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Bu calismada fitoplankton gruplarinin tespit edilmesinde yaygin olarak kullanilan Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografik (HPLC) ve spektroflorometrik metotlar kiyaslanmistir. Bu amagla Mersin Korfezi — Rodos Adasi arasinda
farkli ekosistemleri temsilen 5 farkli istasyondan 4 farkli donemde (Temmuz-Eyliil 2012 ve Mart-May1s 2013) 152 adet su
ornegi alinarak farkl: tip filtrelere siiziilmiistiir. Klorofil-a, pikoplankton, nanoplankton ve mikroplankton parametreleri
her iki metotla dl¢iilerek kiyaslanmistir. HPLC cihazinin spektroflorometreye gore daha hassas oldugu fakat yontemde
kullanilan GF/F filtrelerin pikoplanktonik hiicreleri tutmada basarisiz oldugu belirlenmistir. Akdeniz gibi pikoplankton
yogunlugunun fazla oldugu denizlerde kullanilan GF/F filtreler, niikleopor polikarbonat filtrelere gore biyokiitle kaybina
neden olarak yanlis okumalara neden olabilmektedir. Toplam klorofil-a ve mikroplankton dlgiimlerinde her iki yontem
birbirleriyle uyumlu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Klorofil-a, Pigment, Pikoplankton, Nanoplankton, Mikroplankton.

Abstract

Comparison of HPLC and Spectrofluorometric Method for Determination of Phytoplankton
Classess

In this study, High Performance Liquid Chromatographic (HPLC) and Spectrofluorometric methods commonly used in
determining of phytoplankton groups were compared. For this purpose, totally 152 water samples were collected in four
different periods (July-September 2012 and March-May 2013) from five stations representing different ecosystems
between Mersin Bay and Rhodes Island filtered by using different types of filters. Chlorophyll a, picoplankton,
nanoplankton and microplankton parameters were compared by using HPLC and spectrofluorometric methods. The HPLC
was found to be more sensitive than the spectrofluorometer, but it was determined that the GF/F filters used in the method
failed to retain the picoplanktonic cells. GF/F filters used in seas where the concentration of picoplankton is high, such as
the Mediterranean, may cause biomass loss as compared to nucleopore polycarbonate filters, causing false readings.
Chlorophyll-a and microplankton measurements were found to be compatible with each other when using both methods.

Keywords: Chlorophyll-a, Pigments, Picoplankton, Nanoplankton, Microplankton.

Giris

Sucul ekosistemlerde fitoplankton tiir ve yontemlerden biri olan mikroskop kullanimi
miktarlar1 direkt ya da dolayli olarak farkl fitoplankton tanimlanmasinda hiicrenin tipi ve
yontemlerle yillardir olgiilmektedir. En eski tiirii goriilerek belirlenebilmektedir. Ote yandan
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mikroskop kullaniminin uzun yillarda kaza-
nilan deneyim ve bilgi birikimi gerektirmesi,
pikoplankton (0.2-2.0 pm) gibi kii¢iik hiicre-
lerin tanimlanamamas1 ve zaman alan bir yon-
tem olmasindan dolay1 alternatif hizli ve gorece
daha kolay metotlar gelistirilmistir. Son yillarda
yaygin olarak kullanilmaya baslanan ve
fitoplankton gruplarinin hizli bir sekilde tespit
edilmesine yarayan fitoplankton belirte¢ pig-
mentlerinin Yiiksek Performansli Sivi Kroma-
tografi (HPLC) teknigi ile olctilmesi mikros-
koba alternatif bir yontem olarak 6n plana
¢ikmaktadir (Jeffrey vd., 1997; Agirbas, 2016).
Fitoplankton kiiltilirleriyle yapilan ¢aligmalara
gore bazi fitoplankton gruplarina 6zgii belirteg
pigmentler tespit edilmistir (Jeffrey vd., 1997).
Ornegin fukoksantin, zeaksantin ve divinil
klorofil a'nin sirasiyla diatom, siyanobakteri ve
proklorokokkus i¢in belirte¢ pigment oldugu
bulunmustur. Bu belirte¢ pigmentler kullani-
larak fitoplankton kompozisyonu ortaya ¢ikari-
labilmektedir. Bilinen bu pigmentler kullani-
larak prokaryotik pikoplankton, Okaryotik
nanoplankton ve mikroplankton olarak ana
gruplar da belirlenebilmektedir (Gibb vd.,
2001; Yicel, 2013; Yiicel ve Uysal, 2017).
Ayrica farkli g6z agikligina sahip filtreler (0.2,
2.0 ve 5.0 um gibi) kullanilarak siiziilen deniz
suyu orneklerinde fitoplankton biyokiitle gos-
tergesi olan klorofil a'nin spektroflorometre'de
Olciilmesi ile de fitoplankton boy gruplari-
kompozisyonu tespit edilebilmektedir. Bu
yontem ile pikoplankton (0.2-2.0 um), nanop-
lankton (2.0-5.0 pm) ve mikroplankton (>5
um)'un fitoplankton kompozisyonuna yaptigi
katki belirlenebilmektedir (Yiicel, 2013).
Yukarida bahsedilen HPLC ve spektroflo-
rometrik yontemler fitoplankton kompozisyo-
nunun belirlenmesinde mikroskoba alternatif
hizli yontemler olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Yiicel, 2013). Fakat mikros-
kop da dahil olmak {izere her yoOntemin

avantajlar1 oldugu gibi dezavantajlar1 da bulun-
maktadir. Bu nedenle mikroskop ile beraber
mikroskopta tanimlanamayan kii¢iik boydaki
fitoplankton tiirlerini tespitinde daha basarili
farkli bir metot kullanilarak bulgular daha
saglikli hale getirilebilir (Agirbas, 2016). Fakat
bu calisma sekli zaman, taksonomi konusunda
uzman aragtirmaci ihtiyact ve ekstra biitge
artisina neden olacaktir. O yiizden HPLC ve
spektrofotometre gibi hizli ve gorece daha basit
yontemlerin kullanilmas1 zaman ve biit¢e agisin-
dan daha uygun olacaktir.

Bu caligmada fitoplankton ¢aligmalarinda
onemli bir asamay1 olusturan kompozisyonunun
belirlenmesinde mikroskoba alternatif olarak
kullanilan HPLC ve spektroflorometrik yontem-
lerin kiyaslanarak incelenmesi ve birbirlerine
kars1 olan avantaj ve dezavantajlarinin ortaya
konulmasi amaglanmuistir.

Materyal ve Yontem

Bu calisma kapsaminda Kuzey Levant
Denizi'nde Mersin Korfezi-Rodos Adasi ara-
sinda farkli 6zellikteki bolgeleri temsilen 5 farkl
istasyondan Temmuz ve Eyliil 2012, Mart ve
Mayis 2013 aylarinda dort farkli mevsimi kapsa-
yan drneklemeler yapilmistir. istasyonlar ODTU
- Deniz Bilimleri Enstitlisi'ne ait R/V Bilim-2
gemisi ile ziyaret edilmistir. Deniz suyu drnek-
leri iizerinde Sea-Bird Electronics marka 911
plus model CTD bulunan ¢oklu su érnekleme
sistemine takili 5 1t kapasiteli Niskin siseleri ile
kiy1 istasyonunda 6 derinlikten (0-40 metre
araliginda) ve acik sularda 8 derinlikten (0-200
metre araliginda) toplamda 152 6rnek alinmistir.
Alinan 6rnekler niskin siselerinden her derinlik
icin 4 adet 2 It'lik kahverengi polietilen
ornekleme sisesine aktarilmistir. Deniz suyu
ornekleri pigment analizleri i¢in gemide bulunan
siizme sistemi kullanilarak diisiik basing altinda
(~5atm)25 mm yarigapl, 0.7 um goz agikli-
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gina sahip Whatman GF/F filtreler ve klorofil a
analizleri i¢in 47 mm ¢apli 0.2, 2.0 ve 5.0 um
g6z acgikligina sahip Whatman niikleopor
polikarbonat filtrelerden siiziilmiistiir. Daha
sonra iizerinde fitoplankton toplanmis filtreler
analiz zamanina kadar siv1 azot igerisinde (-196
°C) saklanmugtir. Kullanilan filtre tiplerine ait
goriintii 6zellikleri Sekil 1'de sunulmustur.
HPLC Analizleri; Pigment analizleri igin
filtreler 6nce 5 ml % 90'lik aseton igeren
santrifij tiiplerine konularak ultra-sonikatorde
par¢alanmis ve bir gece +4 °C'de karanlikta
bekletilmistir. Daha sonra ornekler filtre ka-
lintilar1 ve diger biiytik partikiillerin ¢okmesini
saglamak icin 5 dakika 5000 rpm hizda santrifiij
edilmistir (Barlow vd., 1993). Santrifiij edilen
orneklerden ayrilan ve tiistte kalan kismindan
500 pl 6rnek alip 0.2 pm goz agikligina sahip

Millipore filtreden siiziilerek 500 pl 1M amon-
yum asetat ¢ozeltisiyle karistirilip 100 ul karigim
Thermo Hypersil MOS-2 C8 kolon takil1 Agilent
1100 HPLC cihazina verilerek analiz edilmistir.
Cihaz igerisindeki akis hizi 1ml/dk olarak
ayarlanmistir. Cihaz i¢erisinde mobil faz olarak
iki ¢ozelti (A: me-tanol ve 1M amonyum asetat
(80:20 v/v) ve B: %100 metanol) kullanilmistir.
Analiz sirasinda pigmentlerin birbirinden
ayrilmasi i¢in mobil fazda kullanilan iki ¢ozelti
farkli zamanla farkli miktarlarda karistirilarak
sisteme verilmesi i¢in su sekilde ayarlanmistir;
dakika; % ¢ozelti A; % ¢ozelti B: (0; 75; 25), (1;
50; 50), (20; 30; 70), (25; 0; 100), (32; 0; 100).
Kemotaksonomik 6neme sahip 7 farkli pigment
(Tablo 1) Agilent marka degisken dalga boyuna
sahip detektor yardimiyla 440 nm dalga boyunda
tespit edilmistir (Mantoura ve Llewellyn, 1983).

Sekil 1.Whatman GF/F (A-membrane-solution.com) ve Whatman niikleopor polikar-
bonat (B-fishersci.com) filtrelerin elektron mikroskobundaki goriintiisii.

Tablo 1. Fitoplankton gruplari i¢in kullanilan belirte¢ pigmentler ve bulunduklar1 gruplar

(Jeffrey vd., 1997; Vidussi vd., 2001)

Pigment Belirte¢ Oarak Kullanmilan Grup Ana Gruplar
Zeaksantin Siyanobakteriler Prokaryotik
Divinyl Klorofil a Proklorofitler Pikoplankton
19’-Butanoloksifukoksantin Krizofitler .. .
19’-Heksanoloksifukoksantin Primnesiyofitler Nar(l)okfilgg[llall(tlar
Klorofil b Klorofitler

Fukoksantin Diatomlar Okaryotik
Peridinin Dinoflagellatlar Mikroplankton
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Veri analizi ve pigment konsantrasyonlari
PC-based Chemstation Chromatography paket
programi kullanilarak hesaplanmistir. Cihaz
kalibrasyonu Sigma-Aldrich (klorofil a ve b) ve
VKI-Danimarka (peridinin, 19- butanoyloxy-
fucoxanthin, fukoksantin, 19-hexanoyloxyfu-
coxanthin, zeaksantin, divinyl klorofil a)
firmalarindan temin edilen konsantrasyonlar
belli pigment standartlar1 kullanilarak yapil-
mistir. Cihazin 6lglim hassasiyeti tiim pigment-
ler i¢in 0.005 - 0.007 pg/l araligindadir. Her
pigment konsantrasyonu ayni kosullarda cihaza
verilen pigment standartlarina gore hesaplan-
mistir (Jeffrey vd., 1997).

Olgiilen pigmentler Tablo 1'de listesi
verilen fitoplankton gruplari igin belirteg olarak
kullanilmis ve bu gruplar biiyiikliikklerine gore
lic ana gruba ayrilmistir (Bidigare vd., 1990;
Gibb vd., 2000; Yiicel ve Uysal, 2017). Ana
gruplarin miktar1 belirte¢ pigmentlerin kon-
santrasyonlar1 kullanilarak hesaplanmustir.

Spektroflorometrik Analizler; Klorofil a
(Klo-a)nin spektroflorometrik analizi icin
filtreler 10 ml % 90'lik aseton iceren santrifiij
tiiplerine konularak ultra-sonikatorde pargalan-
mis ve bir gece +4 °C'de karanlikta bekletil-
mistir. Daha sonra 6rnekler filtre kalintilar1 ve
biiytlik partikiillerin ¢okmesini saglamak igin 5
dakika 5000 rpm hizda santrifiij edilmistir.
Santrifiij edilen 6rneklerden HPLC yonteminde
oldugu gibi ayrilan ve istte kalan kismindan 2
ml 6rnek kiivete aktarilarak HITACHI - F-2500
marka spektroflorometre'de Strickland ve
Parsons

(1972) ve UNEP/MAP (2005)'e gore
Olctilerek hesaplamalar1 yapilmistir. Cihaz
kalibrasyonu Sigma-Aldrich firmasindan temin
edilen Klo-a standartlartyla minimum 5 farkl
seyreltme yapilarak hazirlanan standartlarla,
ayni 6rnek o6lglim kosullar1 ve dalga boylarinda
okuma yapilarak yapilmistir. Cihazin 6l¢iim
hassasiyeti 0.01 pg/l olarak belirlenmistir. Ana

gruplarin miktar1 Tablo 2'de verilen sekilde
hesaplanmustir.

Tablo 2. Filtre goz agikligima gore belir-
lenen fitoplankton boy gruplari
(Yiicel, 2013)

Filtre goz Fitoplankton
0.2 -2.0 um Pikoplankton
2.0-5.0 ym Nanoplankton

>5 um Mikroplankton

Gruplar arasindaki olasi iligkilerin ortaya
cikarilmasi i¢in SPSS 22.0 programi kulla-
nilarak Pearson korelasyon analizi yapilmis ve
korelasyon katsayilart ve p degerleri elde
edilmistir.

Bulgular

Bu c¢aligmada fitoplankton gruplarinin
tespit edilmesinde kullanilan HPLC ve spek-
troflorometrik metotlar kiyaslanmistir. Analiz-
lerde toplamda her parametre i¢in iki farkl
yontemle Olgiilerek elde edilen 152 adet verinin
sonucu kiyaslanmistir. Yapilan Ol¢im sonug-
larma gore Klo-a HPLC'de 0-0.578 pg/l
araliginda oOlgiiliirken, spektroflorometre (SP-
EK)'de 0.010-1.365 pg/l araliginda olgiil-
mistlir. Diisitk SPEK sonuglarina gore yiiksek
HPLC olgiimleri kaydedilmistir (Tablo 3, Sekil
2).

Biiyiik hiicrelerin tespitine yonelik yapi-
lan Olglim sonuglarina gore iki yodntemin
sonuglarinin birbirine benzer oldugu belirlen-
mistir (Tablo 3, Sekil 2). Nanoplanktonik
hiicrelerin tespit edilmesinde yaklasik 2 katlik
farklilik bulunmustur. SPEK ile yapilan 06l-
c¢timler HPLC sonuglarindan daha yiiksek ¢ik-
muistir. En kii¢iik grup olan pikoplankton 6l¢tim
sonuglarina gore HPLC ile tespit edilen degerler
SPEK ile 6lgiilen degerlerden 8-10 kat farklh
bulunmustur (Tablo 3).
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Korelasyon analizi sonuglarina gore iki Nanoplankton agisindan diisiik oranda iliski
farkl1 yontemle olgiilen Klo-a ve Mikrop- (p<0.05) saptanirken, pikoplankton agisindan
lankton arasinda yiiksek oranda anlamli pozitif iki yontem arasinda her hangi bir iliski
iliski (p<0.01) bulunmustur (Tablo 4). bulunmamastir.

Tablo 3. Farkli yontemlerle dl¢lilen parametrelerin minimum, ortalama ve mak-

simum degerleri
Parametre HPLC (pg/) Spektroflorometre
Min-Ort-Maks Min-Ort-Maks
Klorofil a OLA -0.065- 0.578 0.010 -0.181- 1.365
Okaryotik Mikroplankton OLA -0.019- 0.613 0.004 -0.044- 0.581
(Mikroplankton)
Nanoplankton OLA -0.020- 0.261 OLA -0.028- 0.473
Pikoplankton OLA -0.025- 0.280 OLA -0.109- 1.16
OLA: Ol¢iim Limitinin Altinda
16 Klorofil a 06- .Mlkroplankton
129 L
; o _cn
= 2
o 0.81 o
- —
o o
T T
0.4
0 T - T T ! 0 T T T
0 0.2 04 0.6 0 0.2 04 0.6 0.8
Spektroflorometre (ug I') Spektroflorometre (ug I')
Nanoplankton Pikoplankton
051 129 .
0.4+ . 1e°
= 08
=0.31 , o
2 | 2 .
S R T 041 .
011" 1 ee v

T T * 0 . f )
0 01 02 03 0 04 02 03
Spektroflorometre (ug I") Spektroflorometre (ug I*)

Sekil 2. Klorofil a ve fitoplankton gruplarin belirlenmesinde iki farkli yontemin
kiyaslanmasi.
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Tablo 4. Degiskenler arasindaki Pear-

son korelasyon tablosu
Degiskenler HPLC SPEK
Klo-a 0.547**
Mikroplankton 0.415%*
Nanoplankton 0.166%*
Pikoplankton 0.102

** P<0.01, *P<0.05, N:152.

Tartisma

Cihaz kalibrasyon hassasiyetlerine veya
yapilan c¢aligmalara goére HPLC cihazinin
SPEK'den daha hassas ve hizl1 6l¢iim sonuglari
verdigi bilinmektedir (Murray vd., 1986). Bu
calismada fitoplankton gruplarinin belirlen-
mesinde taksonomik yaklasgimda yaygin olarak
kullanilan iki yontem (HPLC ve SPEK)
kiyaslanmistir. HPLC yonteminde fitoplankton
belirte¢ pigment sonuclarina gore siniflandirma
yapilirken, SPEK yontemde farkli filtre goz
acikligina sahip niikleopor polikarbonat
filtreler kullanilarak ana gruplar belirlen-
mektedir (Tablo 2, Sekil 1). Bu iki yontem de
Klo-a miktarinin tespit edilmesinde de
kullanilmaktadir. Yapilan bu ve diger ¢alisma-
lara gore toplam Klo-a ve mikroplankton
belirlenmesinde iki yontemin birbiri ile uyumlu
oldugu bulunmustur (p<0.01, Tablo 4). Fakat
Ol¢iimii yapilacak hiicre tipleri kiigiildiikge
(nanoplankton ve pikoplankton) iki yontem
arasinda bariz farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir.
Cihaz Olgiim hassasiyetlerinin disinda fitop-
lankton gruplarinin belirlenmesinde HPLC ve
SPEK yontemlerinde ayrica filtre faktorii de
ciddi bir farklilik meydana getirmektedir
(Moréanvd. 1999).

HPLC yonteminde kullanilan cam fibe-
rinden yapilmis GF/F filtreler 0.7 pm goz
acikligina sahiptir. Ote yandan bazi Proklorok-
okkus ve Merismopedia gibi pikoplankton
tirleri 0.7 pm'den kiiciiktiir (Olenina vd.,

2006). Bu nedenle kiigiik pikoplanktonlar GF/F
filtrelerden gegerek biyokiitle kaybina ve yanlis-
eksik Ol¢imlere neden olabilmektedir (Moran
vd., 1999). Akdeniz gibi verimsiz agik sularda
fitoplankton kompozisyonunun % 70'ini
pikoplanktonun olusturdugu diisiiniiliirse, bu
bolgede GF/F kullanilarak yapilan 6l¢iimlerde
pikoplanktonun bir kisminin  siizme islemi
esnasinda kaybedildigi anlasilmaktadir (Li vd.,
1993; Moran vd., 1999; Yiicel, 2013). HPLC'nin
cithaz hassasiyeti daha iyi olmasmna ragmen,
SPEK yonteminde kullanilan 0.2 pm goz
acikligina sahip niikleopor polikarbonat filtreler
kiigiik fitoplankton gruplarmi tutmada GF/F
filtrelere gore daha basarili ve giivenilirdir
(Laxen ve Chandler, 1982; Moran vd., 1999).

Bu dezavantajlar akla orneklerin farkli
g6z acgikligma sahip niikleopor polikarbonat
filtrelere siiziilerek HPLC cihazinda olgiilebile-
cegini getirebilir. Fakat Burford ve Pollard
(1994)'n yaptig1 calismada pigment ektraksi-
yonu strasinda kullanilan asetonun niikleopor
polikarbonat filtreleri tamamen ¢6zerek kolloid
bir yapt meydana getirdigi ve bu yapinin
filtrasyon veya santrifiij yontemiyle elimine
edilemedigini gostermislerdir. Bu sekilde 6rne-
gin HPLC cihazina verilmesi yanlis okumalara
neden olacaktir.

Sonug¢ olarak HPLC ve SPEK kendi
iclerinde biiyiik hiicreler (Mikroplankton) ve
toplam Klo-a belirlenmesinde tutarli olsa da
HPLC'de kullanilan GF/F filtreler kii¢iik hiicre-
lerin tespitinde ¢ok basarili olmadigi anlasil-
mistir. Akdeniz ag¢ik sular1 gibi fitoplankton
kompozisyonunun biiyiikk ¢ogunlugunun 2.0
pm'den kiiclik pikoplanktonik hiicrelerin olus-
turdugu sularda, GF/F tipi filtreler kullanilarak
kompozisyonun belirlenmesi yontemi biyokiitle
kaybia neden olarak yanlis Olglimlere neden
olabilmektedir. Bu nedenle yapilacak calis-
manin amacina ve ¢alisma bolgesine gore uygun
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filtre ve metot secilmelidir. Calismanin ama-
cina gore ve ¢aligilan bolgede daha kesin sonug-
lar elde edilmek isteniyorsa ¢aligma mikroskop
kullanilarak desteklenmelidir.
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Bu ¢alisma TUBITAK-111Y023 numa-
ral1 proje tarafindan desteklenmistir. Prof.
Zahit Uysal ve Prof. Siileyman Tugrul'a
Onerileri ve yorumlari i¢in, ¢alismalarin ger-
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