére bu artis daha da azalmistir.

Mavi renk led 15181 uygulamasinda ise; kontrol grubuna oranla bu 151k renginin yas
madde birikimi tiim gruplarda daha az olmakla beraber, en fazla yas madde birikimi 15

mg/L Na,SeOsigeren ortamda gozlenmistir.
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Deneme siireci sonunda tiim gruplarinda yas madde artisi gézlenmis olup, 151k
rengine bagli olarak kirmizi ve glin 1s18inda, diger dozlardan farkli olarak 15 mg/L
Na,SeOs ilave edilen gruplarda kontrol grubuna oranla yas agirliklarinin daha fazla oldugu
tespit edildi. Tablo 3.3.’de goriildiigii gibi ilk giine oranla son giin en fazla madde artis
kirmizi 1sikta ve 15 mg/L Na,SeO; eklenen kiiltiirde goriilmiistiir. Yas madde birikimi

miktar1 en az mavi 151k ile aydinlatilan gruplarda tespit edilmistir.

Arastirma sonucunda elde edilen veriler Tablo 3.3-3.5’de gosterilmistir.

3.1.1.2.Kuru Madde (g/L)

Selenyum ilave edilmis kiiltiirlerde, 1. giinden itibaren 13. giin boyunca kuru madde

takibi yapilmis ve zamana gore degisim grafikleri verilmistir.

Tablo 3.6. 15 mg/L Na,SeOsilavesi ile farkli led 151k kaynagina bagli kuru madde
miktarinin giinlere gére degisimleri

Kuru Madde

0,06
0,05
0,04 I I I I I
0,03 I il I I
0,02 I h I I l
0,01 I

0

1.giin 3.giin 5.giin 7.gin 9gin  1lgin  13.gin

B Kirmizi 15mg/L ™ Mavi 15mg/L GUn Isig 15mg/L Kontrol
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Tablo 3.7. 30 mg/L Na,SeOjzilavesi ile farkli led 1s1k kaynagina bagli kuru madde
miktariin giinlere gore degisimleri

Kuru Madde
0,06
0,05
0,04 I I
0,03 0 I I I I
o |11l (]

0,02 I ! I
0,01 I

0

1.gln 3.glin 5.glin 7.gUn 9.glin 11.gln 13.gln

B Kirmizi 30mg/L B Mavi 30mg/L GUn Isig1 30mg/L Kontrol

Tablo 3.8. 45 mg/L Na,SeOsilavesi ile farkli led 1s1k kaynagina bagli kuru madde
miktarinin giinlere gore degisimleri

Kuru Madde

0,06
0,05

0,04

" 11 L
[ g
"l ||I|| II || I

1.glin 3.gln 5.gun 7.gun 9.gun 11.glin 13.glin

0,0

w

0,0

N

0,0

[

B Kirmizi 45mg/L  ® Mavi 45mg/L GUn Isig 45mg/L Kontrol

Kirmiz1 led 151k uygulanilan gruplarda kontrol grubuna oranla kuru madde
miktarinda daha fazla artis gézlenmis, giin 15181 ve 15 mg/L selenyum ilave edilen grupta
yine kontrol grubuna oranla daha fazla miktarda artis goriilmiistiir. Baslangicta 0,024 gr
olarak belirlenen grup 3. giin 0,030 gr olmus ve 9. giine kadar artig degerinde sabit
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denebilecek gr degisimleri gostermistir. 11. giin ise 0,048 gr degeri ile ciddi bir artig
gostererek bu deger 13. giin 0,051 gr olarak tespit edilmistir.

Giin 15181 15 mg/L Na,SeOsilave edilen grubun baslangicta tartim degeri 0,022 gr
iken son giin bu deger 0,045 gr olarak goézlenmistir. Diger giin 15181 ile aydinlatilan

gruplarda ise kontrol grubuna oranla daha diisiik oranda kuru madde artig1 goriilmiistiir.

Kontrol grubuna oranla tiim kirmizi 1sikla aydinlatilan ve 15 mg/L Na,SeOs ilave

edilen kiiltiirde daha fazla kuru madde artis1 gdzlenmistir.

Mavi 151k ile aydinlatilan gruplarda kontrol grubuna oranla artis miktarinda azalma

tespit edilmis olup tiim gruplarda baslangica oranla kuru madde birikimi gézlenmistir.

Calisma sonucunda elde edilen veriler Tablo 3.6-3.8’de gosterilmistir.

3.1.1.3. Optik Yogunluk

Spirulina platensis i¢in 450 nm dalga boyunda en yiiksek absorbans degeri elde
edilmistir. Sonraki denemelerde ise bu dalga boyu ile optik yogunluk okumalar

yapilmistir.

On ii¢ giinliik kiiltiir periyodunda 1s1k renkleri ve farkli miktarda Na,SeO; dozu
igeren ortam arasinda sonu¢ biyomas konsantrasyonu agisindan fark vardir.

Ug farkli 151k rengi ve doz uygulamasinda 26+1 °C sicaklikta, biitiin gruplarda
giinlere bagli logaritmik bir optik yogunluk artis1 gozlenirken diger gruplara gore kontrol
grubunda 5. giin ciddi bir diislis goriildii ve sonraki giinlerde ise diger gruplardan farkli
olarak kirmiz1 1gikla aydinlatilan 15 mg/L ve 45 mg/L Na,SeOs; ilave edilen gruplar
duraklama fazina girmemistir. Miktarsal olarak en diisiik boliinme hiz1 mavi 151k igeren

grupta gozlenirken, kirmizi 1sikla aydinlatilan gruplarda ise bolinme hizi en fazla

olmustur.

Kontrol grubu 3. giin sonunda 0,485 degerini gostererek sonraki Olgiimde
duraklama fazina girmistir. Kirmiz1 1s1k aydinlatmasinda en yliksek yogunluk 15 mg/L
Na,SeOsilave edilen ortamda 13. giin 1,093 olarak elde edilmisken, mavi 151k 15mg/L’lik
doz grubunda 7. giin 0,467 degeri ile giin 15181 151k aydinlatmasinda 15 mg/L Na,SeOs
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iceren grupta 7. glin 0,511 degerini gostererek kiiltiirler en yiiksek yogunluklarina

ulagsmiglardir.

Aragtirma sonucunda degerlendirilen veriler Tablo 3.9-3.11°de gosterilmistir.

Tablo 3.9. 15 mg/L Na,SeOsilavesi ile farkli led 151k kaynagina bagli optik yogunluk
miktariin giinlere gore degisimleri

Optik Yogunluk
1,4

1,2

0

0
T
0 T T B Eh I T _I T
0

1.gln 3.gun 5.gln 7.gun 9.gun 11.glin 13.gln

> o ™

Y

® Kirmizi 15mg/L = Mavi 15mg/L GUn Isig 15mg/L Kontrol

Tablo 3.10. 30 mg/L Na,SeOjilavesi ile farkli led 151k kaynagina bagli optik yogunluk
miktarinin giinlere gore degisimleri

Optik Yogunluk

1,2
1

0,8

::I ::I ::I ::I I II _
0

1.gln 3.glin 5.gln 7.gin 9.glin 11.gun 13.gln

0

)

0

S

0

N

W Kirmizi 30mg/L ™ Mavi 30mg/L Gun Isig 30mg/L Kontrol
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Tablo 3.11. 45 mg/L Na,SeOjilavesi farkli led 151k kaynagina bagl giinliik optik
yogunluk degisimleri

Optik Yogunluk
1,4
1,2
1

0,8

0,6 - -
0 iR . = I ik I N
0

1.gln 3.gun 5.gun 7.gun 9.gun 11.gln 13.gln

'S

~

B Kirmizi 45mg/L B Mavi 45mg/L GUn Isig1 45mg/L Kontrol

3.1.1.4. Klorofil-a

Sekil 3.2. Soldaki kiiltiir mavi led 151k, ortadaki kiiltlir kirmizi led 151k, sagdaki kiiltiir ise giin 15181 led
151k aydinlatmast ile aydinlatilan ortamlarin deney sonu fotograflart (15 mg/L Na,SeO3’li
ortamlar)
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Spirulina platensis’in farkli miktarlarda Na,SeOs ilavesine ve 1s1k rengine karsi
gosterdigi klorofil a degisimlerinin tespiti 1. giinden itibaren baglanilarak 1’er giin arayla
dort farkli dalga boyunda (630, 645, 665, 750 nm) okunmustur. Bu degisimler Tablo 3.12-
3.14°de gosterilmektedir.

Tablo 3.12. 15 mg/L Na,SeOjs ilavesi ile 151k kaynaklarina bagli kl-a’nin giinlere gore
degisim degerleri

Klorofil-a
1,2
1
0,8
0,6
0,4
0,2 I i I
o Mz7r METz M& 2 i
=1-
.gln 3.gun 5.gun 7.gun 9.gln 11.gln 13.gln
-0,2

B Kirmizi 15mg/L ™ Mavi 15mg/L GUn Isig 15mg/L Kontrol

Tablo 3.13. 30 mg/L Na,SeOjs ilavesi ile 151k kaynaklarina bagli kl-a’nin giinlere gore
degisim degerleri

Klorofil-a
1
0,8
0,6
0,4
0,2 I
I
0 i I H&
1gun 3.gun 5.gun 7.gun 9.gln 11.gln 13.gln
-0,2

B Kirmizi 30mg/L B Mavi 30mg/L GUn Isig1 30mg/L Kontrol
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Tablo 3.14. 45 mg/L Na,SeOj ilavesi ile 151k kaynaklarina bagli kl-a’nin giinlere gore
degisim degerleri

Klorofil-a
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3 I ’ I I
0 | I I 1 I
0,1
. LII U N i i I
0,1 1.glin 3.gun 5.gun 7.gln 9.gln 11.gln 13.gln

B Kirmizi 45mg/L ™ Mavi 45mg/L Gin Isig1 45mg/L Kontrol

Kirmizi led aydinlatmasi ile aydinlatilan gruplarin hepsinde diger 1sik renklerine
oranla klorofil a oranlarinda ciddi artis gézlenmistir. En yiiksek kl-a ise 15 mg/L Na;SeOs
ilave edilen grupta 13. giin 0,990 ug/ml gozlenmisken kendisini en yakin 30 mg/L ilave
edilen grup son giin 0,817 degerine ulagmistir. Kontrol grubunda en yiiksek deger 13. giin
0,201 pg/ml degeri iken 45 mg/L Na,SeOsilave edilmis grupta son giin bu deger son giin
0,675 pg/ml olmustur.

Mavi 151k grubunda ise; diger 1s1k renklerine oranla en diisiik degerlerde olmustur.
Bu 151k renginde de kirmizi led 15181 renginde oldugu gibi en fazla kl-a degeri 15 mg/L
Na,SeOs eklenilen grupta son giin 0,199 pg/ml degerinde gorilmiistiir. Gilin 15181 led
aydinlatmasinda ise; diger 151k renklerine benzer bir sekilde en yiiksek kl-a degeri 15 mg/L
Na,SeOsigeren grupta 13. giin 0,363 pg/ml degerinde goriilmiistiir.

Her bir kiiltlir ortam1 i¢in kirmizi 1s1ktaki klorofil a icerikleri daha ytiksektir.
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3.1.1.5. Selenyum Metal Birikimi (ug/L)

Kiiltiir ortamlarinda artan kademelerle farkli ii¢ doz Na,SeOj ilavesi ile ii¢ farkhi
renk denemesi yapildiktan hemen sonra Spirulina platensis’deki selenyum metali
birikimine 1. giinden itibaren 13 giin bakilarak takibi yapilmigtir. Calisma sonucunda
degerlendirilen veriler Tablo 3.15-3.17°de gosterilmistir.

Tablo 3.15. Kiiltiir ortaminin giinlere gore degisen Se absorbans degerlerinin, farkl led
151k kaynaklar1 altina 1. gilin ile 13. giin aras1 degisimleri

Selenyum Abs.
120,00
100,00
80,00

60,00

40,00 I I I I I I I I
20,00
I I iI
0,00

1l.gln 3.gln 5.glin 7.gun 9.glin 11.gln 13.glin

B Kirmizi 15mg/L  ® Mavi 15mg/L GUn Isig 15mg/L Kontrol

Kirmizi 1s1kta ve 15 mg/L selenyum ilavesi olan kiiltiirde 7. giine kadar ciddi bir
selenyum birikimi gozlemlenmis olup baslangicta 34,37 ug/L olan deger 7. giin 92,13
ug/L’ye ulasmistir. Mavi 1sikta ve 15 mg/L Na,SeO; ilave edilen grupta ise kontrol
grubuna oranla daha fazla bir metal birikimi tespit edilmis olup bu deger baslangigta 33,5
ug/L olarak goriilirken 7. giin 86,4 ug/L’e ulasmistir. Kontrol grubunda ise baslangi¢
degeri 10,09 ug/L olarak tespit edilen metal birikim verisi 11. giine kadar selenyum metal
birikiminde diizenli bir artis gozlenerek 11. gin 44,93 ug/L degeri elde edilmistir.
Selenyum birikimi diger deneme dozlarina ve standart kontrol grubuna oranla kirmizi

1s1kta ve 15 mg/L selenyum dozu igeren grupta en fazla metal birikimi gozlenmistir.
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Tablo 3.16. Kiiltiir ortaminin giinlere gore degisen Se absorbans degerlerinin, mavi led
151k kaynagi altina 1. giin ile 13. giin aras1 degisimleri

Selenyum Abs.
80,00
70,00
60,00

50,00 I
40,00 I I I I I
30,00 I I I I I

1.gln 3.gun 5.gun 7.gun 9.gun 11.gln 13.gln

W Kirmizi 30mg/L @ Mavi 30mg/L GUn Isig1 30mg/L Kontrol

Tablo 3.17. Kiiltiir ortaminin glinlere gore degisen Se absorbans degerlerinin, mavi led
151k kaynagi altina 1. giin ile 13. giin aras1 degisimleri

Selenyum Abs.
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00

3000 Tkl l II II l | I
b b

1.glin 3.gun 5.gun 7.gun 9.gun 11.gln 13.gln

m Kirmizi 45mg/L  ® Mavi 45mg/L GUn Isig 45mg/L Kontrol
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3.1.2. U¢ Farkh Isik Rengi ve U¢ Farkli Doz E vitamini Iceren Kiiltiir Ortamlarinin

Biiyiime Parametrelerine Etkileri

Uc farkli 151k renginde 26+1 °C’de devamli aydinlatilan ve 1 ml, 2 ml, 3 ml E
vitamini ilave edilen kiiltiirler HPLC’ de 202 nm dalga boyunda, 1’er giin araliklarla 9 giin
okutularak E vitaminindeki degisim miktar1 gézlendi.

Ayni zamanda ¢ farkli isikta (kirmizi, mavi, giin 15181) ve E vitamini igeren
kiltirlerdeki Spirulina platensis’in; yas (g/L) ve kuru madde (g/L), optik yogunlugu,
klorofil-a miktar1 (ug/ml), takip edilmistir.

3.1.2.1. Yas Madde (g/L)

Spirulina platensis’e farkli miktarlarda E vitamini uygulanmasinda yas madde
degerleri 9. gilin sonuna kadar bakilmis ve buna bagli olarak zamanla degisim grafigi

verilmistir (Tablo 3.18-3.20).

Tablo 3.18. 1 ml E vitamini ilavesi ile farkli led 151k renklerine bagl yas madde miktari

degisimleri
Yas Madde
1,8
1,6
1,4 I a—
12 T Iz I
1
0,8
0,6
0,4
0,2
0
1.gln 3.gln 5.gln 7.gun 9.gln
EKirmizil ml  ®Mavilml Gin Isig1 1 ml Kontrol
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Tablo 3.19. 2 ml E vitamini ilavesi ile farkli led 151k renklerine bagli yas madde miktar1

degisimleri
Yas Madde

1,8
1,6
14 b= b=
1,2 T = Iz

) I I
0,8
0,6
0,4
0,2

0

1.gln 3.gun 5.gln 7.gun 9.gun
HKirmizi2 ml ®Mavi 2 ml Gin Isig1 2 ml Kontrol

Tablo 3.20. 3 ml E vitamini ilavesi ile farkli led 151k renklerine bagl yas madde miktar1

degisimleri
Yas Madde

1,8
1,6
1,4 I, I:
12 I & Iz

. I
0,8
0,6
0,4
0,2

0

1.glin 3.gln 5.glin 7.gun 9.glin
B Kirmizi3ml  ® Mavi3 ml Gin Isig 3 ml Kontrol

Spirulina platensis’in miktar1 kirmizi led isikta iken 1 ml E vitamini igeren
besiyerindeki yas madde miktari; baslangigta 1,127 g/L iken 9. giinde 1,47 g/L’a
ulagmistir. Diger gruplara oranla en yiiksek yas madde birikimi bu grupta goriilmiistiir.
Giin 15181 ve 2 ml E vitamini igeren besin ortamindaki degeri baslangigta 1,076 g/L iken 9.
giin bu deger 1,422 g/L olarak tespit edilmistir. Mavi 1sikta ve 2 ml E vitamini igeren grup
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degeri 1. giin 1,153 g/L iken son giin bu deger 1,291 g/L’a ulagmistir. Elde edilen bu
degerler kontrol grubuna oranla ciddi bir yas madde birikimi farki olusturmus olup kontrol
grubunun baslangictaki degeri 1,241 g/L iken son giin bu oran 1,374 g/L olarak tespit

edilmistir.

Deneme siiresi sonunda E vitamini ilave edilmis tiim gruplarinda yas madde artisi
gozlenmistir. Fakat 151k renklerine bagli olarak kirmizi 1s1k renginde 1 ml E vitamini
ilavesi yapilan grupta en yiiksek yas madde artis1 olmustur. Giin 15181 aydinlatmasiyla 2 ml
vitamin ilavesi yapilan grupta; diger giin 15181 gruplarina oranla ve kontrol grubuna oranla
daha fazla miktarda yas madde birikimi olmustur. Mavi 1sikta ise 2 ml E vitamini ilavesi
yapilan ortamlarda diger mavi 1sikla aydinlatilan gruplara gore daha fazla miktarda yas
madde birikimi gézlenmistir. Isik renginin E vitamininin miktarina bagh olarak yas madde

miktarini degistirdigi tespit edilmistir.

3.1.2.2. Kuru Madde (g/L)

Spirulina platensis’e farkli miktarlarda E vitamini uygulanmasinda kuru madde
degerleri 9. giin sonuna kadar bakilmig ve buna bagli olarak zamanla degisim grafigi

verilmistir (Tablo 3.21-3.23).
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Tablo 3.21. 1 ml E vitamini ilavesi ile farkli led 151k kaynaklarina bagl kuru madde
miktariin giinlere gore degisimleri

Kuru Madde
0,045
0,04
0,035
0,03
0,025 & I & Iz
0,02 i L g
0,015
0,01
0,005
0
1.glin 3.glin 5.gun 7.8un 9.gun
HKirmizi1ml B Mavilml Giln Isig1 1 ml Kontrol

Tablo 3.22. 2 ml E vitamini ilavesi ile farkli led 151k kaynaklarina bagli kuru madde
miktarinin giinlere gore degisimleri

Kuru Madde
0,04
0,035 I I
0,03
0,025 I . I - I 1
0,02 I I
0,015
0,01
0,005
0
1.glin 3.glin 5.gln 7.gun 9.gun
B Kirmizi2 ml ®Mavi 2 ml Gln Isig1 2 ml Kontrol
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Tablo 3.23. 3 ml E vitamini ilavesi ile farkli led 151k kaynaklarina bagl kuru madde
miktariin giinlere gore degisimleri

Kuru Madde
0,04
0,035
0,03 I
0,025 . [ & I & L
0,02 I I I
0,015
0,01
0,005
0
1.gln 3.gln 5.glin 7.gin 9.glin
EKirmizi3 ml  ®Mavi3 ml Gln Is181 3 ml Kontrol

Kirmizi led 151k uygulamasinda gruplar arasinda en fazla kuru madde artis1 1 ml E
vitamini i¢eren kiiltiir ortaminda gozlenmistir. Baslangigta 0.020 g/L degeri gozlenirken 9.
giin sonunda bu deger biitiin 151k renkleri ve buna bagli kontrol gruplarina oranla daha fazla
olmustur (0.037 g/L). Kontrol grubunda ise ilk giin 0,024 g/L olan kuru madde degeri 9.
giin 0,036 g/L’ye yiikselmistir.

Giin 15181 (beyaz led) uygulamasinda 2 ml E vitamini igeren gruptaki kuru madde
miktar1 artis1 kontrol grubuna oranla iki kat artmigstir. 1.giin 0,019 g/L olan deger son giin
0,029 g/L’ye ulagmistir. Benzer durum mavi 151k altinda 2 ml E vitamini ilave edilen

grupta da gozlenmistir.

Mavi led 1sikta ve 2 ml E vitamini ilave edilmis kiiltiirde kuru madde miktar
kontrol grubuna oranla iki kat daha fazla olmustur. Mavi 151k ve 2 ml E vitamini ilave
edilen grupta baslangigta 0,019 g/L olan deger 9. giin 0,029 g/L olarak goriilmiis, beyaz led
ve 2 ml E vitamini uygulamasiyla paralellik gostermistir. Kontrol grubunda ise bu degerler

baslangicta 0,021 g/L iken, son giin 0,026 g/L olarak tespit edilmistir.

Biitlin gruplarda E vitamini ilavesinde kuru madde miktarinda kontrol grubuna gore
artis olmustur. Degerlere bakildiginda kirmizi i1sikta ve 1 ml E vitamini ilave edilen
kiiltirde daha fazla kuru madde artis1 goriiliirken diger iki 1sikta, 2 ml E vitamini

ilavesinde 9. giin artis miktarinin daha fazla oldugu tespit edilmistir.
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Aragtirma sonucunda elde edilen verilerin Tablo 3.21-3.23’de gosterilmistir.

3.1.2.3. Optik Yogunluk

Optik yogunluk i¢in ideal absorbans okuma degeri 450 nm olarak belirlenen ve bu
dalga boyunda yapilan optik yogunluk okumasinda 1 ml E vitamini ilave edilmis ve
kirmiz1 151k ile aydinlatilan kiiltiir diger kiltiir gruplarina oranla en yiiksek degeri
gostermistir. Tiim gruplarda kontrol grubuna oranla E vitamini ilavesi, optik yogunlukta
artisa neden olmustur. Kirmiz1 15181n 6zellikle kiiltiirdeki optik yogunluk artisinda diger

151k renklerinden daha etkili oldugu goriilmiistiir.

1 ml E vitamini ilave edilen ve kirmiz1 1sikla aydinlatilan grup icin ilk giin 0,370
olan veri degeri 9. giin 1,233 olmustur. Tiim kirmiz1 151k gruplarinda 3 ml E vitamini ilave
edilen ortam hari¢ herhangi bir duraklama fazina rastlanmamistir ve tiim gruplara oranla en
yiikksek yogunluk degeri 1 ml E vitamini ilave edilen kirmizi 1s1k grubunda gézlenmistir.
Kontrol grubunda baslangigta 0,290 olan deger 7. giin 0,270 olarak tespit edilmis ve
sonrasinda bu degerin diistiigii gériilmistiir. Tablolarda da goriildiigi lizere; mavi 151k
aydinlatmasinin biitiin gruplarinda 5. giinden sonra gerileme sathasi izlenmis olup, giin
15181 i¢in bu durum 3 ml E vitamini ilave edilen grupta 7. giin, diger gruplarda ise 5. giin

sonrasinda goriilmiistiir.

Calisma sonucunda elde edilen veriler Tablo 3.24-3.26’da gosterilmistir.
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Tablo 3.24. 1 ml E vitamini ilavesi ile farkli led 151k kaynaklarina bagli optik yogunluk
miktariin giinlere gore degisimleri

Optik Yogunluk

1,6
1,4
1,2
1
0,8
0,6
04 N - ) ) =
6 | (N | (A | (N | B
0
1.gln 3.gun 5.gln 7.gun 9.gun
B Kirmizil ml  ®Mavilml Gin Isig1 1 ml Kontrol

Tablo 3.25. 2 ml E vitamini ilavesi ile farkli led 151k kaynaklarina bagli optik yogunluk
miktarinin giinlere gore degisimleri

Optik Yogunluk

1,2
1
0,8
0,6
0.4 - I I : .
0,2 ; ) ) - I -
0
1.glin 3.glin 5.glin 7.gln 9.gln
B Kirmizi2 ml B Mavi 2 ml Gin Isig1 2 ml Kontrol
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Tablo 3.26. 3 ml E vitamini ilavesi ile farkli led 151k kaynaklarina bagli optik yogunluk
miktariin giinlere gore degisimleri

Optik Yogunluk

1,2
1
0,8
0,6
0,4 * * - ’ )
N i = = = I = I =
0
1.gln 3.gln 5.gln 7.gun 9.glin
B Kirmizi3ml B Mavi3 ml Gln Is181 3 ml Kontrol

3.1.2.4. Klorofil a (ug/ml)

Besiyeri ortamina farkli miktarlarda ilave edilen E vitamini ve farkli 151k
renklerindeki Spirulina platensis kiiltiirlerinden 10’ar ml alinan 6rneklerde klorofil a
degisimlerinin tespiti 1. giinden itibaren 1’er giin arayla dort farkli dalga boyunda (630,
645, 665, 750 nm) okunmustur. Bu degisimler Tablolar ile gosterilmektedir (Tablo3.27-
3.29).
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Tablo 3.27. 1 ml E vitamini ilavesi ile farkli led 151k kaynaklarina bagli kl-a miktarinin
giinlere gore degisimleri

Klorofil-a
1
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
T I
0,4 - I I
0,3
0,2 T I I
T
o gl E I
0
1.gln 3.gun 5.gln 7.gun 9.gun
B Kirmizil ml  ®Mavilml Gin Isig1 1 ml Kontrol

Tablo 3.28. 2 ml E vitamini ilavesi ile farkli led 151k kaynaklarina bagli kl-a miktarinin
giinlere gore degisimleri

Klorofil-a

1,2

0 I = . - :

0

0

0 _ < - T T
0

1.glin 3.glin 5.glin 7.gln 9.gln

=

o

S

o

B Kirmizi2 ml B Mavi 2 ml Gin Isig1 2 ml Kontrol
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Tablo 3.29. 3 ml E vitaminiilavesi ile farkli led 151k kaynaklarina bagli kl-a miktarinin
giinlere gore degisimleri

Klorofil-a

1
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3 . T I
0,2 I I - T =
e s e

0

1.giin 3.gln 5.gln 7.gun 9.glin
HKirmizi3ml B Mavi3ml Gin Isig1 3 ml Kontrol

Kirmizi led 1sikla aydinlatilan gruplarin hepsinde, diger 151k renklerine oranla
klorofil a oranlarinda artis gbzlenmistir. En yiiksek klorofil a ise besin ortamima 1 ml E
vitamini ilavesi yapilan kirmizi 11k ile aydinlatilan grupta gozlenmistir. Baslangigtaki
0,129 pg/ml olan bu oran her gozlem giinii artarak 9. giin 0,286 pg/ml degerine ulagmustur.
Tim kirmizi 1sikla aydinlatilan gruplarda kontrol grubuna oranla klorofil a bakimindan
ciddi artislar gézlenmis olup kontrol grubu baslangi¢ degeri 0,130 pg/ml iken son giin bu
deger 0,205 pg/ml olarak tespit edilmistir.

Giin 15181 gruplarinda 2 ml E vitamini ilavesi yapilan grupta 1. giin 0,805 pg/ml
olarak tespit edilen deger 48 saatte bir son giine kadar artis gostererek son giin 0,918
pug/ml’e ulasmistir. Mavi 151k icin ise diger mavi 1s1k gruplarina oranla 2 ml E vitamini
ilave edilen kiiltlir ortaminin baslangictaki klorofil a degeri; 0,712 pg/ml iken her gecen
giin artis gostererek son giin 0,791 pg/ml olmustur.
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3.1.25. E vitamini ilave edilen Kiiltiir Ortaminindaki E Vitamini’nin Giinlik

Degisimi (ug/mL)

Tablo 3.30. Kiiltiir ortaminin farkli led 151k kaynaklarinda giinlere ve 1 ml E vitamini
miktarlarina bagl degisim degerleri

E Vitamini

60
50
40

30

i1 |
i W

1.glin 3.glin 5.glin 7.gin 9.glin

N
o

=
o

B Kirmizi Img/L W Mavi Img/L Gin Isig Img/L Kontrol

Tablo 3.31. Kiiltiir ortaminin farkli led 151k kaynaklarinda giinlere ve 2 ml E vitamini
miktarlarina bagl degisim degerleri

E Vitamini
40
35
30
25

1 I i

1.gln 3.gln 5.gln 7.8ln 9.gln

v O u;m

B Kirmizi2 ml B Mavi 2 ml Gin Isig1 2 ml Kontrol
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Tablo 3.32. Kiiltiir ortaminin farkli led 151k kaynaklarinda giinlere ve 3 ml E vitamini
miktarlarina bagl degisim degerleri

E Vitamini

H f M |
II “ i II I

1.glin 3.glin 5.glin 7.gin 9.glin

45
40
35
30
2
2
1

=
o U1 O U1 O un

B Kirmizi3ml B Mavi3 ml Gln Is181 3 ml Gin Isigl (Kontrol)

Kirmizi 151k kaynaginda giinlere bagl olarak tespit edilen E vitamini miktar1 5. giin
tim gruplarda en diisiik seviyeye ulagsmistir. 1 ml E vitamini ilave edilmis grupta, E
vitaminindeki diigiis ilk giine oranla son giin, diger gruplardan daha fazla oldugu

gozlenmistir (7,15 ug/mL). Tiim gruplarda 9. giin E vitamini miktar: degeri artmistir.

Giin 15181 led aydinlatmasinda ise; ilk 5 giin orantili olarak diisiis gosteren E
vitamini miktar1 7. giin biitiin gruplarda artis gostermis ve besiyerine 2 ml E vitamini
eklenen grup hari¢ diger gruplarda tiim giinlere oranla 5. giin 6,95 ug/mL iken 7. giin 36,6
ug/mL ile en yliksek degere ulasmistir. 9. giin ise biitiin gruplarda ilk giin tespit edilen E

vitamini miktarindan daha diisiik bir deger elde edilmistir.

Mavi led ile aydinlatilan Spirulina platensis’lerde; ilk ile besinci giin arasinda
miktarsal diislis biitlin gruplarda tespit edilmis 7. giin ise 5. glin’e oranla artig goriilmiistiir.
Mavi 151k kaynagr altinda 1 ml vitamin ilave edilen grupta baslangigta 25,3 ug/mL olarak
tespit edilen deger 7. glin 21,45 ug/mL olmustur ve 9. giin bu deger 10,3 ug/mL olarak
tespit edilerek tekrar diislis gostermistir.

Artan araliklarla ilave edilen E vitamininin Spirulina platensis kiiltiir ortamindaki
miktar1 sadece giin 15181 led 151k renginde 1 ml ve 3 ml E vitamini ilave edilen gruplarda 7.

giin ilk giine oranla daha fazla bir artis gostererek, diger renk ve konsantrasyon gruplarinda
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azalis gostermistir. Tiim gruplarda ilk giinle 5. giin araliginda miktarsal diisiis gosteren

vitamin degeri 7. glinde artmis, sonraki giin okumasinda tekrar azalmistir.

Arastirma sonucunda elde edilen veriler Tablo 3.30-3.32’de gosterilmistir.
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Son yillarda mikroorganizmalarin ¢esitli alanlarda kullanimimin yayginlagmasi
tizerine farkli pek ¢ok ¢alisma gelistirilmis ve bu ¢alismalarin biiyiik bir ivmeyle arttig

gbzlemlenmistir.

Chen ve Lee (2012) yaptiklar1 ¢alismalarinda, Spirulina platensis Zarrouk ortami
kullanilarak kiiltiirlenilmis ve Nannochloropsis oculata igin kiiltiir ortami olarak deniz
suyu kullanilarak (35 %o) zenginlestirmislerdir. 24 ° C’de, 660 pmol ms™ 151k yogunlugu
ve 12:12 151k donemleri (Isik: Koyu) ¢esitli 151k yogunluklar: floresan 151k, led 151k ve dogal
151k kullanarak gelisimini gézlemlemislerdir. Sonucta beyaz led 15181n, geleneksel florason
15182 gore ¢ok daha uygun oldugunu belirterek; led’lerin elektrik maliyetleri ve
kullaniminda biiyiik tasarruf sagladigindan florasan 1s1k yerine kullanilabilecegini

sOylemislerdir.

Bu bilgiler biitiinliigiinde 151k kaynaginin farkliliginin ve 1s1ik renklerinin kiiltiir
gelisimi icin 6nem arz ettigi aciktir. Ayn1 zamanda kiiltlir ortamina ilave edilen herhangi
bir antioksidan igerikli yapinin canlinin gelisiminde degisime sebep olacagi bilinmektedir.
Bizim ¢alismamizda da schlosser ortamina, farkli miktarlarda antioksidan (Na,SeOs, E
vitamini) ilavesiyle, Spirulina platensis’in farkli renklerdeki isiklarla aydinlatiimasiyla
gelisimi gézlemlenmistir. Gelisim parametreleri ile biitlinliikk olusturulmasi agisindan her

bir parametre kendi i¢inde tartigilmustir.

4.1. Yas Madde (g/L) ve Kuru Madde (g/L)

Li vd., (2003)’de; Spirulina platensis’in gelisimi {izerine selenyum’un biyo etkisini
gormek i¢in yaptiklari ¢alismada; 35 °C’de 400 mg/L’lik Na,SeOs konsantrasyonu altinda
alg biiylimesini uyardigini tespit ederek, ozellikle 0,5-40 mg/L’de alg biliylimesini tesvik
ettigini bulmuslardir ancak 500 mg/L Na;SeO3; dozununun alg igin toksik etki yaptigini
sOylemislerdir. Bu ¢aligmada da selenyum dozunun 15-30-45’er mg/L ile kisitl tutuldugu

kiltir ortamlarinda ve E vitamini ile hazirlanilan kiiltiirler i¢in yaptigimiz arastirma



sonucu yag madde bakimindan; kirmizi led 1s1ik altinda 15 mg/L Na,SeOs; ilave edilmis
grupta yas madde miktarindaki artis giin 15181 15 mg/L Na,SeOs eklenilen gruba oranla
daha fazla olmusken diger tiim gruplarla karsilastirildiginda biitiin gruplarda yas madde
artisinin ilk gline oranla son giline kadar arttig1 gozlenmistir. Mavi 151k renklerinde diger

151k rengine kiyasla daha az yas madde birikimi oldugu tespit edilmistir.

Hem Na,SeOsz hemde E vitamini ilave edilen kiiltiir ortamlarinda da kirmizi led 1s1k
ile aydinlatmada diger renklere oranla daha yiiksek miktarda yas madde artis1 saptanmistir.
Selenyum 15 mg/L’lik ilavede tiim deneylere ve ilk giine oranla en yiiksek yas madde
miktarina ulastigi gozlenirken E vitamini deneyinde ise; kirmizi 1sikta kontrol grubuna
oranla 1 ml E vitamini ilavesinde diger 1s1k renklerinde ise 2 ml E vitamini ilavesinde yas

madde ile ilgili yapilan tartim degerlerinde artis gdzlenmistir.

Kuru madde miktar1 i¢in yapilan analiz sonuglarinda ise; selenyum uygulanan
kirmizi 1s18in diger aydinlatma renklerine gore daha yiiksek miktarda kuru madde
birikimiyle sonug¢landigi goriilmiistiir. Kirmizi 1s1k altinda 15 mg/L Se ilavesi sonucu ilk
giinden son giine oranla tiim gruplardan daha fazla artis oldugu saptanmistir. E vitamininin
eklendigi tim 151k gruplarinda kuru maddeyi artis olarak destekledigi gozlenmistir. Bu
tespit en fazla Iml E vitamini uygulanilan kirmizi 1g1k grubunda goriilmiistiir. Schldsser
besin ortamina Se kaynagi ilavesinin E vitamini ilavesine gore tiim gruplarda kuru madde

miktarini daha fazla arttirdig1 goriillmistiir.

Kuru madde miktar1 tiim deney gruplar i¢in her gecen giin artis gdstermis. Kontrol

gruplar1 mukayese edildiginde kirmizi 1giktaki artig tim gruplarda en fazla olmustur.

Kiiltlir ortaminda kullanilan 15181n tiiri ve renginin, mikroalglerin biiylimesi lizerine
etkisi oldugu bilinmektedir (Wang vd., 2007). Bizim aragtirmamizda da led 151k kaynaklar1

renklerine bagl olarak yas ve kuru madde miktarlarinda farkliliklar gézlenmistir.

Tim fotosentez yapan canlilarda oldugu gibi alglerde de fotosentez
yapilabilmesinde 151k siddetinin ciddi 6nemli oldugu bilinen bir gergektir. Yagui ve
arkadaglar1 (2004) yaptiklar1 ¢alismada {i¢ farkli 151k siddetine maruz birakilan S. platensis
orneklerindeki klorofil pigmenti ile diger biiylime parametrelerini karsilagtirarak 11k

faktoriinlin 6nemli oldugunu ortaya koymuslardir (Kendirlioglu, 2012).

Bu ¢alismada; her iki parametre i¢in, kirmizi 1518in en uygun 151k rengi oldugu

tespit edilmistir.
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4.2. Optik Yogunluk

Wang vd., (2007), Spirulina platensis’in kiiltiirii tizerinde led’lerin etkisi adl
caligmlarinda: kullandiklar1 farkli renklerdeki led’lerin 6 giin boyunca 30 °C’ de, 120 rpm
calkalama hizinda calkalamali inkiibatore, ¢esitli 151k siddetleri ile bes farkli renk led (300,
750, 1500, 2250 ve 3000 pmol m™? s) uygulamislardir. Deney sonuglarinda, kirmizi led
3000 pumol m? s kosul altinda en yiiksek spesifik biiylime oranini sergiledigini tespit
etmis ve mavi led 1s1kta biyomas artisi i¢in fotonun doniisiim verimliliginin en az oldugunu
sOylemislerdir. Bu c¢alismada da; her iki deney sonucunda kirmizi 1sik uygulanan

kiiltiirlerin, mavi 151k uygulanan kiiltiirlere gére daha fazla bliylime gosterdigi goriilmiistiir.

Lee vd., (2015); Spirulina platensis hiicre kiiltiiriinii siirekli aydinlatarak, 28+0.5
°C, pH 9.0 fotoototrofik kosullar altinda, manyetik bir karistirict (150 rpm) ile karistirilan,
mavi, kirmizi led ve her iki 1s1k rengi kullanilarak kiiltiir ortami olusturmuslardir. Spirulina
platensis’in biiylime oranmni, kirmizi led (660 nm) altinda daha yiiksek oldugunu
bulmustur. Biyomas igin enerji yoniinden ekonomik verimliligi karsilagtirdig
calismalarinda, kirmiz1 led kullanimi fotoototrofik ekimi i¢in en etkili sonucu verdigini
bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda da; benzer sekilde kirmizi 1181n kiiltiirlerdeki biiylime

oranini arttirdigi, ancak mavi 1sikta ise bu oranin ciddi anlamda azaldig1 goriilmiistiir.

Isik renginin biliylime ile ilgili onemine bakildiginda bu c¢alismada da farkli
renklerle aydimnlatilan Spirulina platensis igin ayr1 ayri uygulanilan 3’er farkli doz E
vitamini ve Na,SeOs’nin besiyerine ilavesinde, 1’er giin arayla gozlemlenen optik
yogunluk i¢in; biitiin gruplara oranla, kirmiz1 serit led 11k altinda aydinlatilan kiiltiirlerin
optik yogunluk bakimindan ulasilan degerlerin daha yiliksek oldugu gozlenmis olup;
kirmiz1 1s1kla aydinlatilan kiiltiire 1 ve 2 ml E vitamini ilavesinde 9. giin sonuna kadar
optik yogunluk artiginin devam ettigi, 3 ml vitamin ilave edilen ortamda ise 5. giinden
sonra durgunluk evresine ulasildigi ayni durumun kontrol grubunda ise 3. giin itibariyle
gbzlendigi goriilmiistiir. E vitaminin 151k renklerine bagl olarak optik yogunlugu etkiledigi

bulgularda da anlatildig: iizere agiktir.

Na,SeOs ilave edilen gruplar icin optik yogunluk, kirmizi led 151k altinda Na,SeOs;
uygulanmasinda son giline kadar tiim gruplarda optik yogunluk bakimindan artis
gozlenirken, kontrol grubu 3. giin itibariyle duraklama sathasina girmistir. Diger iki 151k
rengi mukayese edildiginde farkli olarak giin 15181 led ile aydinlatilan 45 mg/L Na,SeOs
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iceren grup diger gruplara oranla 5. giine kadar en hizli biiylimeyi gostermis ve
konsantrasyon bakimindan mavi 1s1k aydinlatmasinin tiim gruplarina goére daha az
konsantrasyona ulastifi ancak kontrol grubuna gore optik konsantrasyonda 45 mg/L
Na,SeOs iceren grup hari¢ daha fazla artis farki gozlemlenmistir. Giin 15181 151k renginde
selenyum uygulanilan tiim gruplarda kontrol grubunun gelisim oranina gore biiyiik bir fark
goriilmemis ve mavi 1g13a oranla daha fazla optik yogunluga ulastigi saptanmistir. Mavi ve
giin 15181 altinda besin ortamina Na,SeO3 eklenmesi kontrol grubu ile mukayese edildiginde
selenyumun optik yogunlugu etkiledigi goriilmiistiir. Na,SeOs ilavesinin optik yogunluk
bakimindan 6nemli oldugu izlenmis olup, 151k renklerinin optik yogunluga etki ettigi

gorilmiustir.

4.3. Klorofil-a

Matthijs vd., (1995); 1.6, 2.1 ve 24 V led 1sik uygulanan Chlorella
pyrenoidosa’nin (Emerson susu) gelisimleri tizerinde yaptiklar1 ¢aligmada; kKirmizi 1s18in
klorofil-a ve Klorofil-b’nin uyarilmasi ig¢in en uygun 1s1k rengi oldugunu belitmislerdir.
Mavi 15181n ise sadece birgok bitki ve alglerde, klorofil i¢in gerekli goriilmedigi, ancak
enzim aktivasyonunu ve gen transkripsiyonu diizenlenmesi i¢in gerekli oldugu, kirmizi
led’lerin metabolizma ve protein sentezini diizenledigi ve sonucta hiicre ¢ogalmasinda
etkili oldugunu bildirmiserdir. Calismamizda da kirmizi 1518in hiicre ¢ogalmasinda etkili

oldugu gozlenmistir.

Bu c¢alismada; farkli voltaj se¢eneklerini géz oniinde bulundurularak 3 ¢ipli led
isiklar igin 12 volt ve 10 volt ile aydinlatma denemesi yaptigimizda, fotoinhibisyon
g6zlendi ve 8 volt’un (led basina yaklasik 2.6 V diiserek) kiiltiir gelisimi i¢in uygun oldugu
tespit edildi. Klorofil-a uyarilmasmin 151k renklerine bagli degisimini gozlemleyerek
sonucunda: kontrol grubuna oranla 1 ml E vitaminin kirmizi 151k renginde maksimum
deger aldigi, mavi ve beyaz 151k renklerinde ise mavi 1 ml ve 3 ml vitamin ilave edilen
grup harig; kontrol grubuna oranla E vitamini ilave edilen tiim gruplarda daha fazla kl-a
uyarimi gozlenmigken bu iki 151k rengine bagli maksimum uyarilmanin gézlendigi grup 2
ml E vitamini ilave edilen gruplar olmustur. Bu bilgilere dayanarak; E vitamini ilavesinin
kl-a uyarilmasinda pozitif bir artisa sebep oldugu ve 151k renklerine bagli olarak oranlarinin

degistigi gozlenmistir. Kontrol gruplarina gore renkler mukayese edildiginde kirmizi
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1isiktaki kl-a uyarilmasi beyaz i1siktaki uyarimdan daha fazla olup mavi 1sikta bu oranin

diistiigii gorilmiistir.

Ikinci deney olarak yapilan selenyum iceren kiiltiir ortaminda ise; 151k gruplari
arasinda klorofil a i¢in karsilastirma yapildiginda, 15 mg/L Na,SeOj; ilavesinde tiim
gruplarda kontrol grubuna oranla daha fazla miktarda kl-a degeri tespit edilmistir. Kirmizi
151k altinda bu degerin diger 151k renklerine oranla daha da arttig1 gézlemlenmistir. Giin
15181 151k renginde Na,SeOj; ilavesinde kontrol grubuna gore kl-a degeri artmisken mavi
renk ile aydinlatmada bu oran diismiistiir. Isik renklerinin kl-a miktarindaki degisimi
etkiledigi ve ayn1 zamanda Na;SeO3’ in kl-a miktarini degistirdigi agiktir ve 15 mg/L
Na,SeOs ilavesinin klorofil a i¢in diger dozlara gore uyarilmasinin daha iyi oldugu

goriilmiistiir.

Hiicrelerin gelisim gosterdigi 1s181in rengi fikosiyanin/klorofil-a oraninin tespitinin
yapilmasinda onemlidir. Govindjee (1966), bir siyanobakter olarak bilinen Anacystis
nidulans’in farkli 11k yogunlugu, farkli 1s1k renklerinde pigment miktar1 ve pigmentler
arasindaki enerji transferi iizerine yaptiklar1 ¢aligmada alg’in yetistigi 151k yogunlugunun,
fikosiyaninden Klorofil-a’ya enerji aktariminda 6nemli oldugunu ortaya koymustur.
Denemelerinde yogun beyaz 1sikta yetistirilen kiiltiirlerde fikosiyanin/(Kla) orani 0,74
olurken diisiik yogunluktaki beyaz 1sikta fikosiyanin/(Kl-a) orani 1,05 olmustur. (Kurhan,
2012)

Her iki deney icinde degerlendirilen klorofil a analizi sonucunun Onceki

caligmalarda oldugu gibi 151k rengine bagli degistigi gorlilmiistiir.

4.4. Selenyum Metal Birikimi (ug/L)

Pronina vd., (2001); Spirulina platensis kiiltir ortamin1 pH: 9 ve 35 °C’ye
ayarlayarak, zarrouk besin ortamina 10, 20, 30, 50, 150 ve 170 mg/L konsantrasyonlarda
Na,SeOj3 ilave etmis ve sonugta: 30 mg/L Na,SeOj; ilavesinde, biiyiime hiz1 ve biiyiik
Olgiide optik yogunlukta diisiis gozlerken; 20 mg/L Na,SeOs ilavesinde gelisimi inhibe
etmeden hiicre gelisimi gormiislerdir. Pelah ve Cohen (2005), yaptiklar1 ¢alismalarinda;
Chlorella zofingiensis’in 100 mg/L’lik bir konsantrasyona kadar Na,SeOs’e tolerans

gosterdigini  belirtmis ve temel problemin, selenyumun toksik konsantrasyonun
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organizmaya gore farklilik gosterdigini bildirmislerdir. Benzer nitelikte 151k renkleri
degismesine karsin ti¢ farkli 151k i¢in selenyum birikiminin tespitinde; kirmizi ve mavi 151k
altinda 15 mg/L Na,SeOs’e tabi tutulan ortamda diger gruplara oranla daha fazla selenyum
birikimi saptanmis 7. giin sonunda maksimum degere ulagsmistir. Diger gruplarda ise 13.
giin sonuna kadar izlendiginde inisli ¢ikish bir selenyum birikim tespit edilmistir. Beyaz
151k kontrol grubunda ise 11. glin sonuna kadar selenyum artis1 olurken 13. giin diisiis
degerine rastlanilmistir. 15 mg/L Na,SeOs ilave edilen kirmizi led isikta diger doz

uygulama gruplarina gére daha fazla selenyum birikimi tespit edilmistir.

Chen wvd., (2005)’de; Spirulina platensis’i yiikksek dozda selenyumla
zenginlestirmek icin, bir mixotrophic kiiltiir olusturmuslardir. Olusturulan kiiltiirii
miksotrofik olmasi amaciyla asetat takviyesi ile detaylandirmislardir. S. platensis’in
biiyiime fazi i¢in, selenyum (Se) kaynagi, azar azar ilave ile yliksek Se konsantrasyonunun
hiicre biiylimesini inhibe etkisini Onleyerek; bir karbon kaynagi olan asetat takviyesi ile
Spirulina’nin miksotrofik kiltiiriinii 30 °C’de 4000 lix 1sik altinda, 9 pH’da 14:10
(aydinlik:karanlik) periyotta, azar azar selenyum ilavesiyle yapilan ¢alismada; dozun 450
mg/L’ye ulastigi selenyum konsantrasyonu altinda, biyomas’inin en yliksek seviyeye
ulastigini ve fotosentetik pigment veriminde 6nemli bir artis gézlemlemislerdir. 600 mg/L
selenyum ilavesinde ise alg gelisimini inhibe oldugunu kaydetmislerdir. Se’un dogrududan
ilavesi ile kiltir, ilk yliksek Se konsantrasyonuna (>200 mg L'l) biyomas’inda ve alg
hiicrelerinin biliylime hizinda ciddi bir azalmaya neden oldugunu goézlemislerdir. Bu
caligma sonucunda ise; S. platensis’in kiiltiiriine Se kaynaginin (Na,SeO3z) adim adim
eklenmesi ile miksotrofik kiiltiir uygulamasi, selenyumca zengin biyolojik bilesiklerin

tretimi i¢in daha etkili ve ekonomik bir yol sundugunu belirtmislertir.

Doucha vd., (2009), Selenyum’un kiiltiir ortamina adim adim ilave edilmesiyle,
ortamdaki toksisiteyi engelleyerek alg iiretiminin daha ekonomik ve etkili bir yol oldugunu
bildirmistir.

Bizim ¢aligmamizda ise dogrudan uygulanilan Na,SeOs’in (15, 30, 45 mg/L) 15

mg/L dozunda ve kirmizi led 151k aydinlatmasinda selenyum metal birikiminin daha fazla

oldugu tespit edilmistir.
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4.5. E Vitamini (ug/mL)

Farkli renklerle aydinlatilan ve farkli dozlarda E vitamini ilave edilen kiiltiirlerdeki
Spirulina platensis’in E vitamini igerikleri 1’er giin ara ile takip edildi. Giin 1s18inda ve 3
ml E vitamini ilave edilen kiiltiirde 7. giiniin sonunda ani bir artis goriiliirken, 9. giinde ise
diisiis goriildii, bu da 1s1k rengi ve uygulanilan E vitamini dozunun S. platensis’in E

vitamini sentezini arttirdigini gostermektedir.

E vitaminine dair benzer bir c¢alismaya rastlanilmamakla birlikte; gelisim
parametreleri; yas (g/L) ve kuru agirlik (g/L), optik yogunlugu, klorofil-a miktart (ng/ml),
Se metali birikimleri (ug/L) ile ilgili sonuglar diger ¢alismalarla paralellik gostermektedir.

Sonug olarak;

Kiiltiir ortamlarina ilave edilebilecek selenyum veya E vitamini degisimine bagh
olarak alglerin hiicresel gelisimi, klorofil a miktarindaki degisimleri ve selenyum ile E
vitamini miktar farkliliginin tiirler arasinda farklilik gosterecegi asikardir. Bu sebeple
ozellikle kiiltiir galismalarinda ticari 6nemi olan Spirulina platensis’in aydinlatma rengine
ve voltajima bagl olarak; Kkuru-yas madde, optik yogunluk, klorofil a, farkli doz
uygulamalarina bagli selenyum birikimi ve yine ortama ilave edilen E vitamininin; kiiltiir
ortamindaki E vitamini miktarindaki degisimlerinin belirlendigi bu g¢alismanin, bundan
sonra Spiruina platensis ile yapilacak ¢alismalara 1sik tutacagi timit edilmektedir. Ayni
zamanda besiyerine belirli dozlarda E vitamini ilavesi ve farkli led 151k renkleriyle
aydmlatilan kiltiirlerin ve diger bir deney olarakta besiyerine ilave edilen selenyum
dozlarinin, farkli 151k renklerinde aydinlatilan kiiltiirlerindeki metal birikim tespitine dair
herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Dolayisiyla E vitaminin 6nemi diistintildiiglinde
bundan sonraki c¢alismalarda denenebilmesi Onerilmektedir. Spirulina platensis’in E
vitamini agisindan en zengin duruma geldigi sartlar belirlendikten sonra, besin zincirinin
ilk halkasini olusturan ve ekonomik 6nemi olan bu canlinin kullanim amacina bagl olarak
degerlendirilmesi acisindan Onemlidir. Bununla beraber biitiin gruplar i¢in gelisimine
baktigimiz Spirulina platensis’in fizyolojisi, biyokimyasi, birikim mekanizmasinin

aydinlatilmasi gercevesinde daha ayrintili calismalarin yapilmasi 6nerilmektedir.
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