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MIKTARINA ETKISI
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Ozet: Laboratuvar kosullarinda kiiltiire alinan yesil alg Haematococcus pluvialis vejetatif blyime-
sine ve kiste doniisiimiine, 151k, sicaklik ve havalandirma etkisini belirlemek amaciyla yiiriitii-
len galismada 27 ve 48 pmol photon m?s™ aydinlanma ve % 2- 10 asilama miktarlarimin veje-
tatif gelismeye onemli bir etkisi olmadig1 belirlenmistir. Kist olusumunun saglanmasi igin 177
ve 379 pumol photon m?s? aydinlanma saglanmig ve ayni zamanda besi ortaminda azot eksilt-
mesi yapilmustir. Diisiik hiicre yogunlugunda 27 ve 48 pmol photon m?s™ aydinlanma siddet-
leri biiylimenin 11. giinlinde astaksantin birikimine neden olurken, yiiksek hiicre yogunlugu ve
azot eksik ortamda 177 umol photon m?s™ 151k siddetinin kist olusumu igin yeterli olmadig
saptanmustir. En yilksek astaksantin miktar1 %3.605 ile 379 pmol photon m?s™ aydinlanma
siddetinde, 24 °C sicaklikta ve havalandirma uygulanan kiltiirlerde saptanmistir. Calismada
35°C sicakligin ve 177 umol photon m?s™ aydinlanmanin hiicrelerde 6liime sebep oldugu goz-
lenmistir.
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Deficiency and Aeration on the Growth and Astaxanthin

In the study carried out to determine the effects of light intensity, temperature, nitrogen defi-
ciency and aeration on the vegetative growth and form of the cysts of the green alga Haemato-
coccus pluvialis in the laboratory conditions, vegetative growth of the cultures were found
st and % 2-10 inoculation
amounts. H. pluvialis cultures were exposed to the 177 and 379 pmol photon m?s™ light inten-
sities and N-deficient condition to form cyst and accumulate astaxanthin. While 27 and 48
pmol photon m?s™ light intensities caused the accumulation of astaxanthin at the low cell con-
centrations, 177 pmol photon m?s™ irradiance was insufficient to turn red the cells in the nitro-
gen-deficient medium and high cell densities. The highest astaxanthin content of % 3.605 was
obtained from the cultures aerated, at the irradiance of 379 pmol photonm™s™ and 24°C. In the
study, it was observed that 35°C temperature and 177 pmol photon m?s™ irradiance caused the

Keywords: Haematococcus pluvialis, Light, Temperature, Nitrogen deficiency, Astaxanthin

Abstract: The Effects of the Light, Temperature, Nutrient
Quantity of Haematococcus pluvialis Flotow
similar at the light intensities of 27 and 48 pmol photon m
death of the cells.

Giris

Sucul organizmalarin iilkemizde besin olarak
tiketilmesi bilinci giderek artmaktadir. Hiicre
icinde biriktirdikleri protein, karbonhidrat, yag
asitleri, vitamin, mineral pigmentler ve daha pek
¢ok o6nemli iirlin nedeniyle, insanlar tarafindan
baslica, besin destegi olarak kullanilmaktadir.
Besin olarak kullanimu ile birlikte mikroalglerden
elde edilen metabolitler mikrobiyal teknolojinin
birincil ¢alisma alanimi olusturmaktadir. Bu me-
tabolitler, farmasdtik ve nutrasotik olarak saglikli
iiriinler ve kozmetik alaninda pazar bulmaktadir.

Karotenoid pigmentlerinden olan beta-karoten
ve astaksantinin kullanim amaclar1 benzer olsa da
astaksantin daha Ustiin 6zelliklere sahiptir. Astak-
santinin kullanim alanlarin1 akuakiiltiir ¢alismala-
rinda basta salmon ve alabalik olmak iizere ¢i-
pura, mercan, karides ve kerevit gibi ekonomik
degere sahip tiirlerin ve akvaryum baliklarmin
renklendirilmesinde, kiimes hayvanlarn endiistri-
sinde yumurta sarilarinin renklendirilmesinde,
antioksidan etkisi sebebiyle insan sagliginda
kullanim1 (Gokpinar ve ark., 2006) seklinde si-
ralamak mumkaindur.

Haematococcus pluvialis (Chlorophyceae),
yiiksek 151k, tuzluluk ilavesi, azot ve fosforun or-
tamdan cekilmesi gibi stres kosullar1 altinda
hiicre iginde biriktirdigi astaksantin pigmenti ile
mikroalgal biyoteknolojide son zamanlarda cok
onemli bir konuma gelmistir. Son yillarda tiiketi-
cilerin bilinglenmesi ve organik driinlere olan ta-
lebin artmasi, daha pahali ama dogal olan Hae-
matococcus Uretimini desteklemektedir (Trujman
ve ark., 1997).
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H. pluvialis ekonomik degere sahip olan mik-
roalglerden birisidir. Astaksantin, bildircin ve ta-
vuklarin yumurta sarilarin1 renklendirmede ve
sucul Uretimde salmonidler ve karides yemlerinde
besin destekleyicisi olarak kullanilmaktadir. Bu-
nun disinda astaksantin insanlar tarafindan dogal
destek gida olarak ve kanser hastalarinda
(Mayne, 1996), deri hastaliklarinda ve kalp rahat-
s1zlig1 gibi hastaliklarda kullanilmigtir (Querin ve
ark., 2003). Astaksantince zengin mikroalgin
kullanildig: farelerle yapilan denemelerde basarilt
olunmus ve insanlardaki Helicobacter pylori en-
feksiyonunda uygulanmak (zere yeni bir tedavi
stratejisi olarak oOnerilmistir (Wang ve ark.,
2003). Son yillarda H. pluvialis’deki astaksantin
pigmentinden insan saghginda faydalanilmasi
konusuna ilgi artmistir (Querin ve ark., 2003).

H. pluvialis (Chlorophyceae), yiiksek 1sik,
tuzluluk ilavesi, azot ve fosforun ortamdan ce-
kilmesi gibi stres kosullar1 altinda hiicre iginde
biriktirdigi astaksantin pigmenti ile mikroalgal
biyoteknolojide son zamanlarda ¢ok 6nemli bir
konuma gelmistir (Trujman, 1997). Bu amag
dogrultusunda bu g¢alismada vejetatif evrede en
uygun biiyiime kosullarinin belirlenmesi ve farkli
sicaklik, aydinlanma siddeti ve besin eksikligi
(azot eksikligi) faktorlerinin H. pluvialis hiicrele-
rinde astaksantin birikimine olan etkileri belir-
lenmeye c¢alisilmistir.

Materyal ve Metot

Calismada kullanilacak olan yesil mikroalg
Haematococcus pluvialis 34/12 saf kiiltiirii In-
giltere’den, CCAP (Kdltir Koleksiyon Alg ve
Protozoa) kultir kolleksiyon merkezinden getir-
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tilmistir. Tiirlin adaptasyonu algal biyoteknoloji
laboratuarinda saglanmis ve kiigiik hacimlerde
kiiltiire alinarak daha biiylik hacimlere ¢ogaltil-
mustir. H. pluvialis tek hiicreli, ¢ift kamgili, hiicre
biiyiikliikleri yaklagik olarak 8-50 pum c¢apinda,
armutsu yapiya sahip bir tath su algidir. Bir ce-
kirdek ve iki esit uzunlukta kamgiya sahiptir
(Boussiba, 1999). H. pluvialis’in 34/12 kult-
rinde, 3N-BBM (Bold Basal Medium with 3-
fold Nitrogen) besi ortamu kullamilmigtir. Besin
eksikligi calismasinda besi ortaminda bulunan
tiim azot kaynaklar1 ortamdan ¢ekilmistir. Opti-
mum kosullart olusturmak i¢in oda sicakligr ik-
limlendirme cihaziyla 2342 °C’ye ayarlanmis ve
kiltirler 27 umol photon m?s™ 1sik siddetinde
stirekli aydinlanmanin saglandig1 laboratuar ko-
sullarinda tutulmustur.

H. pluvialis ile vejatatif blyime ve astaksan-
tin birikiminin saglandig1 kistik evre denemeleri
4 asamada yuriitilmiistiir.

1. Asamada aydinlanma siddeti (27 ve 48 umol
photon m?s™ ) ve agilama miktarimin (%2 ve
%10) H. pluvialis’in vejatatif gelisimine
olan etkisi arastirilmustir.

2. Asamada, vejatatif gelisim ve vejatatif evre-
nin tamamlanmasinin ardindan kist olusu-
munu saglamak amaciyla stres olusturmak
Uzere yiiksek 1s1k yogunlugu (177 umol
photon m™?s™) ve besin eksikligi (azot eksik-
ligi) faktorleri denenmistir.

3. Asamada vejatatif H. pluvialis hicrelerinin
kiste doniisimii ve astaksantin {iretimine
azotsuz besi ortami, yiiksek 151k yogunlugu
(379 pmol photon m?s™) ve havalandirma-
nin etkisi aragtirilmistir.

4. Asamada ise, vejatatif evrede biiylime
verimliligi belirlenmis kiiltiirlerde yiiksek
sicaklik (35 °C) ve yiksek 151k yogunlugu-
nun (379 pmol photon m?s™) kist olusumu
iizerine etkisi aragtirilmigtir.

Denemeler siiresince astaksantin (Boussiba ve
ark., 1992), klorofil a (Parsons ve Strickland,
1963) ve biyomas miktar1 (Vonshak, 1997) ile
optik yogunluk (OD 680nm; Kang ve ark., 2005)
degerleri belirlenmistir. Denemede uygulanan
muamelelerden elde edilen verilerin degerlendi-
rilmesinde tek yonli varyans analizi (ONE-WAY
ANOVA) ve bu analizin sonucuna bagli olarak
farklilik olugmasi durumunda farklilig1 saptamak
amactyla Duncan ¢oklu karsilastirma testi SPSSX

14.0 paket programu kullanilarak yapilmistir (Zar,
1999).

Bulgular ve Tartisma

H. pluvialis Flotow’da blyime ve astaksantin
miktarina olan etkisini belirlemek amaciyla dort
farkli deneme uygulanmustir.

Deneme (1)

Bu denemede iki farkli 151k yogunlugu (27 ve
48 umol photon m?s™) ve iki farkli asilama mik-
tarinin (% 2- 10) vejetatif blyumeye olan etkisi
aragtirldlmistir. % 2 asilamanm yapildigr dene-
mede 27 ve 48 umol photon m?s? 1s1k siddetle-
rinde Dbaslangic optik yogunluk degerleri
0.05+0.02 ve 0.05+0.02 olarak bulunurken, de-
nemenin sonunda 0.11+0.02 ve 0.10+0.02 olarak
bulunmustur. Asilama diizeyinin % 2 oldugu
kiltirlerde 27 ve 48 pumol photon m?s™ 11k yo-
gunluklarinin biiyiimeye olan etkisini belirlemek
lizere en yiiksek optik yogunluk degerleri karsi-
lastirildiginda, aralarindaki fark 6nemsiz bulun-
mustur (p>0.05).

%10 agilamanin yapildig1 denemede 27 ve 48
pmol photon m?s™ 1sik siddetlerinde baslangic
optik yogunluk degerleri 0.10+0.01 ve 0.09+0.01
olarak bulunurken denemenin sonunda 0.13+0.01
ve 0.12+0.01 olarak bulunmustur. Asilama diize-
yinin % 10 oldugu kiiltiirlerde 27 ve 48 umol
photon ms™ 151k yogunluklarimin biiyiimeye olan
etkisini belirlemek Uzere en yiksek optik yo-
gunluk degerleri karsilastirildiginda aralarindaki
fark 6nemsiz bulunmustur (p>0.05). Denemenin
11. glinlinde yesil renkli kiiltiirlerde kistlesmenin
basladigi, vejetatif sathanin sonlandig1 ve turuncu
rengin olustugu gozlenmistir. Yiriitilen bu de-
neme kosullarinda, 11 giin siiren vejetatif biiyii-
meden sonra 27 pmol photon m?s™ ve 48 umol
photon m?s™ aydinlanma ile kist olusumunun
saglandigi belirlenmistir.

Deneme (2)

Ikinci denemede yiiksek asilama yogunlugu
(% 25) ve 0.25 optik yogunluk ile kiiltiire bas-
lanmis ve vejetatif sathada yiiksek yesil hiicre
yogunlugu elde edilmistir. Biyomas miktar1 ilk
giin 0.07 gL'iken denemenin sonunda bu deger
0.21 gL 'lolarak belirlenmistir. Vejetatif evre bo-
yunca klorofil a degerlerinde artislar gozlenmis;
826.5’den 2425.6 pugL’ye yiikselmistir. Vejetatif
evrenin tamamlanmasinin ardindan kiiltiirlerde
yiiksek 1s1k siddeti (177 pmol m™?s™) ve besin ek-
sikligi faktorleri uygulanarak stres olusturul-
mustur. Bu asamada klorofil a degerlerinde
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azalmalar belirlenirken astaksantin miktarinda ise
artislar belirlenmistir. Yiiksek 151k siddeti ve azot
yoklugunda % 1.481 astaksantin bulunmustur.
Vejetatif evre sonunda hiicre yogunlugunun fazla
olmas1 ve uygulanan 151k siddetinin (177 pmol
photon m?s™) astaksantin dretimi igin yetersiz
olmasindan dolay1r hiicreler kistlesme evresini
uzun siirede (19 giin) tamamlamistir. Ayni za-
manda bu denemede kiiltiirlerde havalandirma
uygulanmamasi nedeniyle ortamda hiicre dagi-

lim1 homojen olmamis ve buna bagli olarak da
hiicrelerde kist olusumu ve astaksantin birikimi
zay1f olmustur.

%25 asilama ve 27 pmol photon m?s™ 1s1k
yogunlugunda vejetatif evrede belirlenen optik
yogunluk, biyomas ve klorofil a degerleri Tablo
1’de ve 177 pmol photon m?™ 1sik yogunlu-
gunda kistik evrede belirlenen klorofil a ve astak-

santin degerleri Tablo 2°de verilmistir.

Tablo1. %25 asilama ve 27 umol photon m™?s™ 151k yogunlugunda vejetatif evrede belirlenen optik
yogunluk, biyomas ve klorofil a degerleri
Table 1.  Optical density, biomass and chlorophyll a values determined in the vegetative stage under the
conditions of 25% of inoculation and 27 pmol photon m™s™ light intensity
Vejetatif evre
OD680ilk gin 0.25+0.009
OD680 son giin 0.42+0.09
-1
Biyomas(gL )ilk gin 0.07+0.008
-1
Biyomas(gL Json gin 0.21+0.01
-1
Klorofil a (ugL )itk gin 826.5+22
-1
Klorofil a (ugL )son gin 2425.6+69

Tablo 2. 177 pmol photon m?s™ 151k yogunlugu ve azot eksikliginde kistik evrede belirlenen
klorofil a ve astaksantin degerleri

Table 2.  Astaxanthin and chlorophyll a values determined in the cystic stage under the conditions of 177
pmol photon m?s™ and nitrogen deficiency

Kistik evre

Klorofil a (gL )i gin 1852.28+67

Klorofil a (MgL™)son gin 40.55+2

Astaksantin (%) gin 0.545+0.04

Astaksantin (%)son gun 1.481+0.2
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Deneme (3)

Bu asamada azotsuz besi ortami, yiliksek 151k
yogunlugu (379 pmol photon ms™?) ile havalan-
dirmanin ve havalandirma uygulanmayan vejeta-
tif yesil hiicrelerin kiste dontisiimleri tizerine et-
kileri arastirllmigtir. Deneme sonunda her 2
gruptaki en yiiksek astaksantin miktar1 havalan-
dirma uygulanan grupta 379 pmol photon m?s™
151k altinda % 3.605 bulunurken, ilk giin belirle-
nen astaksantin miktar: ise % 0.350 olarak bu-
lunmustur. Havalandirma uygulanmayan grupta
ise 379 pmol photon m?s? 151k altinda en yiiksek
astaksantin miktar1 % 1.515 bulunurken; ilk giin
belirlenen astaksantin miktari ise % 0.285 olarak
bulunmustur. Yiiritilen bu denemede 379 pmol
photon m?s? 151k yogunlugunda havalandirma
uygulanan ve havalandirma uygulanmayan kiil-
tirlerde astaksantin miktarlart arasindaki fark
onemli bulunmustur (p<0.05).

379 pmol photonm?s™ 151k yogunlugunun ve
havalandirmanin etkisinin biyomas, klorofil a ve
astaksantin degerleri iizerine etkisi Tablo 3’de
verilmistir.

Denemenin kistik evresinde 379 pmol photon
m?s™? 151k yogunlugu altinda havalandirma uy-
gulanan balonlardaki kulttrlerden elde edilen as-
taksantin miktari, havalandirma uygulanmayan
balonlardaki kiltiirlerden yaklagik 2.5 kat daha
fazla bulunmustur. Bu denemeden, kistik evrede
havalandirma uygulayarak kiltiirde homojen ka-
risim saglamanin, 151k gecirgenligini arttirarak
daha kisa zamanda hiicrelerde stres yarattif1 ve
daha fazla astaksantin miktar1 elde edilebilecegi
belirlenmistir.

Tablo 3. 379 pmol photon m?s™ 151k yogunlugunun ve havalandirmanin biyomas, klorofil a ve
astaksantin degerlerine etkisi
Table3.  The effects of 379 umol photon m™?s™ light intensity and aeration on the biomass, chlorophyll a and
astaxanthin values
Havalandirma uygulanan Havalandirma uygulanmayan
grup grup
Biyomas(gL )i gun 0.032+0.001° 0.035+0.001°
Biyomas(gL™)son gin 0.175+0.001° 0.1075+0.002°
Klorofil a (gL )i gun 1242.6+43° 1345.3+18°
Klorofil a (MgL™)son gon 64.8+8° 56.6+2"
Astaksantin (%)ii gin 0.350+0.1° 0.285+0.02?
Astaksantin (%)en yiksek 3.605+0.1° 1.515+0.06"

*Ayni satirda farkli harflerle ifade edilenler arasinda p<0.05 énem diizeyinde dnemli bir fark vardir.
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Deneme (4)

H. pluvialis mikroalginin vejetatif evredeki
gelisiminde 27 pmol photon m?s™ 1sik siddeti
uygulanmig ve kistik sathada yiiksek sicaklik
(35°C) ile yiiksek 1s131n (177 pmol photon m?s™)
etkisi arastirllmustir. Astaksantin miktarmi artir-
mak i¢in olusturulan stres kosullar1 altinda, kistik
sathanin ikinci giiniinde yiiksek sicakliktan
(35°C) dolay1r yesil hiicre kiiltiirlerinin kirmizi
kistik hiicrelere donilisemeden beyazlasarak o0l-
diigii gozlemlenmistir. Yesil alg H. pluvialis’i
kistlestirmek i¢in, uygulanan yiiksek sicaklik de-
geri 35°C’nin uygun olmadigi belirlenmistir.

Yesil alglerden H. pluvialis (Chlorophyceae),
uygun olmayan ortam kosullarinda (yiiksek 1s1k
siddeti, sicaklik ve pH degerlerindeki dalgalan-
malar, ortamda besin miktarinin azalmasi vb.)
biriktirdigi sekonder karotenoid astaksantin ne-
deniyle biyoteknolojik olarak 6neme sahip bir
tirdir (Boussiba, 2000; Masojidek ve ark.,
2000).Astaksantin pigmenti elde etmek icin H.
pluvialis kiltiiriiniin iki asamali bir iiretim peri-
yodu gecirmesi gerekmektedir. ilk asama, vejeta-
tif, kamg¢ili, yesil hiicrelerin cogalmasini saglaya-
cak, optimum biiyiime kosullarinda biiylimenin
gerceklestirildigi evredir. ikinci asama, kiiltiirde
logaritmik evrenin tamamlandigi ve en yliksek
biyomasin elde edildigi zamanda olusturulan
stres kosullartyla hiicrelerin astaksantin biriktire-
rek kist olusumunun saglandigi evredir. Bu tez
calismasinda her iki asamanin da gerceklestiril-
digi dort farkli deneme yiiriitilmistiir. Vejetatif
evrede en uygun biiylime kosullarinin belirlen-
mesi yaninda farkl sicaklik, aydinlanma siddeti
ve besin eksikligi (azot eksikligi) faktorlerinin H.
pluvialis hucrelerinde astaksantin birikimine olan
etkileri belirlenmeye calisilmistir.

Yiiriitiilen birinci denemede laboratuar kosul-
larinda sabit sicaklikta, 27 ve 48 pmol photon m’
’s* aydinlanma siddeti ve % 2-10 asilama yo-
gunluklarinin vejetatif biiylimeye onemli etkisi
olmadigi belirlenmis ve biiylime degerleri benzer
bulunmustur. Denemenin 11. giinii vejetatif evre
sonlanmig ve yesil renkli kiiltiirlerin kistlesmeye
baglayarak turuncu renge doniistiigli gdzlemlen-
mistir. Onbir giin siiren vejetatif evrede muhte-
melen baslangi¢ hiicre yogunlugunun diistik ol-
mas1 sebebiyle kiiltiirlerde logaritmik evredeki
bliylime yetersiz kalmis ve mevcut 151k siddetleri
stres olusturarak kist olusumuna neden olmustur.
As1 miktarindaki azlik sebebiyle 151k gegirgenligi
yiiksek olan kiiltiirlerde istenen biyomas artisi
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saglanamadigindan hiicreler kiste doniigmiistiir.
Aydinlanma siddetinin etkileri ile ilgili pek ¢cok
aragtirma yapilmis ve 200 ile 800 pmol photon
m?s? degerleri arasinda cahisiimistir (Cifuentes
ve ark., 2003; Kang ve ark., 2007; Ceron ve ark.,
2006). Bu c¢alismadaki aydinlanma degerleri kist
olusumu i¢in yetersiz goriilmekle birlikte; hiicre
yogunlugunun diisik olmasi hiicrelerin kist
olusturmasina neden olmustur.

Ikinci denemede yiiksek asilama yogunlugu
(% 25) ve 0.25 optik yogunluk ile kiiltiire bas-
lanmis ve vejetatif sathada yiiksek yesil hiicre
yogunlugu (OD=0.44+0.04) elde edilmistir. Bu
denemede 177 pmol photon m?™® aydinlik sid-
deti ve azot yoklugunda % 1.481 astaksantin bu-
lunmustur. Vejetatif evre sonunda hiicre yogun-
lugunun fazla olmasi ve uygulanan 1s1k siddetinin
(177 pmol photon m?s™) astaksantin Gretimi igin
yetersiz olmasindan dolay: hiicreler kistlesme ev-
resini uzun siirede tamamlamistir. Ayn1 zamanda
bu denemede Kkiiltiirlerde havalandirma uygulan-
mamas1 nedeniyle ortamda hiicre dagilimi ho-
mojen olmamig ve buna bagh olarak da hiicre-
lerde kist olusumu ve astaksantin birikimi zayif
olmustur. Yiritiilen bir ¢alismada H. pluvialis’in
vejetatif kiilturlerinde optimum 11k siddeti araligi
ve biiyiime performansinin saptanmasi igin 50,
100, 200, 400 ve 600 pmol photon m?s™lik 5
farkli 151k siddeti uygulanmistir. Deneme grupla-
rinda biyomas ve toplam karoten miktarlar1 artan
1s1k siddetleri ile dogru orantili olarak artarken,
toplam klorofil a miktart 200 pmol photon m™s’
"lik aydinlatmaya kadar artmistir ve daha yiiksek
aydinlatma siddetlerinde herhangi bir degisim
gOriilmemistir. Sonug olarak 200 umol photon m’
’s'lik 1s1k siddeti tizerindeki aydinlatmalarda
astaksantin birikiminin tetiklendigi gorilmiistir.
Bes farkli 151k siddetinin uygulandigi denemede
hiicrelerin vejetatif evrede kiltire edilebilmesi
icin optimum 151k siddeti araligi 50-200 pmol
photon m?s™ olarak bulunmus ve en iyi biiyiime
200 umol photonfoton m?s™lik 151k siddetinde
ger¢eklesmistir (Goksan ve Gokpinar 2005). Bu
calismada yiiksek as1 miktar1 ve 48 umol pho-
tonm?s™® 1s1k siddetinde bir 6nceki denemeye
gore daha iyi bir bilylime ger¢eklesmis ancak 177
pmol photon m?s™ 1s1k siddetinin kist olusumu
icin yeterli olmadigi goriilmiistiir. Bu asamada
151k diizeyinin yetersizligi yaninda kiiltiirde ha-
valandirma yapilmadigindan hiicrelerin homojen
olarak dagilmamasi ve 1518in yeterli niifuz ede-
memesi nedeniyle kist olusumunun uzun siirdigii
degerlendirmesi yapilmustir.
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Yiiriitillen diger denemede vejetatif evredeki
kiiltiirlerin gelisimine bakilmaksizin kiste donii-
siim kosullar1 aragtirilmistir. Bu asamada vejetatif
evrenin tamamlandig kiiltiirlerde kist olusumunu
saglamak amaciyla azotsuz besi ortami, yiiksek
151k yogunlugu (379 pumol photon m?s™) ve ha-
valandirmanin etkisi arastirilmistir. Sonug olarak
daha yiiksek 151k (379 pmol photon m?s?) ve
kiiltiirlerde havalandirmanin astaksantin biriki-
mine tegvik ettigi belirlenmistir (% 3.605).

Havalandirmanin kiiltiirlerde astaksantin biri-
kimine olan etkisini belirlemek Uzere yiritilen
iiclincii denemede, azot eksikligi, 379 umol pho-
ton m?s™ 1s1ik siddeti ve havalandirma uygulan-
mayan kalturlerde astaksantin % 0.891 bulunur-
ken, havalandirma uygulanan kiiltiirlerde ise %
2.190 olarak saptanmustir. En yiiksek astaksantin
miktar1 havalandirma uygulanan kiltiirlerde or-
talama % 3.605 olarak bulunmustur. Yiiksek 151k
yogunlugu ve havalandirmanin astaksantin biri-
kimine olumlu etkisi oldugu belirlenmistir. Ayni
zamanda 151k yogunlugunun kist olusumuna etki-
sinin kiiltiir yogunlugu ile yakin iligkili oldugu
saptanmistir. Yapilan bir ¢aligmayla karsilastiril-
diginda Haematococcus yesil hiicreleri BG-11
ortaminda 100 pmol photon m™s™ 151k uygulama-
sinda astaksantin birikimine tegvik edilememistir.
Fosfat veya azot eksikliginde 200 pumol photon
m?s? 151k siddeti ile strese maruz birakildiginda
kuru agirhiginda % 4’iin iizerinde astaksantin bi-
riktirmistir. Astaksantin birikimi azot azlig1 al-
tinda daha hizh gergeklestigi bildirilmistir (Bous-
siba ve ark., 1999).

Yapilan bir ¢alismada H. pluvialis blyime ve
astaksantin {iretiminde 1s1k yogunlugu, havalan-
dirma ve besleyici elementler gibi ¢evresel fak-
torlerin etkisi arastirilmistir. H. pluvialis’in en iyi
biliylimesi BBM Kkiiltiir ortaminda, 28 °C’de, si-
rekli beyaz floresan 151k (177 umol photon m?s™)
aydinlatmasi altinda ve stirekli havalandirma ile
(1.5 v.v.m) 3.5x10° hiicre mI™* bulunmustur. En
yiksek astaksantin Uretimi ise BAR kiiltir orta-
munda siirekli aydinlatma (345 pmol photon m™s’
1), sodyum asetat ilavesi ve havalandirma ile 98
mg g~ biyomas elde edilmistir (Dominguez ve
ark, 2003).

Aflalo ve ark. (2007) stres kosullar1 altinda
degerli kirmizi karotenoid iireten H. pluvialis’in
ticari liretimi i¢in iki asama oldugunu belirtmis-
lerdir. ilk boliimiinde biyomasin iiretimi (yesil
evre) ve ikinci boliminde pigment (surekli stres,
kirmizi evre) olusumudur. Laboratuvar kosulla-
rinda daha zengin astaksantin iiretimi (kuru bi-

yomasin % 4’ii) ile 11.5 mgL™ giin™ astaksantin
iiretimi elde edilmistir.

Bu calismada 177 pmol photon ms™ aydin-
lanma siddeti ve azot eksikligi uygulanan kiiltiir-
lerde kistik evrenin baslangicinda olgiilen astak-
santin miktar1 diigik bulunurken klorofil a de-
gerleri yliksek bulunmustur. Denemenin sonunda
ise strese giren Kdltirlerde astaksantin miktari
artarken Klorofil a degerlerinde biiyiik bir diisiis
gbzlemlenmistir. Kistik evrede kiiltiirlerde olusan
stres sonucunda astaksantin pigmentinin artisi ile
beraber klorofil a degerlerinin distigii belirlen-
mistir. Yiritilen bir calismada giines 15181 al-
tinda azot bakimindan smrl kiiltiirlerde astak-
santin birikiminin tesviki ile birlikte klorofil mo-
lekiilerinin yikima ugradigi rapor edilmistir (Bo-
ussiba, 2000).

H. pluvialis mikroalginin vejetatif evredeki
gelisiminde 27 pmol photon m™s™ 151k siddeti
uygulanmis ve kistik safthada yiiksek sicaklik
(35°C) ile yiiksek 1s131n (177 pmol photon m?s™)
etkisi aragtirillmigtir. Astaksantin miktarini artir-
mak i¢in olusturulan stres kosullar1 altinda, kistik
safhanin ikinci giiniinde yiiksek sicakliktan
(35°C) dolay1 yesil hiicre kiiltlirlerinin kirmizi
kistik hiicrelere doniisemeden beyazlasarak
oldigi gozlemlenmistir. Yesil alg H. pluvialis’i
kistlestirmek icin, uygulanan yiiksek sicaklik
degeri 35°C’nin uygun olmadig1 belirlenmistir.

Sonug

Ticari dneme sahip kirmizi pigment astaksan-
tin igerigi ile bilinen H. pluvialis kulturlerinde
stres faktorlerinden yiiksek 151k, yiiksek sicaklik
ve besin eksikligi degerlerinin biiylime ve astak-
santin miktarina olan etkisini belirlemek ama-
ciyla gerceklestirilen bu ¢alismada, ¢evre kosul-
larindan yiiksek 151k siddeti, azot eksikligi ve ha-
valandirmanin H. pluvialis turundeki astaksantin
pigmenti miktarina etkisi oldugu sonucuna varil-
mugtir.
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