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Abstract: The effects of the drying methods on the fatty acids composition of
Porphyridium cruentum (Rhodophyceae). The marine Rhodophyte Porphyridium
cruentum (S. F. Gray) Naegeli was cultured in thin glass panel bioreactors in outdoor. The
algal biomass was dried using different methods and their effects on the fatty acids
compositions of P. cruentum was investigated. The results of the present study showed that
the sample which were dried in etuve contain 31.01% total saturated fatty acids (TSAT),
14.83% total polyunsaturated fatty acids (PUFA) and 54.16% total monounsaturated fatty
acids (MUFA), the samples dried in room temperature contain 36.61% TSAT, 17.41 %
PUFA and 45.98% MUFA. Although the content of PUFA and TSAT were found to be
higher in the samples dried in room temperature, Alphalinoleic acid (18:3w3, ALA),
gammalinoleic acid(18:3w6, GLA) and eicosapentaenoic acid (20:5w3, EPA) were found to
be higher in the samples dried in oven and they were 1.76%, 0.51% and 7.42%, respectively.
There was a significant decrease in EPA from group of PUFA which is obtained from algal
pasta dried in room and oven temperature. In all samples, arachidonic asit (20:4w6, ARA)
wasn’t determined. In the study it was reported that the drying methods used for P. cruentum
caused low PUFA content.
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Ozet: Porphyridium cruentum (S.F.Gray) Naegeli’'un dis ortamda ince cam panel
biyoreaktorlerde yigin kiiltiirleri yapildi. Elde edilen algal biyomas farkli kurutma
islemlerinden gegirildikten sonra yag asitleri igerikleri bakimindan karsilagtirildi. Etiivde
kurutulan 6rneklerde toplam doymus yag asitleri (TSAT) %31.01, toplam ¢ok doymamus
yag asitleri (PUFA) %14.83, toplam tek doymamus yag asitleri (MUFA) %54.16 idi. Oda
sicakliginda kurutulanlarda TSAT %36.61, PUFA %17.41, MUFA %45.98 olarak saptandi.
PUFA ve TSAT oda sicakliginda kurutulan 6rneklerde daha yiiksek degerler vermesine
ragmen, etiivde kurutma ile PUFA grubundan alfalinoleik asit (18:3w3,ALA) %1.76,
gammalinoleik asit (18:3w6,GLA) %0.51, eicosapentatenoik asit (20:5w3, EPA) %7.42 ile
daha yiiksek degerler verdi. Oda sicaklifinda ve etiivde kurutularak elde edilen algal
pastanin PUFA grubundan EPA igeriginde onemli bir azalmanin meydana geldigi ve
orneklerde ARA’in ise hi¢ tespit edilemedigi goriildii. Bu ¢alismada P. cruentum igin
denenmis olan kurutma islemlerinin, PUFA grubu yag asitleri kaybma neden oldugu
goriildii.

Anahtar Kelimeler: Mikroalg, yag asitleri, Porphyridium cruentum

Giris ile bundan elde edilen proteinler, lipitler,
nisasta, gliserol, dogal pigmentler ve

Mikroalglerin ~ biiylik  6lgekli  yigmn  biyopolimerler gibi metabolitlere olan

kiiltiirlerinden elde edilen algal biyomas ticari ilgi giderek artmaktadir.
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Algal biyoteknolojide ki gelismelere
ragmen mikroalg tiirlerinin dig ortamda
yapilan kiiltiirlerinde c¢esitli giigliiklerle
karsilasilmaktadir. Isik siddeti ve sicaklik
gibi parametrelerde giinliik degisimler g6z
Online alindiginda, o6zellikle dar tolerans
siirlarma sahip olan mikroalg tiirleri ile
dis ortamda yapilan uygulamalar, ¢evresel
faktorlerin  kontroliindeki  giigliikler
nedeniyle ticari Uretimi giiclesmektedir.
Mikroalg iiretiminde ¢evresel kosullari
kontrol etmenin zorlugunun yani sira,
disarida  yapilan  kiiltiirlerde sik
karsilagilan kontaminasyon problemleri,
kiltiiriin - yapildigt su kolonunda 151k
tabakalasmasinin algal bilylime iizerinde
olusturdugu 151k smirlamas;, 151k
yogunlugundaki  giinlik  degisimlerin
yanisira mevsimsel ve cografik farkliliklar
karsilasilan giigliikklerdendir.

Kirmiz1 alglerden  Porphyridium
cruentum (Rhodophyta), tek miisilajl
diizensiz koloniler halinde birlesmis halde
bulunabilir (Vonshak, 1988). Hiicreler
yiliksek diizeyde siilfatli sekerleri iiretirler
(Sing ve dig., 2000; Vonshak, 1988).
Sekerler 6zellikle biiylimenin durgunluk
fazinda ve azotun smirli oldugu ortamda
daha yiiksek miktarda iretilmektedir
(Ramus ve Groves, 1972).

Zengin bir polisakkarit kaynagi
olarak P. cruentum’un ticari potansiyeline
ilk olarak Golueke ve Oswald (1961)
tarafindan deginilmis, ancak o yillarda
algin yigin kiltiirli {izerinde g¢aligmalar
olmadigindan degerlendirilmemistir. Son
yillarda P. cruentum’un disarida tubular
fotobiyoreaktorlerde, agik havuzlarda,
polietilen  ince  borularda  {iretim
denemeleri yapilmaktadir.

P. cruentum ¢ok doymamis yag
asitlerinden (PUFA), EPA
(eicosapentaenoic asit, 20:5w3) ve ARA
(arachidonic asit, 20:4w6) bakimindan

zengindir. EPA son zamanlarda kalp
hastaliklarinda ve yiiksek kolestrol
tedavisinde, kandaki kolestrolii
diigiirmede, romatizma riskinin

azaltilmasinda kullanilmaktadir (Dyerberg
1986; Simopuolus, 1991). Ayrica EPA ve
ARA gibi bazi ¢cok doymamis yag asitleri
insan vucudunda prostaglandinlerin pre-
cursor’'udur ve prostaglandinler yag
metabolizmasi, kalp atis hizi, kan basmnci
lizerinde etkin oldugu bulunmustur.
Astim, romatid artrit gibi alevlenme
donemleri olan atesli  hastaliklarin
tedavisinde, peptik ilserlerde, yiiksek
tansiyonun kontroliinde, kan basmeci ve
yag metabolizmasinin diizenlemesinde
etkilidir.

GLA (gammalineloic asit, 18:3w6)
bazi deri hastaliklarinin, diabetin ve
ireme bozukluklarmin 6nlenmesinde rol
oynadigi saptanmistir (Gunstone, 1992,
1998; Horrobin, 1992). ARA ve DHA
(decasoheksanoic asit, 22:6w3) sinir
sisteminin gelisimini destekledigi (Innis,
1991; Nettleton, 1993; Singh ve Chandra,
1988) ve buna ek olarak retina gelisimi ile
iligkisi rapor edildi (Brown ve dig., 1997).
Cesitli saglik kuruluslar1 (FDA), bebek
gelisimi  {izerinde  olumlu  etkileri
nedeniyle bebek mamasi formiillerini
DHA ve ARA ile giglendirilmesini
tavsiye etmektedirler (Gill ve Valivety,
1997). Sonug¢ olarak insan saglhigmna
yararli etkileri nedeniyle yag asitlerine
kars1 gittikge artan bir talep vardir.

Mikroalg kiiltiirlerinde biyomasin
biyokimyasal komposizyonu ve yag
asitleri degerleri ¢evresel faktorler, besin
ortami ve aydinlatma ile degismektedir
(Brown ve dig., 1993). Hasat isleminden
sonra elde edilen biyomasin 151k, sicaklik,
oksijen, nem ve dzelliklede metal iyonlart
gibi Kkatalizorler ile oksidasyon islemi
baslamaktadir. Oksidasyon iglemini en az
seviyeye indirmek igin biyomasin azot
gazi ile soklanarak dondurulduktan sonra
-40°C ile -80°C arasinda depolanmasi
gerektigi aciklanmaktadir. Ayni sekilde -
40°C yada -60°C de vakum altinda
kurutma islemi olan dondurarak kurutma
yontemini tercih ettiklerini
bildirmisleridir (Vonshak, 1988).
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Bu ¢alismanin amaci P. cruentum’un
dis ortamda ince cam panel biyoreaktorde
yigin kiiltiirleri yapilarak algal biyomas
iiretim performansi ve hasat edilen tiriiniin
farkli kurutma islemlerindeki yag asitleri
kompozisyonu tespit etmektir.

Materyal ve Yontem

Porphyridium cruentum Israil’deki Ben
Gurion Universitesi Mikroalgal
Biyoteknoloji  laboratuarindan  temin
edildi.

P.  cruentum Xiiltirleri i¢in dis
ortamda  kurulan  100x50x20  cm
boyutlarinda 80 It toplam hacme sahip
ince cam panel biyoreaktorler 60 It
doldurularak kiiltiire hazirlandi.
Havalandirma biyoreaktdrlerin alt
kismindan plastik hortumlar uzatilarak
yapildi. Biyoreaktorlerin st kisimlar
bakteriyal kontaminasyon riskini
azaltmak i¢in cam kapaklar ile kapatildi.

Denemenin yapildigi dénemde 12
saat aydinlik 12 saat karanlik olan giines
15181 periyodu vardi. Sicaklik gilindiiz
ortalama 20°C iken gece 9°C’ye kadar
diistii. Denemeler boyunca pH 7,5 £ 1.0
araliginda degisti.

Kiiltiir ortamlart %027 tuzlulukta
filtre edilmis ve otoklavlanmis deniz
suyuna inorganik kimyasallar (MgSO,
(6.6g1", MgCl, (5.6 6gl'), CaCl,
(1.56g.1", KNO; (1.06g.1'",
KH,PO,4(0.076g.1""), NaHCO; (0.046g.1'"),
Fe-EDTA ve Microelementler) eklenerek
hazirlandi (Vonshak, 1988).

Kiiltiirlerde hiicre sayimlarn iki
giinde bir reaktorlerden alinan kiiltiir
orneklerinin ~ Naubaeur (0,1 mm)
hemositometresi ile en az kez
sayllmastyla yapildi.

Algal biyomasin hasadinda 80 It/saat
sizme kapasitesine sahip separator
kullanildi. Elde edilen algal biyomas iki
ayr1 yontem ile kurutuldu. ik deney
grubunda biyomas 37°C’de etiivde 48 saat

iki
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bekletildi. Ikinci grupta ise biyomas
25°C’de oda sicakliginda bir desikatorde
72 saat bekletilerek kurutuldu ve drnekler

-18°C de dondurularak analizler i¢in
saklandi.
Yag  asitleri  metil esterleri

hazirlanmast Lepage ve Roy (1986)°¢e
gore yapildi. Bu yonteme gore; 0,3g kuru
ornek alinarak 5 ml asetil kloriir: metanol
(karistm  1:19  v/v) eklendi. Karigim
80°C’de bir saat bekletildikten sonra
sogultularak iizerine 1 ml su ve 2 ml n-
heptan eklenip tiip karistirma cihazi
(vorteks) ile karistirildi. 2150 g’de 10
dakika santrifujlendikten sonra organik
faz alinarak hazirlanan sodyum siilfath
filtreden gegirildi. Sivi kisim azot gazi
yardimiyla uzaklagtirildiktan sonra metil
esterleri tekrar ¢6ziinmesi i¢in 0,1 ml n-
heptan eklendi. Analiz Varian Star 3400
Cx (USA) gaz kromotografi cihazi ile
yapildi. Dedektoriin - sicakligi, 250°C
sabitlendi. Ayirma islemi 50 m boyunda
0,32 mm ¢apinda 0,2 um film kalinliginda
Chrompack (Hollanda ) CP-Sil 88 kapillar
kolonu ile yapildi. Sicaklik 180°C’den
200°C’ye 4 dakikada, 200°C’de 10 dakika
bekledikten sonra 210°C ye 4 dakikada ve
210°C’den 250°C’ye 14,5 dakikada
yiikselecek sekilde programlandi. Igne
(enjektdr) otomatik olup sicakligr 250°C
olarak ayarlandi.

Bulgular

P. cruentum’un laboratuarda 10 ml’lik
tiiplerden baglayarak 4 litrelik balonlara
kadar arttirilarak kiiltiirleri yapildi. Cam
balonlarda biyomas maksimum hiicre
sayisma  4.0x10°  hiicre sayisina
ulastiginda dis ortama agilama yapildi.
Dis ortamda 60 It kiiltir hacmina sahip
ince cam panel biyoreaktorlerde yapilan
kiiltir 48 gilin devam ettirildi. Kiltiirler
16. gine kadar logaritmik olarak artis
gosterdi ve 17.giinden sonra durgunluk
fazina gecti. Kiltiir durguluk fazinda
20.giinde 20 litre hasat edildi (Sekil 1).
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Sekil 1. P. cruentum’un dig ortamda ince cam panel biyoreaktorlerde yapilan kiiltiiriin hiicre sayis1 (Log,

N/NO) (T‘sareti hasat zamanini belirtir)

Yapilan yag asitleri analizlerinde
her iki kurutma yontemine gore toplam
biyomasmn yiizde yag asitleri degerleri
Tablo 1’de verildi. Toplam biyomastaki
yiizde miktar1 olarak toplam doymus yag
asitleri (TSAT), tek doymamis yag asitler
(MUFA) ve ¢ok doymamis yag asitleri
(PUFA) tespit edildi. TSAT etiivde
%31.01 oda sicakliginda %36.61 olarak
artis  hesaplanirken, MUFA etiivde
kurutma yonteminde %54.16, oda
sicakliginda kurutulanlarda ise %45.98
olarak diisiis hesaplandi. PUFA oda
sicakliginda kurutma yontemi (%17.41),
etivde kurutma (%14.83) yoOntemine
gore daha iyi sonug vermistir (Sekil2).

Doymus yag asitlerinde laurik asit
(12:0), myristik asit (14:0), pentadenoid
asit (15:0), palmitik asit (16:0) ve stearik
asit (18:0) oda sicakliginda kurutuldugu
zaman degerleri daha iyi tespit edildi.
Fakat trideconoid asit (13:0) ve arachidik
asit (20:0) degerleri etiivde kurutma ile
daha iyi sonug verdi.

Cok doymamis yag asitlerinden
ALA (alphalinoleik asit, 18:3w3,) %1.76,
GLA 9%0.51 ve EPA %7.42 en yiiksek
deger etiivde isleminde elde edildi.
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16:4w3 %4.51 ve ODA
(octadecatetraenoik asit, 18:4w3)
%0.64degerleri oda sicakliginda kurutma
islemininde daha yiiksek hesaplandi. Cok
doymamis yag asitlerinden 20:2w6
sadece oda sicakliginda  kurutma
isleminde %0.74 tespit edildi (Sekil 3).
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Sekil 2. P. cruentum’un dis ortamda ince
cam panel biyoreaktorlerde yapilan
kiiltlirdeki biyomastaki doymus yag asitleri
(Saturated, TSAT), tek doymamis yag
asitler (Monounsaturated, MUFA) ve ¢ok
doymamis yag asitleri (Polyunsaturated,
PUFA) etiivde ve oda sicakliginda kurutma
yontemlerine gore toplam yiizde miktarlari.
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Tablo 1. Porphyridium  cruentum’un  dig
ortamda ince cam panel biyoreaktorlerde
yapilan kiiltiirdeki biyomastaki etiivde ve
oda sicakliginda kurutma yontemlerine
gore kurutulmus Orneklerin yiizde (%) yag
asitleri komposizyonlari

Etiivde Oda
Yag Asitleri (%) sicakhiginda

(%)

12:0 0,93 3,33
13:0 3,87 2,28
14:0 5,83 10,17
14:0 isobr. 3,73 1,22
15:0 1,59 1,84
16:0 4,71 6,32
16:0 anteiso 0,00 0,28
16:0 isobr. 0,00 0,65
Fitanico 0,89 1,84
18:0 7,83 8,09
20:0 1,63 0,59
Toplam saturated 31,01 36,61
16:1w7 26,96 35,45
17:1 2,60 2,64
18:1w7 18,14 7,46
18:1w9-¢ 6,47 0,44
22:1w9 0,00 0,00
Toplam MUFA 54,16 45,98
16:4w3 4,51 8,11
18:3w3 1,76 0,50
18:4w3 0,64 1,07
18:3w6 0,51 0,42
20:2w6 0,00 0,74
20:4w6 0,00 0,00
20:5w3 7,42 6,57
22:5w6 0,00 0,00
22:5w3 0,00 0,00
22:6w3 0,00 0,00
Toplam PUFA 14,83 17,41
Toplam w3 14,32 16,25
Toplam w6 0,51 1,16

Toplam w-3 (omega 3) bakimindan
etiivde kurutulmus 6rnekte % 14.32 iken
oda sicakliginda kurutulmus Ornekte
%17.41 olarak hesaplandi. w-6 (omega
6) degerleri etiivde ve oda sicakliinda
kurutulmus oOrneklerde sirasiyla yiizde
degerleri  %0.51,  %]1.16  olarak
hesaplandi (Sekil 4).

Sonug ve Tartisma

Insan sagligina olumlu etkileri yan1 sira
akuakiiltirde daha saglikli larvalar elde
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etmek icin, ¢ok doymamis yag asitleri ve
¢ok doymamis yag asitleri bazli iiriinlere
diinyadaki talep giderek artmaktadir.
Bazi ¢ok doymamis yag asitlerinin
dretim  yontemleri 1iyi  bilinmekte,
digerleri i¢in ticari olarak verimli {iretim

yontemleri lizerine aragtirmalar
yapilmaktadir.
B Etivde Kurutma
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Sekil 3. P. cruentum’un dig ortamda ince
cam panel biyoreaktorlerde yapilan
kiiltiirdeki biyomastaki ¢ok doymamis yag
asitlerinin etiivde ve oda sicakliginda
kurutma y6ntemine gore yiizde miktarlari.
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Sekil 4. P. cruentum’un dis ortamda ince
cam panel biyoreaktorlerde yapilan
kiiltlirdeki biyomastaki ¢ok doymamis yag
asitlerinde toplam w3 ve w6 yiizde
miktarlari.

P. cruentum Ege Universitesi Su
Uriinleri Fakiiltesi (Urla-Iskele)
laboratuvar1 serasinda ince cam panel
reaktdrde kiiltlirii yapildi. Bu ¢alismada
sicaklik gece 9°C’ye kadar diiserken
gindliz  sicaklik  18-20°C  arasinda
degisti. Bu aralikta olusan sicaklik
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degisimlerinin algal biiylimede iizerinde
bir siirlama yaratmadi. Besin ortami ile
tuzluluk %027 diger aragtirmacilar ile
ayni  olacak  sekilde hazirlanirken
ortalama pH 7.5 + 1.0 araliginda degisti.
Sing ve dig. (2000) 1.3 c¢m ile 30 cm
arasinda degisen 151k yolu uzunluga sahip
cam panel reaktorlerde P .cruentum ile
yaptiklart  ¢alismalarinda  optimum
sicaklik 26 £ 1 C° ve tuzlulugu %027
olarak rapor etmislerdir. Ayrica Golueke
ve Oswald (1961), P. cruentum kiltiri
ile yaptiklart c¢aligmalarinda en diisiik
13°C ve en yiksek 31°C sicaklik
araliginda kiiltiiriiniin yapilabildigini ve
optimum sicaklik olarak ise 21-26 °C
olarak bildirmislerdir. Jones ve dig.
(1963) pH araligi olarak 5,2 ile 8,3
arasinda ve optimum tuzlulugu %035 ile
45 arasinda oldugunu saptamislardir.

P. cruentum hiicrelerinin diisiik
pH’da ¢oktirme islemi ile kolay bir
sekilde hasat edilebilecegi
belirtilmektedir (Vonshak, 1988; Guil-
Guerreco ve dig., 2001). Bu calismada
ise hasat iglemi separatdr ile basarilt bir
sekilde yapildi. Bir ¢ok arastirict
oksidasyon islemini en az seviyeye
indirmek i¢in biyomas azot gazi altinda
soklanarak dondurulduktan sonra -40°C
ile -80°C arasinda depoladiklarini ve
kurutma islemini ise -40°C yada -60°C
de vakum altinda kurutma islemi olan
dondurarak  kurutma  yontemi ile
yaptiklarini  bildirilmistir  (Vonshak,
1988; Guil-Guerreco ve dig.,2001 ; Sing
ve dig., 1988; Gimenez ve dig., 1998).
Boylelikle algal pasta i1sisal bir isleme
tabi tutulmadan kurutulmus olmaktadir.

Guil-Guerreco ve dig., (2001) P.
cruentum’un 10 saat sulandirma orani ile
stirekli kiiltiiriinii 20°C sabit sicaklikta ve
CO; kontrolii ile sabit pH’ta (pH 7,60)
tubular fotobiyoreaktérde yapmuslardir.
Biyomas 3500 rpm’de santrifuj yaparak

hasat edildikten sonra dondurulup
kurutularak  -18°C  depolamuslardir.
Dondurarak  kurutulmus  Orneklerde

TSAT %31.2, toplam w-3 %18.3, toplam
w-6 % 42.9 ve PUFA arasinda ARA (%
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347) ve EPA (%18.3) olarak rapor
etmigler. Bu arastirmada Guil-Guerreco
ve dig., (2001) bulgularina oranla PUFA

degerlerinde 6nemli bir diisiis
kaydedilmis iken TSAT degerleri
bakimindan sonuglar birbirine yakin
cikmustir.

Bir ¢ok arastiric1 tarafindan P.
cruentum’un kiiltirini yapilmis, baskin
yag asidi olarak ¢ok doymamis yag
asitlerini rapor etmisler ve EPA ve
ARA’nin %18 ile %23 arasinda
degistigini  bildirmiglerdir  (Vonshak,
1988; Sing ve dig., 1988; Gimenez ve
dig., 1998; Guil-Guerreco ve dig., 2001).
Bu arastirmada, etiivde kurutulan
orneklerin %7.42 EPA igerigine, oda
sicakliginda kurutulanlarin ise %6.57
EPA igerigine sahip olduklar1 ve etiivde
kurutma igleminin daha iyi sonug verdigi
goriildii. Fakat yapilan bu c¢alismadan
elde edilen algal pastanin EPA igerigi
kurutma islemleri sonucunda azalma
meydana geldigi tespit edilmistir. Bu
calismada kullanilan kurutma
islemlerinde  ¢ok  doymamis  yag
asitlerinden EPA agisindan etiivde
kurutma, kurutma siliresinin daha kisa
olmast nedeniyle daha iyi deger
vermistir. Fakat ARA bakimindan zengin
olan P. cruentum’da denedigimiz her iki
kurutma islemlerinde tespit edilemedi. P.
cruentum i¢in denenmis olan bu kurutma
yontemlerinin  uygun olmadig1 tespit
edildi. Bu ¢alismadan elde edilen verilere
gore algal pastanin 1sisal bir igleme tabi
tutulmadan dondurarak kurutma ydntemi
kullanilarak kurutulmasi onerilir.
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