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Abstract: Vegetative growth characteristics of Haematococcus pluvialis Flotow at different light intensities. Five different
light intensities of 50, 100, 200, 400 and 600 umol photon m2 s were applied on the vegetative cultures of Haematococcus
pluvialis to determine the optimal light intensity, and the growth performance. While dry weight and total carotenoid amounts
increased in parallel to the light intensities, total chlorophyll amount increased up to the irradiance of 200 umol photon m2 s (2.21
mg L), and no change was observed in the higher illuminations (mean value of 2.35 mg L-). Interestingly, cell count increased in
all the groups from the mean value of 3.45 x 104 cells ml* on the 15t hour to 5.66 x 104 cells ml-* on the 18t hour, which coincided
with the dark period. In conclusion, astaxanthin accumulation was triggered and cell number was decreased above the illuminations
of 200 umol photon m2 s (12.73 x 104, 16.10 x 104, 19.73 x 104, 15.90 x 104 and 12,89 x 104 cells ml* for 50, 100, 200, 400 and
600 pmol photon m2 s, respectively). In the experiment applied five different illuminations, optimal light intensity range for the
vegetative stage cultivation of the cells was found to be 50 — 200 umol photon m2 s+, and the best growth was in the light intensity
of 200 pmol photon m2 s-1.
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Ozet: Haematococcus pluvialis'in vejetatif kiiltiirlerinde, optimal 151k siddeti araligi ve biiyiime performanslarinin tespiti igin 50, 100,
200, 400 ve 600 umol foton m2 sn’lik bes farkli i1sik siddeti uygulandi. Deneme gruplarinda kuru agirlik ve toplam karoten
miktarlarr artan 1sik siddetleri ile dogru orantili olarak artarken, toplam klorofil miktari 200 pmol foton m2 sn-"lik aydinlatmaya kadar
artti (2.21 mg L") ve bunun (zerindeki aydinlatma siddetlerinde herhangi bir degisim gériilmedi (ortalama 2.35 mg L'). Hiicre sayisi
tim gruplarda karanlik periyoda denk gelen 15. saatte ortalama 3.45 x 104 hiicre mI-den 18. saatte 5.66 x 104 hiicre mI-"'ye artti.
Sonug olarak, 200 umol foton m2 sn-"lik isik siddetinin Uzerindeki aydinlatmalarda astaksantin birikiminin tetiklendigi ve hiicre
sayisinin azaldigi goraldu (50, 100, 200, 400 ve 600 pmol foton m2 sn-"lik 11k siddetleri igin sirasiyla 12.73 x 104, 16.10 x 10¢,
19.73 x 104, 15.90 x 104 ve 12,89 x 104 hiicre ml'). Bes farkli isik siddetinin uygulandigi denemede hiicrelerin vejetatif safhada
kiiltur edilebilmesi igin optimal 151k siddeti arali§i 50 - 200 umol foton m2 sn-* olarak bulundu ve en iyi blyime 200 umol foton m2
sn'lik 151k siddetinde gerceklesti.

Anahtar Kelimeler: Haematococcus pluvialis, astaksantin, vejetatif safha, isik, pigment kompozisyonu.

Girig

Mikroalgler, ticari dederi olan bazi metabolitleri biinyelerinde
biriktirme  &zelliginden  6tirl, bu metabolitlerin  elde
edilebilecegi  onemli  mikrobiyal  kaynaklardan  biridir.
Ulkemizde mikroalgal biyoteknolojiye olan ilgi son yillarda
giderek artmis, dzellikle bir siyanobakteri tiirli olan Spirulina
platensis (retimi icin ticari girisimler baslamistir. Mikroalgal
metabolitierden ¢cok doymamis yag asidi (PUFA) grubuna ait
olan EPA (eicosapentaenocic asit) insan sagligina faydali
etkileri nedeni ile blylk bir pazar payina sahip oldugu rapor
edilmektedir (Belarbi ve dig., 2000). Glnimiizde mikroalgal
biyoteknolojinin en 6nemli handikaplarindan biri, retimi
yaplilabilen ticari tir sayisinin sinirli sayida olmasidir. Bu
nedenle bu alana yeni tiirlerin kazandiriimasi bir zorunluluk
gibi gérilmektedir. Ticari Gretimi yapilabilecek muhtemel
turlerden Haematococcus pluvialisin yani sira yiksek EPA
duizeylerine sahip olan Phaeodactylum tricornutum’dur. EPA
bakimindan zengin bir pennat diyatom tiirli Phaeodactylum
tricornutum  Bohlin'in  Kiltliri  (zerinde yirmi yil  6nce

gerceklestirilen denemeler bu konuda ilk calismalari tegkil
etmektedir (Gokpinar, 1980; Gokpinar, 1982).

Astaksantin, mikroalglerden elde edilen ylksek ticari
degere sahip gicli antioksidan 6zelliginden 6tiri insan
saghgi uzerine olumlu etkileri olan bir karotenoyittir. Hayvanlar
karotenoyitleri sentez edemedikleri igin, bunlarin besinleri
aracihgl ile alinma zorunlulugu vardir (Davis, 1985).
Astaksantin Uretiminde halen bilinen en zengin mikrobiyal
kaynak Haematococcus'tur. Bu mikroalg tiirlinden elde edilen
astaksantin igin en blyUk pazar, akuakultir uygulamalarinda
salmonid yemleri igin olup (Torrisen ve Christiansen 1995),
tropikal siis baliklarinin renklerinin korunmasinda (Ako ve
Tamaru 1999), kimes hayvanlari endlstrisinde yumurta
sarilarinin  renklendirimesinde (Inborr 1998) de bagariyla
kullanilir.  Ayrica son zamanlarda insanlardaki olumlu
etkilerinden dolayi (Terao, 1989; Guerin ve dig., 2003) besin

takviyesi ve antioksidan olarak kullanmi da giderek
yayginlagsmaktadir.
Yesil alglerden Haematococcus pluvialis

(Chlorophyceae), uygun olmayan ortam kosullarinda (basta
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ylksek 1sik siddeti olmak Uzere, sicaklik ve pH degerlerindeki
dalgalanmalar, ortamda besin miktarinin azalmasi vb.)
biriktirdigi sekonder karotenoyit astaksantin (3,3'-dihydroxy-
B,B-carotene-4,4'-dione) bakimindan biyoteknolojik olarak
éneme sahip bir tlrdir (Boussiba, 2000; Masojidek ve dig.,
2000). Bu tirr vejetatif safhasinda iki adet kamgisi ile hareketli
ve vyesil renkli bir organizma olup, ortam kosullari
bozuldugunda kalin hlcre duvarina sahip aplanosporlar
olugturur ve yogdun bir sekilde astaksantin pigmentini
biriktirmeye baslar (Boussiba ve Vonshak, 1991; Johnson ve
An 1991).

Haematococcus'tan ~ astaksantin ~ Uretimi,  bazl
sistemlerde tek bir reaktorde gergeklestirilebilse (Goksan ve
dig., 2003) de, genelde iki asamali olarak gergeklestirilir; 6nce
vejetatif hiicreler laboratuvar kosullarinda duslk 151k
siddetinde Kiltire edilir, belirli bir hiicre yogunluga ulasan
vejetatif hlcrelerin dig ortamda tlbdler reaktdrler veya
havuzlarda ylksek isik siddeti altinda astaksantin biriktirmesi
saglanir ve Kkultir kirmizilagtiriir. Dig ortama gikartilan
kiiltlirlerde astaksantin birikimini tetiklemek igin hiicreler stres
altina sokulmalidir. Bunun igin kiltir ortamindan azot ve
fosfor gibi makro ntriyentler ¢ikarilir ve ylksek 1sik siddetinin
yani sira nutrient limitasyonu hcrelerde astaksantin birikimini

baglatir. Bu calismada, Uretim safhalari ve blylime
performanslari  ile ilgili  detayll  bilgi  bulunmayan
Haematococcus'un bes farkli 151k  siddetinde  kultiir(i

gerceklestirildi. Bu sayede dretimin en onemli safhasini
olusturan vejetatif Kkultlrler igin optimal 1sik gsiddeti ve

uygulanan 1sik  siddetlerindeki  bliyime performanslari
saptanmaya caligild!.
Materyal ve Yontem
Deney organizmasi Haematococcus pluvialis  Flotow

(Chlorophyceae) lokal olarak Giuseppe TORZILLO tarafindan
izole edildi. Blylme ortami olarak BG11 (Rippka ve dig. 1979)
kullanildi ve sicaklik 25+0.5°C'ta Ben-mari sistemi ile sabit
tutuldu.

Farkh aydinlatma siddetlerinin  Haematococcus'un
biyiime dzellikleri Gzerindeki etkilerini arastirmak icin 50, 100,
200, 400 ve 600 umol foton m2 sn-"lik bes farkli 1sik siddeti
uygulandi. Fototrofik olarak 1 L'lik erlenlerde biyiitilen
kiiltlirler, dogal aydinlanma periyoduna yakin olmasi amaciyla
11 saat aydinlik, 13 saat karanlik periyoda maruz birakildi.

Kuru adirlik tayini icin 25'er ml Ornekler, 6nceden
kurutulup darasi alinmig GF/C fiberglas filtrelerden stzdldu.
Bu filtreler daha sonra 105 °C'ye getiriimis etlivde 2 saat
kurutulduktan sonra bir hassas terazide tekrar tartilarak algal
biyomas g L-*.kuru agirlik cinsinden hesaplandi.

Toplam  klorofil ve  karotenoid  miktarlari  bir
spektrofotometrede % 80 aseton ile tespit edildi (Lichtenthaler
1987). Hiicre sayimlari Neubauer sayma kamarasinda g
tekrar ile gergeklestirildi. Spesifik bliylime hizi (u) ve ikilenme
zamanlari (d.t.) asagidaki formiillere gore bulundu;

M= InXo—InX1 dt=n2 =0693
ta—t1 u u

Formilde X2 ve Xi, sirasiyla t2 ve t1 zamanlarindaki

biyomas konsantrasyonlarini belirtir (Vonshak, 1997).
Bulgular

Bes farkli 1sik siddetinde (50, 100, 200, 400 ve 600 umol foton
m2 sn-) gergeklestirilen denemelerde H. pluvialis'in bliylime
ozellikleri aragtirildi. Kuru adirliktaki degisimlere bakildiginda,
tim gruplarin 1sik siddetleriyle dogru orantili olarak arttigi
izlendi (Sekil 1). Ortalama 0.5 g L-"lik kuru agirlik degeri ile
baslayan denemenin 48. saatine kadar gruplar birbirine
paralel olarak artarken, deneme sonunda 50, 100, 200, 400 ve
600 pmol foton m2 sn-'lik 151k siddetlerinde degerler sirasiyla
1.70, 2.02, 2.50, 2.79 ve 3.35 g L olarak bulundu.

Baslangicta 0.4 mg L' olacak sekilde ayarlanan klorofil
konsantrasyonlari, ilk 11 saatlik aydinlik periyot siresince
hiicreler uygulanan 1sik siddetlerine adapte olmaya
calistiklarindan dolayr artma yada azalma gdstermedi
(F=151< F tablo=2.76, P< 0.05). ikinci giinden itibaren
artmaya baglayan toplam klorofil miktarlari deneme sonuna
kadar surekli bir artis gdstererek, 50, 100, 200, 400 ve 600
umol foton m2 sn-'lik 1sik siddetlerinde sirasiyla 1.25, 1.49,
2.21, 2.49 ve 2.39 mg L-"lik konsantrasyonlara ulagtilar (Sekil
2). Yesil alglerde bulunan klorofil molekdllerinden klorofil a ve
b miktarlari tim gruplarda deneme sonuna kadar ayni oranda
kaldi ve klorofil a / b orani tlim gruplar i¢in ortalama 2.3 olarak
hesapland.
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Sekil 1. Farkli isik siddetlerinde kuru agirlik miktarlarinda meydana gelen
zamana bagl degisimler (50, 100, 200, 400 ve 600 pmol foton m2 sn-"lik 151k
siddetlerini sirasiyla igi dolu ve bos kare, i¢i dolu ve bos lggen ve ici dolu
daire temsil eder).
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Sekil 2. Farkli 151k siddetlerinde toplam klorofil konsantrasyonlarinda
meydana gelen zamana bagli degisimler (50, 100, 200, 400 ve 600 umol
foton m2 sn-"lik 151k siddetlerini sirasiyla ici dolu ve bos kare, igi dolu ve bos
licgen ve ici dolu daire temsil eder).

0.22 mg L' toplam karotenoid konsantrasyonu ile
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baslayan 50 pmol foton m2 sn-'lik aydinlatmanin uygulandigi
grupta toplam karoten miktari deneme sonuna kadar
degismez iken, 100 ve 200 wmol foton m2 snlik
aydinlatmalarda 0.80 mg L-' konsantrasyona ulasildi. 400 ve
600 umol foton m2 sn-1 isik siddetlerinde ise sirasiyla 1.06 ve
1,59 mg L-"lik degerlere ulagildi (Sekil 3).

Denemenin 15. saatine kadar gruplardaki hicre sayilari,
adaptasyon isleminden dolayi artmadi (F=1.92< F tablo=2.69,
P< 0.05). 18. saatte yapilan sayimlarda ise hiicre sayilarinin
tim gruplarda aniden 2 kat arttigi, ve bu artisin deneme
sonuna kadar devam ettigi gorlldi. Deneme sonunda ulagilan
hiicre sayilari 50, 100, 200, 400 ve 600 umol foton m2 sn-"'lik
ISk siddetlerine karsilik sirasiyla 12.73 x 104, 16.10 x 104,
19.73 x 104, 15.90 x 104 ve 12,89 x 104 hiicre ml' olarak
bulundu (Sekil 4).

50, 100, 200, 400 ve 600 pmol foton m2 sn-"lik isik
siddetleri icin spesifik blyime hizlar (u) sirasiyla 0.012,
0.014, 0.013, 0.019 ve 0.025 bélinme saat?, ikilenme
zamanlari ise 57.8, 49.5, 53.3, 36.5 ve 27.7 saat olarak tespit
edildi.
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Sekil 3. Farkli 151k siddetlerinde toplam karoten konsantrasyonlarinda
meydana gelen zamana bagl degisimler (50, 100, 200, 400 ve 600 pmol
foton m2 sn-"lik 151k siddetlerini sirasiyla ici dolu ve bos kare, ii dolu ve bog
licgen ve ici dolu daire temsil eder).
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Sekil 4. Farkli 151k siddetlerinde hiicre sayilarinda meydana gelen zamana
bagl degisimler (50, 100, 200, 400 ve 600 wmol foton m2 sn-"lik i1k
siddetlerini sirasiyla igi dolu ve bos kare, i¢i dolu ve bos Uggen ve ici dolu
daire temsil eder).

Tartigma ve Sonug

50, 100, 200, 400 ve 600 wmol foton m2 snlk ik
siddetlerinin uygulandi§i denemede H. pluvialis'in vejetatif
biyime karakteristikleri blylik 0lglide ortaya cikarildi.

Gruplarda kuru agirlik (Sekil 1) ve toplam karoten miktarlarinin
(Sekil 3) artan sik siddetleri ile dogru orantili olarak arttigi
goruldu.

Farkli siddetlerde aydinlatilan gruplarin hiicre sayilari
incelendiginde en ylksek degere 200 umol foton'luk grupta
(19.73 x 104 hlicre ml"), daha sonra ise sirasiyla 100 pmol
foton (16.10 x 104 hicre ml*), 400 umol foton (15.90 x 104
hiicre mi*), 600 umol foton (12.89 x 104 hiicre ml') ve 50
mol foton’luk (12.73 x 104 hiicre ml') gruplarda ulasildi (Sekil
4). Hiicre sayilarinda dikkati ¢ceken nokta, hiicre sayilarinin ilk
gliniin sonunda karanlik periyotta, 1siklarin kapatiimasindan 7
saat sonra aniden 2 kata yakin artig g6stermesiydi. Bu da
Haematococcus hiicrelerinin sabaha karsi bélindikleri fikrini
desteklemektedir (Elliot 1934).

Gruplar arasinda en yiiksek hiicre sayisi degerine 200
umol foton m2 sn-'lik grupta ulagilip (19.73 x 104 hiicre ml-),
bu siddetten daha ylksek aydinlatmalarda hicre sayis
tedricen azaldi. Hlcre sayilarinda bir artis gdzlenmeksizin
kuru agirik miktarinin 200 pmol foton m2 sn'lik 11k
siddetinden daha yliksek aydinlatmalarda da artmaya devam
etmesi, birim htcre agiriginin arttigini gésterir. Bu fenomen,
400 ve 600 pmol foton m2 sn-lik yiksek 1sik siddetlerinden
dolayi hicrelerin ¢aplarinin artmasi ve hiicre duvarinin
kalinlagsmasi ile agikland.

Giines 15141 altinda ve azot bakimindan sinirli kiiltirlerde
astaksantinin  birikiminin  tetiklenmesi ile birlikte klorofil
molekdllerinin yikima ugradigi rapor edilmistir (Boussiba
2000). Calismamizda, 65. saatten sonra 50-200 umol foton m-
2 sn°'lik aydinlatma araliginda klorofil miktarlarinin artan sk
siddeti ile hizla arttigi ve bu artisin tek yonli varyans analizi ile
test edildiginde istatiksel olarak 6nemli oldugu (F=8.46, P<
0.05) goriildu. 200-600 pmol foton m2 sn'lik Isik
siddetlerinde ise klorofil miktarindaki artisin durdugu ve
herhangi 6nemli bir degisikligin meydana gelmedigi ve bunun
tek yonli varyans analizi ile test edildiginde artigin istatiksel
olarak dnemli olmadigi gérildi (F=0.19, P< 0.05) (Sekil 2).
Yapilan galismanin, gerek giines 1si§ina oranla ¢ok daha
duslk bir siddette gerceklestirimesi, gerekse blylime
ortaminin azot icermesi, klorofil miktarinin diigmemesinin
nedenleri olabilir. Sonraki ¢alismalarda, daha yliksek Isik
siddetlerinde azot igeren ve igermeyen Kltlrlerin kullaniimasi
ile bu sorunun cevabi bulunabilir.

Sonug olarak bes farkli 1sik siddetinin uygulandigi
laboratuvar  denemesinde, Haematococcus hiicrelerinin
vejetatif safhada kiltir edilebilmesi icin optimal 1sik siddeti
araligi 50 - 200 pmol foton m2 sn-' olarak bulunup, en iyi
biyimenin 200 wmol foton m2  sn'lik 1sik siddetinde
gerceklestigi  goruldd. Bu araligin Uzerindeki siddetlerde
astaksantin birikiminin tetiklendigi ve hiicre sayisinin azaldig
goraldu.
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