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OZET

PIGMENT ANALIZINDE KROMATOGRAFIK AYIRMA PARAMETRELERI

Osman AKYUZ

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi
Damsmam: Do¢. Dr. Ertugrul AGIRBAS

Giiney Dogu Karadeniz (Artvin-Giresun) kiyilar1 boyunca Kasim 2014-Agustos 2015 tarihleri
arasinda mevsimsel olarak yiiriitiilen bu ¢alismada pigment analizinde kullanilan ayirma
parametreleri ve pigmente dayali fitoplankton boy gruplarmin zamansal ve alansal degisimleri
aragtirtlmistir. Calisma kapsaminda 12 farkli istasyonda yiizeyden mevsimsel Orneklemeler
gerceklestirilmistir. HPLC-DAD kosullarina bagli olarak gergeklestirilen analizler sonucunda 16
standart bilesigin 38 dakika icerisinde uygun ayirimi elde edilmistir. Ayirma parametreleri ve
¢cozliniirliitk degerleri piklerin ayirmminin %100’e yakin oldugunu gostermistir. Kullanilan
yontemin pigment analizi i¢in gecereli oldugu gortilmiistiir. Pigmente dayali olarak hesaplanan
fitoplankton boy gruplarmin toplam fitoplanktona yaptigi katki pikofitoplankton,
nanofitoplankton ve mikrofitoplankton i¢gin sirasiyla %3-60; %1-60 ve %8-88 arasinda 6nemli
degisim gostermistir. Yiizey suyu ortalama klorofil-a konsantrasyonlar1 2, 8 ve 15 mil igin
sirastyla 0,37-2,67 pg/L, 0,16-2,02 pg/L ve 0,17-1,79 pg/L arasinda degism gosterirken dnce
cikan marker pigmentler peridinin, 19-heksanoloksifukoksantin, fukoksantin, zeaksantin,

klorofil-b ve alloksantin pigmentleri olmustur.

2019, 53 sayfa

Anahtar Kelimeler: Fitoplankton, HPLC-DAD, Pigment, Giiney Dogu Karadeniz.
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ABSTRACT

CHROMATOGRAPHIC SEPARATION PARAMETERS IN PIGMENT ANALYSIS

Osman AKYUZ

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Fisheries
Master Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ertugrul AGIRBAS

In the present study, chromatographic separation parameters used in pigment analysis
phytoplankton size classes depending on pigments from December 2014 to August 2015 were
seasonally investigated along the south-eastern coasts (Giresun-Artvin) of the Black Sea. Along
the 12 stations, seasonal samplings were collected from surface waters. Based on the HPLC-DAD
conditions, an appropriate separation of 16 pigment standard was achieved within 38 minutes.
The separation parameters and the resolution values showed that the peaks were close to 100%.
The used method was validated for pigment analysis. Contribution of phytoplankton size classes
derived from pigments to total phytoplankton in the study area revealed significant changes and
ranged from 3 to 60%; 1 to 60%; 8 and 88% for picophytoplankton, nanophytoplankton and
microphytoplankton, respectively. Surface mean chlorophyll-a concentrations ranged from 0.37-
2.67 pg/L, 0.16-2.02 pg/L and 0.17-1.79 pg/L for 2, 8 and 15 miles, respectively. Besides
chlorophyll-a, peridinin, 19-hexanoloxyfucoxanthine, fucoxanthine, zeaxanthin, chlorophyll-b

and alloxanthine were the most outstangin marker pigments.

2019, 53 pages
Keywords: Phytoplankton, HPLC-DAD, Pigment, South-Eastern Black Sea
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Kromatografi karigimlarin bilesenlerine ayrilmasi i¢in kullanilan bir tekniktir ve
genellikle daha basit yontemler tarafindan ayrilmalar1 miimkiin olmayan karmasik ya da,
kimyasal ve fiziksel 6zellikleri birbirine ¢ok yakin bilesenlerin ayrilmalarina izin veren
bir yontemdir. Bu yontem ilk kez yirminci yilizyilin basinda (1903) Rus botanik¢i Mikhail
Tswett tarafindan gelistirilmis ve isimlendirilmistir. Mikhail Tswett bu yontemi ¢ok ince
ogutiilmiis toz haldeki kalsiyum karbonat ile doldurulmus bir cam kolondan klorofil ve
ksantofil gibi bitki pigmentlerini aymrmakta kullanmistir. Kullandig1 kolonda renkli
bantlar gézlemlemesi bu yontemi renk ve yazi anlamma gelen kelimelerin birlesimi olan

kromatografi olarak adlandirmasina neden olmustur (Skoog vd., 2000).

Kromatografinin esasi, karisimlardaki bilesenlerin iki faz sistemi arasinda
dagilmasidir. Coziicii ve ayirt edici ortam olarak kullanilan bu fazlar, hareketli faz ve sabit
faz olarak adlandirilir. Kromatografik ayirimlar, karisimdaki bilesenlerin hareketli bir faz
yardimiyla, sabit bir fazda degisik hizlarda hareket etmeleri esasina dayanir. Tiim
kromatografik aymrmalarda numune bir gaz, sivi ya da siliperkritik akigkan olabilen
hareketli bir fazda ¢6ziiliir. Daha sonra bu hareketli faz uygun bir sabit faz boyunca
gecirilir. Sabit faz tarafindan giiclii bir sekilde tutulan bilesikler hareketli fazin akisiyla
sadece yavas bir sekilde hareket eder. Ote yandan sabit faz tarafindan zayif bir sekilde
tutulan bilesikler hizlica hareket ederler. Hareketlilikteki bu farkliliklarin bir sonucu
olarak numunenin bilesenleri kalitatif ve/veya kantitatif olarak analiz edilebilen ayr1
bantlar i¢inde ayrilirlar. Bir kantitatif analiz teknigi olan kromatografide amag, anlamli
bir siire iginde iyi bir ayirma yapmaktir. Ayirmay1 etkileyen parametreler, kolon ile ilgili
olanlar; kolonun tiirii, kolonun boyutudur. Hareketli faz ile ilgili olanlar; tiirii, bilesimi,
akis hizidir. Olgiim ile ilgili olanlar; dedektdr tiirii, dalga boyu vb.’dir. Kromatografik
yontemlerin ayrrma mekanizmasina gore smiflandirildiginda dort baghik halinde

bulunurlar;

e Adsorpsiyon kromatografisi

e Dagilma (paylasim) kromatografisi
1



e Iyon-degisim kromatografisi

e Boyut eleme kromatografisi

Kromatografinin daha temel bir siniflandirmasi, kullanilan sabit ve hareketli
fazlarmn tipleri ve fazlar arasinda madde aktarimini saglayan dengelerin cinslerine gore

yapilir. Bunlar;

e Sivi kromatografisi
e Gaz kromatografisi

e Siiper kritik akiskan kromatografisi

Bu isimlerde de gectigi gibi, bu ii¢ teknikte hareketli faz siras1 ile sivi, gaz ve
stiperkritik akiskandir. Sadece sivi kromatografisi hem kolonlarla hem de diiz yiizeyler
iizerinde gerceklestirilebilir. Gaz kromatografisi ve siiperkritik sivi kromatografisi

yalnizca kolonlarda gergeklestirilir (Skoog vd., 2000).

1.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi ( HPLC)

Sivi kromatografi 6zellikle 1s1l kararsiz ve ugucu olmayan 6rnekler i¢in uygulanir.
Bir s1ivida ¢6ziinmiis ayrilacak bilesenler, bir kolon igerisinde bulunan genellikle kat1 bir
destek iizerindeki sabit faz ile siv1 hareketli faz arasinda dagilim davranislar1 arasindaki
farkliliklardan dolay1 kolon boyunca farkli hizlarda gocerler. Kolonu degisik zamanlarda
terkederler ve boylece birbirlerinden ayrilirlar. Sivi kromatografisi; biiylik molekiillerin
boyutlarma goére ayrildiklar1 boyut eleme kromatografisi ve kiiciik molekiillerin
polaritelerine gore ayrildiklar1 adsorbsiyon, dagilma ve iyon degistirme kromatografisi

olarak gruplandirilabilir (Sekil 1).

Daha ¢ok apolar ve orta derecede polar bilesenlerin aywriminda adsorbiyon

kromatografisi kullanilmaktadir (Sekil 1).
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Sekil 1. Sivi kromatografisinde molekiil agirlig1 ve polariteye gore gruplar.

Sivi kromatografisinde bir sivida ¢oziinmiis ayrilacak bilesenler, bir kolon
icerisinde bulunan genellikle kat1 bir destek iizerindeki sabit bir faz ile farkli etkilesmelere
girerek, kolon i¢inde degisik hizlarda ilerler. Kolonu farkli zamanlarda terk ederler ve
boylece birbirinden ayrilirlar. Sivi kromatografisi; Normal faz ve ters faz olarak baslica
iki grupta incelenebilir. Normal faz (NP) durumunda, sabit faz hareketli fazdan daha
polardir ve en az polar analitler ilk elue edilirler (Sekil 2). Analit tutunmasi hareketli fazin

polaritesi arttik¢a azalir (Skoog vd., 2000).

Ters faz kromatografide (RP), sabit faz hareketli fazdan daha az polardir (Sekil 2).
En polar analitler ilk elue edilirler ve analitin tutunmasi hareketli fazin hidrofobikligi
arttikca azalir. Ters faz kromatografide analitler durgun faz ve haraketli faz arasinda

dagilma gosterdigi igin ayrica bir dagilma kromatografi tipindedir (Skoog vd., 2000).
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Sekil 2. Sivi kromatografide kullanilan durgun faz ¢esitleri.

S1v1 kromatografisi yonteminin 6zel bir uygulamasi olan yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) yonteminde sabit faz olarak kullanilan dolgu maddelerinin
tanecik boyutunun kiiciiltiilmesi sonucu hareketli faz ile etkilesen sabit faz yiizey alam

biiyiir ve bu sayede kolonun etkinligi arttirilmis olur (Skoog vd., 2000).

Kisaca HPLC olarak adlandirilan ytiksek performansli sivi kromatografisi analitik
ayirma teknikleri arasmmda en yaygmin kullanilamidir. Yaygin kullanilma sebepleri
duyarhiligi, kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan veya
sicaklikla kolayca bozunabilen bilesiklerin ayrilmasina uygunlugudur. En onemlisi ise
sanayinin bir¢ok bilim dalinin ve toplumun birinci derecede ilgilendigi maddelere genis
bir sekilde uygulanabilirligidir. Bu tip bilesiklere 6rnek olarak amino asitler, proteinler,

niikleik asitler, karbohidratlar, ilaglar ve pestisitler verilebilir.

HPLC finitesi, Sekil 3’de gosterildigi gibi hareketli faz, pompa, ornekleyici
(enjektor), kolon (ve kolon firin1) dedektdr ve data isleyici kistmlarindan olusmaktadir
(URL-1, 2019). Burada tasiyici faz olan sivi, pompalarla kolona basildigindan yiiksek
akis hizindadir. Bu nedenle ayirma daha kisa silirede ve tam olarak gerceklesmektedir.
Ayrilan bilesik, kolon ¢ikisina baglanan uygun bir dedektorle tespit edilip miktariyla
orantili olarak kaydedilir. Yiiksek hizda gergeklestirilen ayirmalarin yapildigi sivi
kromatografi sistemlerine yiiksek basmgli s1vi kromatografi denir (HPLC).
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Sekil 3. HPLC sisteminin diyagrami

Sivi kromatografisinde aymrmaya etki eden degiskenlerden bir tanesi hareketli
fazdur.
Iyi bir hareketli faz:
v’ Sabit fazin 6zelliklerini degistirmemelidir.
Ornekteki bilesenlerin hepsini ¢ozmelidir.
Diisiik viskozitede olmalidir.
Ayrilan bilesenlerden kolayca ayrilabilmeli (kolayca buharlasabilmeli).

Kullanilan dedektore uygun olmali.
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Ekonomik olmali ve istenen saflikta kolayca bulunabilir olmalidir (URL-2,

2019).

Pompaya giden hareketli fazmn kirlilik, partikiill ve gaz kabarciklar1 icermemesi
gerekir. Hareketli faz kullanilmadan once filtre edilmeli ve c¢ozeltide ¢oziinmiis

gazlarindan kurtarilmalidir.

HPLC’ de hareketli faz kompozisyonu analiz boyunca sabit ise buna isokratik akis,
Ote yandan hareketli faz kompozisyonu analiz boyunca zamana goére degisim gdsteren
akislar gradient akis olarak adlandirilir. Gradient akis, analit, durgun faz ve hareketli faz

etkilesimlerinde ayni sistem i¢in analiz boyunca degiskenlik olusturarak ayirimm daha



secimli olarak gerceklesmesine imkan saglar. Sekil 4° de gorildigi gibi yesil ile
gosterilen hareketli faz analizin ilk dakikalarinda azalip sonra sabit degerde bir siire
gecirdikten sonra artarak ilk dakikadaki oranmna getirilmistir. Kirmizi ile gosterilen
hareketli faz ise yesil fazin tamamlayicisi olarak hareket etmektedir (Sekil 4). Hareketli
fazlarin bilesim oranlar1 ilk baslangicta nasil ise sonlarda da aynidir ve son dakikalarda
uzunca bir siire ilk dakikadaki orandadir. Bu durum ardisik analizleri tekrarlanabilir
sekilde ayni olabilmesi i¢in gereklidir. Bu sekilde analizin son dakikasina gelmeden 6nce

kolon bir sonraki analizin baslangi¢ kosulu i¢in sartlandirilmis olur.
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Sekil 4. Gradient akis semasini i¢eren bir kromatogram.

1.2.1. Pompa

Pompanin gorevi, hareketli fazi kontrol edilebilen kararl bir akista ve siirekli olarak
kolona gondermektir. Bilgisayar kontrollii tanimlanmis bir programa gdre pompa, sabit
(izokratik eliisyon) veya degisen (gradient eliisyon) bilesimden olusan bir hareketli fazin
dogru bir sekilde yiiksek basmngla HPLC sistemi iginde hareket etmesini saglar,
degazorden hareketli faz1 ¢cekip, drnekleme ve kolon iinitesine gonderirken bu islemi akig

hizin1 ayarlayarak gerceklestirir.

Akis hiz1 araliklarma gore pompalar analitik, yari-Preparatif ve Preparatif olarak
gruplandirilabilir. Analitik pompalar genellikle 0,1-5mL akis degerleri arasinda
kullanilir. Giiniimiizde ultra ve nano basingli pompalarin kullanilmaya baglamasiyla,

HPLC sistemleri UHPLC ve nHPLC gibi isimlendirilmektedir. Kolon boyutlari, sabit




fazm partikiil boyutu, akis hiz1 ve hareketli faz kompozisyonu gibi bir dizi faktore baglh
olarak, 42000 kPa'ya (yaklasik 6000 psi) kadar caligsma basinci iiretilebilir.

Swvilar ¢ok fazla sikistirilmadigindan dolayr HPLC pompalari tarafindan iretilen
basincin bir patlama tehlikesi olusturmadigina da dikkat edilmelidir. Boylece sistemin
parcalarindan herhangi birisinde meydana gelebilecek bir catlak, sadece ¢oziiciiniin disar1

sizmasi ile sonuglanacaktir. Tabi ki bu gibi kagaklar bir yangin tehlikesi olusturabilir.

Yiiksek basingta yapilan kromatografide, sisteme verilmeden 6nce hareketli fazin
icerisindeki ¢ozlinmiis gazlar uzaklastirilmalidir, aksi halde sistemin diisiik basingli kismi
olan dedektorde, ¢6ziinmiis gazlar (6zellikle hava) kabarcik olusturur. Bu durum,

dedektorden ¢ok hatali degerler alinmasina neden olur.
Her birinin kendine gore iistiinliik ve sakincalar1 bulunan ii¢ tip pompa vardir.

Bunlar; pistonlu pompalar (resiprokal pompa), siringa veya siirgiili pompalar ve

pnomatik veya sabit basing pompalaridir (Skoog vd., 2000).

Outlet °”““’¥L‘
Inlet ' Inlet EI :

Sekil 5. Pistonlu pompalarm (resiprokal pompa) ¢alisma prensibi

Siringa tipi sinirli ¢oziicli kapasitesi ve gradient calismalara uygun degildir. Resiprokal
pompa, mevcut cihazlarda en yaygm kullanilan pompa tipidir. Resiprokal pompalar,
pistonun ileri siiriistinde kolona hareketli fazi gonderir, pistonun geri siiriisiinde ise

hareketli faz1 i¢ hacmine alir (Sekil 5).

1.2.2. Enjektor

Stvi kromatografi kolonlarma 6rnek verme islemi genel olarak iki sekilde
gerceklestirilebilir;
1. Kesintisiz enjeksiyon (yliksek basing altinda)
2. Kesintili enjeksiyon (normal basing altinda)
7



[Ik kullanilan yiiksek basing kromatografi sistemlerinde Ornek, onceleri gaz
kromatografide oldugu gibi, bir enjektdr yardimiyla yiliksek basing altindaki kolona
dogrudan verilirdi. Ancak basing smirlamasi, kagaklarin Onlenememesi, kolon
dolgusunun enjeksiyon sirasinda etkilenmesi gibi nedenler bu tiir enjeksiyon
yontemlerinden vazgegilmesini gerektirmistir. Bugiin “vana” sistemleri kullanilmaktadir.
Vana, merkezde donen bir disk, drnek tiipii (loop), birkag giris ve ¢ikistan olugsmaktadir
(Sekil 6). Ornek tiipii (loop) 10, 20, 50 pL hacimlerde olabilir. Ornek, bir enjektdr
kullanilarak tiip hacminden fazla miktarda enjekte edilir. Ornegin fazlas: tiipten tasip bir

toplama kabinda birikir. Boylece tekrarlanabilir miktarda 6rnegin sisteme verilmesi

saglanir.
Siringadan Smngadan
Kolona /
)
Pompadan Pompadan
Ornegin loop icine enjeksiyon pozisyonu Ornegin kolona enjeksiyon pozisyonu

Sekil 6. HPLC sistemlerinde kullanilan Rheodyne 7125 tipi enjeksiyon vanasi

Ornek tiipiine (loop) siv1 verilmesi islemine yiikleme (load) ad1 verilir. Bu islem
yapilirken hareketli faz vananimn bir bagka kismimdan ge¢ip analitik kolona ulagmaktadir.
Yiikleme isleminden sonra vananin merkezi diski dondiiriilir ve vana enjeksiyon
konumuna getirilir. Bu durumda hareketli faz 6rnek tiiplinden gegmeye baslar ve sivi
analitik kolona siiriiklenir. Iki tip vananim da ( valco, rheodyn ) calisma sistemleri hemen
hemen aynidir. Vana i¢ kisminda kilcal yollar olmasi nedeniyle 6rnegin ve hareketli fazin

mutlak surette partikiillerden arindirilmasi gerekir.

8



1.2.3. Kolon

HPLC de kullanilan kolonlar, yiiksek basinct korumak i¢in paslanmaz celikten
yapilmiglardir. Kolonlar bagtan sona diizgiin bir i¢ ¢apa sahiptirler ve ticari amagli olarak
da degisik biiyiikliikleri mevcuttur. Bir kromatografik sistemin performansi, kolonun
dolgu maddesinin se¢ilmesi ve kullanilmasiyla tayin edilir.

Lyi bir kolon:

v Dolgu maddesi kararli olmalhdir.

v" Hem hareketli faz ¢oziiciilerine hemde ¢ozeltilere karsi inert olmalidir.

v Genis yiizey alanina sahip, diizgiin olarak dagilmis ve hareketli faza kolay
erisebilir acik yapisal ylizeye sahip olmalidir.

v" Yiiksek basing ve yiiksek akis hizlarindan etkilenmemelidir (URL-3, 2019).

Genellikle HPLC’de aymrmalar dagilma tipinde c¢alisir. Dagilma kromatografisi
hareketli ve sabit fazlarinin bagil polarligina bagh olarak iki temel forma ayrilabilir.
Normal faz (NP) durumunda, sabit faz hareketli fazdan daha polardir. Benzer 6zelliklere
sahip maddelerin birbiri iginde dagilma 6zelligi yiiksek oldugu i¢in en az polar analitler
hareketli fazda ¢ok iyi ¢6ziindiiklerinden ilk elue edilirler. Analit tutunmasi hareketli
fazmn polaritesi arttik¢a azalir. Normal faz kromatografide, sabit faz silikajel-polimer ve
iizerine baglanmis —CN, -NO. veya NH> gruplarindan dolay1 polar 6zellik gosterirken
mobil faz polar olmayan ya da diisiik polariteye sahip etileter, kloroform, hekzan vb.

¢oOziicliler ve karisimlarindan olusur.

Ters faz kromatografide (RP), sabit faz hareketli fazdan daha az polardir. En polar
analitler ilk elue edilirler ve analitin tutunmasi hareketli fazin hidrofobikligi arttikca
azalir. Ters faz kromatografide, sabit faz silikajel-polimer ve iizerine baglanmis C18
(oktadesil), oktil, fenil, metil veya etil gruplarindan dolay1 apolar 6zellik gosterirken
hareketli faz polar metanol, asetonitril gibi giiglii organik c¢oziiciilerin sulu veya
tamponlanmig karisimlaridir (Skoog vd., 2004). Benzer ozelliklere sahip maddelerin
birbiri iginde dagilma 6zelligi oldugu i¢in yiiksek polariteye sahip analit hareketli fazda
cok iyi ¢Oziiniir ve sabit fazla az etkilestiginden dolay1 kolondan ilk 6nce ¢ikar. Alikonma

zamanini kisaltmak i¢in mobil fazin polaritesi azaltilir.



Ters faz kolonlar silikondan modifiye edilirler. Silika jelde modifiye olan Oktil
(C8) ve oktadesil (C18) en yaygin kullanilan fazlardir. HPLC kolonlar (genelde 3-5 pum)
dar bir boyut dagilimina sahip kiiciik partikiillerden olusur ki bunlar apolar fonksiyonel
gruplarin kullanimiyla modifiye edilirler. Mikro partikiillii materyaller yiliksek basingta
kolon boyunca pompalanan hareketli faz1 gerekli kilarlar (Skoog vd., 2000).

HPLC calismalarinda sabit faz olarak genellikle silikajel kullanilir. Igerdigi SIOH
gruplari nedeniyle zayif asidik 6zellik gosteren silikajel, bazik 6zellik gosteren bilesikleri
bazlik kuvvetlerine gore tutar. Yani kuvvetli bazlar silikajel kolonlarda zayif bazlara
oranla daha kuvvetli tutunurlar. Silikajel dogrudan dolgu maddesi olarak kullanildig1 gibi

bir kat1 yiizeyine film halindede kaplanabilir (Skoog vd., 2000).

Ters Faz
Oktadesil- —Si-0-Six ~~~~~~~_~_CH; C18
Oktil-  =si-0-Sic_~_~_~_cH, (g
Dimetil- —s-o-si<* €2

'3
Normal Faz
Siyanopropil- =si-o-si._~_cn

Aminopropil-  Zsi-o-si._~_NH,

Sekil 7. Kolon dolgu materyal tipleri

Kolonun verimi, kolon dolgu maddesi, ortalama pargacik ¢api, kolonu doldurmak
icin kullanilan teknikler, kolonun i¢ ¢ap1 ve kolonun i¢ yiizeyinin geometrisi gibi pek ¢ok

faktor tarafindan tayin edilir (URL-2, 2019).

S1vi kromatografi tiirleri kullanilan kolona gore asagidaki gibi smiflandirilir.

1. Adsorpsiyon (Stvi-Kat1) Kromatografi.

2. Dagilma (S1vi-S1v1) Kromatografi.

3. Iyon Degisimi Kromatografi.

4. Molekiiler Eleme (Jel) Kromatografisidir.

1.2.4. Dedektor

HPLC’ de dedektor, cihazin en 6nemli kisimlarindan birini olusturur. Kolondan

cikan madde, kolon ¢ikisina yerlestirilen uygun bir dedektor ile Olgiiliir. Dedektor,
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hareketli fazda meydana gelen fiziksel ve kimyasal degisiklikleri izleyerek kalitatif ve

kantitatif analiz yapilmasima izin veren elektronik araglara denir.

Dedektor se¢imi dogru ve hasssas bir analiz yapabilmek icin ¢ok Onemlidir.
Dedektorlerin bazilart numunedeki tiim bilesenlere karsi duyarliyken, bazi dedektorler
ise bilesenlerden sadece belli 6zelliktekilere karst duyarhidir. Bir dedektdrde bulunmast

gereken 6nemli karakteristikler:

Duyarlilik,

Dogrusallik,

Universal ve segici cevap,

Kosullarm degisiminden ekilenmeme,

Numuneyi tahrip etmeme,

AN N N N NN

Ucuzluk ve kolay kulanim’dur.

Ornek bilesenleri kromofor gruplar yani UV veya goriiniir alandaki 15181
absorplayan fonksiyonel gruplar igeriyorsa ilk tercih dogal olarak UV-VIS detektor
olacaktir. Bununla birlikte bir veya daha fazla bilesen UV-VIS 15181 absorblamiyorsa
alternatif detektorler de diisiiniilmelidir. Ornegin kimyasal yapisma ve metodun
gereksinimlerine gére UV-VIS, kirilma indisi (RI), floresans (FLD), elektrokimyasal
dedektorler (EC) ve kiitle dedektor (MS) kullanilabilir (Sandra, 2004).

1.2.5. Ultraviyole-Gériiniir Bélge (UV-ViS) Dedektor

Pek ¢ok organik molekiil ve fonksiyonel grup 190 nm’den 800 nm’ye kadar olan
ultraviyole (UV) ve/veya goriiniir (Vis) alanda elektromagnetik enerji absorplar. Tiim
olefinler, aromatikler, CO, CS, -N=0 ve —N = N- gruplar1 i¢eren molekiiller gibi pek ¢ok
bilesik UV bolgede (200-350 A) absorbsiyon yapar; tek veya ¢ift baglar1 (n elektronlar)
vardir ve baglanmamig elektronlar1 bulunur. UV-Vis, elektronik spektrum 100-800 nm
araligini kapsar; 100-200 nm aralig1 Vakum UV, 200-400 nm aralig1 UV (veya yaki UV)
ve 400-800 nm aralig1 goriiniir (Vis) bolgedir. Bir enerji absorpsiyonunun sonucu olarak

atomlar ve molekiiller diisiik enerjili seviyeden (baslangi¢c ya da temel hal) daha yiiksek
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bir seviyeye (uyarilmig hal) gecer. Absorbe edilen elektromagnetik enerji uyarilmis ve

temel haller arasindaki enerji farkina esittir (Jafté ve Orchin, 1964).

Dort tip UV dedektor vardir; sabit dalga boylu, degisken (veya ¢oklu) dalga boylu,
degisken (veya ¢oklu) dalga boylu dispersif, diyot dizili (diode array). Istenilen dalga
boyuna ayarlanarak, bilesiklerin belirlenmesine izin veren dedektorler degisken dalga

boylu dedektorler olarak adlandirilir (Sekil 8).

Referans fotodiod

Doteryum Isin ayric
lamba —;
Ayna .
\y‘ : \\ Ayna
::.'.~ - f 2P
-/, //,’-/ Kargilagtirict
Ayn‘m& /"‘f\/f)tack kiiveti
Fotodioc%

Amplifikator
Sekil 8. Degisken Dalga boylu UV-vis Dedektor.

Tipik UV-VIS dedektor, bir 151k kaynagi, bir monokromator, bir dedeksiyon hiicresi
ve bir dedektor igerir. Isik kaynagi genellikle spektrumun UV bolgesinde elektromagnetik
enerjiyi yayan bir déteryum lambasidir. ikinci bir 151k kaynagi olan tungsten lamba ise
spektrumun VIS bolgesindeki dalga boylar1 i¢in kullanilir. Isik kaynagindan gelen 1s1n
demetini dalga boylarna gbre aywran cihazlara ~monokromatér  denir.
Monokromatorlerdeki slit araliklarinin bir sistemi numune hiicresinde istenen dalga
boylarina odaklanir (Sekil 8). Numune hiicresinden gecen 151, onun bollugunu (siddetini)
kaydeden dedektore ulagir. Modern enstriimanlarda fotodiyodlar kullanilmasina ragmen
dedektor genellikle bir fotocogaltic tiiptiir. UV-Vis dedektorlerde enstriiman dizayni tek
bir dalga boyunda 6l¢iim i¢in uygundur. Ancak, komple bir spektrum istenirse bu tip
enstriimanlarin bazi eksiklikleri vardir. Bir mekanik sistem monokromatdriin donmesini
ve istenen tiim dalga boylarinda tarama yapmasini gerektirir. Bu tip sistem yavas ¢aligir
ve bundan dolay1 bir spektrumun kayd: i¢in olduk¢a biiyiik zaman gereklidir( Jaffé ve
Orchin, 1964).
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Diyor dizili Dedektorde; genis aralikli bir kaynaktan (doteryum lamba gibi) gelen
151k bir akromatik mercek sistemiyle paralellestirilir ve boylece 15181n tamami, holografik
bir 1zgara lizerinde bulunan dedektdr hiicresinden geger (Sekil 9). Boyle bir diizenlemeyle
kaynaktan ¢ikan tiim dalga boylarindaki 1sik o6rnekten gegmis olur. Izgaradan g¢ikan
dagitilmis 151k bir diyot seri iizerine diiser. Diyot serileri, bir silikon kristal tizerine
koseden koseye yerlestirilen bir seri fotodiyot detektdrleri igerir. Her bir diyot
spektrumun dar bir bandini kaydetmek i¢in tasarlanmistir. Diyotlar tiim spektrumun bir
defada kaydedilmesi i¢in uygun sekilde baglanmistir. Bu tip detektorler hareketli
parcalara sahip degillerdir ve ¢ok ¢abuk bir sekilde spektrumu kaydedebilirler.

Islem sonunda her bir diyoda karsilik gelen UV dalga boyundaki kromatogram
¢izilir. Enstriimanlarin ¢ogu, ayirma islemini takiben en az bir diyodu izleyebilecek
sekilde dizayn edilmistir. Boylece aymrma gergeklesirken kromatogram da
cizilebilmektedir. Bu tiir sistemler Ornekteki bilesenlerin dogrudan spektrumlarimi

verdiginden ideal sistemlerdir.

dedektor Yark

filtre
vis lamba

uv lamba

Sekil 9. Diyot-Serili UV dedektor.

1.2.6. Floresans Dedektoru

Daha kisa dalga boyundaki enerji ile uyarilmis olan, fakat daha yiiksek dalga
boyunda radyasyon yayan fonksiyonel gruplara sahip bilesikler, fluoresant bilesikler
olarak adlandirilirlar. Organik maddelerin yaklasik %15’1 fluoresans olusturma

yetenegine sahiptir. Kullanilan 151k kaynagi ksenon lamba olup, duyarliligi UV/VIS
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dedektore gore yaklasik 103 kat fazladir. Bu nedenle eser miktarlardaki maddelerin

analizlerinde kullanilir.

1.2.7. Kiitle Spektrometrik Dedektor

HPLC de analitlerin belirlenmesinde gelinen en biiyiik gelisme, HPLC ile MS
tekniklerinin birlestirilmis olmasidir. Boylece, en duyarli, en secici ve ayn1 zaman da en
genel dedektor olarak MS, kromatografik sistemlerde kullanilmaya baslanmistir. Pek ¢cok

bilesigin tam olarak taninmasi gibi detayli yapisal bilgi verebilir.

HPLC-MS'in GC-MS’ e nispeten baslica avantaji ¢ok daha genis bir yelpazede

bilesiklerin analizini ger¢eklestirebilme kapasitesine sahip olmasidir. Yiiksek polarite
gosteren veya yiiksek molekiil agirlikli termal olarak kararsiz bilesikler hatta proteinler
bile rutin sekilde HPLC-MS kullanilarak tamamen analiz edilebilirler. Temel enstriiman
ornek girisi (bir s1vi kromatografisi), iyonlagma boliimii, kiitle analizci ve dedektor ihtiva

eder (Sekil 10).

Yo Bolluk

100
Kiitle Spektrum

Numune Girigi |[— iyun Kaynag |—| Kiitle Analizcisi Dedeltar = ‘ ‘h ‘
|

m'z

Sekil 10. HPLC-MS enstriimaninin sematik gésterimi.

HPLC kolonunda ayrilan molekiiller, bir iyonlastiric1 araciligiyla iyonize edilerek
kiitle spektrometreye gonderilir. HPLC-MS i¢in kullanilan en yaygm iki iyonlastiric
elektrosprey iyonlastirma (ESI) ve atmosferik basing kimyasal iyonlastima (APCI)’dur.
ESI ve APCI’n her ikisi de iyonlagsmanin atmosferik basingta gerceklestigi yumusak iyon
kaynaklaridir. Iyonlagsma sonrasinda molekiildeki zayif baglar kirilir ve bir seri iyonize
olmus fragman olusur. Bu fragmanlar kiitle spektrometresi tarafindan spektrum tiretmek
{izere ayrilir. Iyonlar dért yol boyunca hizlandirilir ve yollara hem ters hem de dogru

akim uygulanir. Uygulanan gerilimler fragmanlarm yoniinii degistirir. Bu yollar bir kiitle
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filtresi gibi hareket eder. Devaminda 6Glgiilen her bir kiitlenin yogunlugundan kiitle

spektrumu cizilir.

Kiitle spektrumu fragmentasyon teknikleri kullanilmadigi siirece esas olarak
molekiil agirlig1 bilgisini saglar. Miimkiin olan fragmentasyon teknikleri iyonlagma
kaynaginda c¢arpismadan kaynaklanan ayrigma (CID), bir ardisik tipli enstriimanin

carpigsma hiicresinde CID veya iyon yakalama bdliimiindeki fragmentasyondur.
1.3. Gaz kromatografisi

Gaz kromatografisi Isiya karsi kararli ve yeterince ugucu bilesiklerin analizlerinde
kullanilr. Tipik bir modern gaz kromatografi sistemi bir gaz hareketli faz kaynagi, bir

enjeksiyon portu, sabit faz iceren bir aymrma kolonu, bir dedektdr ve bir veri kayit

sisteminden olugmaktadir (Sekil 10).

tagiyicl gaz girigi
sililcon lastike 1T ] no
septum 1 ’7 \
enjekt . —ll - ity
mjektor | | |

| —

detekrir
kolon foum

| frm
;kulrm
Sekil 11. Genel bir gaz kromatografi sistemi.

Kolon boyunca numuneyi ilerletmek i¢in hareketli faz olarak genellikle hidrojen,
helyum ya da azot gibi kimyaca inert gazlar tasiyici gaz olarak kullanilir. Gaz akis hizini
sabit tutmak i¢in akis metreler ve basingdlgerler kullanilir. Kapiler gaz kromatografisi
(CGC), giiniimiizde uygulanan en yaygin gaz kromatografi (GC) formudur. CGC’de
kiiclik i¢ capli (milimetrenin onda birkac1) kapiler sabit faz ile kaphdir. Cogu kapiler
kolonlar dis1 poliimidle kapli eritilmis silikadan yapilmistir. Bu kolonlar esnektirler ve bu
sayede ¢ok uzun bir kolon kiigiik bir bobin halinde sarilabilir (Skoog vd. 2000). Organik
bilesikler kolonda hareketli faz ve sabit faz arasinda farkli dagilma davraniglarindan
dolay1 ayrilirlar. GC kolonlarinda en yaygin sabit fazlar polisiloksanlardir ki onlara fazin

polaritesini degistirmek igin ¢esitli substiitient gruplar eklenir. En apolar sabit faz
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polidimetilsiloksandir ki fenil ve/veya siyanopropil gruplar1 polimerin {izerine eklenerek
daha polar yapilabilir. Cok polar analitler i¢in polietilen glikol (6rnegin Carbowax 20M)
yaygin bir sekilde sabit faz olarak kullanilir. Kolon sicakligi hizli bir sekilde artip
azalabilen bir firmin i¢inde tutulur. Sicaklik arttikca kaynama noktasi diisiik olan
bilesikler yiiksek olanlardan daha erken kolondan ayrilirlar. Bundan dolay1 sicaklik ve
once de ifade edilmis olan sabit faz etkilesimleri gercekte iki ayr1 ayirma kuvvetleridir.
Enjeksiyon sistemi i¢in iki 6nemli gereksinim vardir. Enjeksiyon kromatografik bant
genigslemesine neden olmamali ve analiz edilecek numune kolonun icine kalitatif ve
kantitatif degisime ugramadan tagmmalidir (Sandra, 2004). GC vasitasiyla genis
cesitlilikte bilesikler ve numuneler analiz edilebildigi i¢in ¢esitli enjektorler
gelistirilmistir. Enjektorler evrensel ve secici olmak {izere ikiye boliinebilir. Evrensel
enjektorler; a) direkt, b) split- splitless, c) kolonda soguk ve e) sicaklik programli
buharlagsma (PTV) enjektorleridir (Sandra, 2004). En yaygin enjeksiyon sistemi split-
splitless enjeksiyondur ve mevcut ¢alismada da bu enjeksiyon kullanildigi i¢in yalnizca
bu enjeksiyon metoduna 6zetle deginilecektir. Kapiler gaz kromatografisinde kapiler
kolonun diisiik numune hacminden dolay1 ve bant genislemesinden ka¢cinmak i¢in split
enjeksiyon yaygin sekilde kullanilir. Iki enjeksiyon valfi sayesinde buharlasma
bolimiinde hem tasiyict gaz hem de tasiyict gaz ile numune buharlarini igeren gaz
karisiminin akisi diizenlenir. Buharlasma boliimii 250-300 °C’e kadar 1sitilan bir cam
veya kuartz tiip (6-12 cm uzunlugunda, 34 mm i.d.)’den olusmaktadir. Split
enjeksiyonun en 6nemli dezavantaji numunenin ¢ogu ayrilma ve kaydetmeden Once
sistemden ¢iktig1 i¢cin duyarliliginin sinirli olmasidir. Bu yiizden gerektiginde duyarliligi
yiiksek olan splitless enjeksiyon kullanilir. Bu durumda split valfi enjeksiyon esnasinda
kapatilir ve buharlagma boéliimiinden kolona gonderilir (Sandra, 2004). Dedektoriin amaci
kolonda ayrilmalarindan sonra hareketli fazdaki analitlerin varhigin1 kaydetmektir.
Dedektor bir bilesigin varligi tespit edildiginde elektrik sinyali olusturma kapasitesine
sahiptir. Sinyal var olan analitin miktariyla dogru orantilidir. Dedektoriin en dnemli
ozellikleri duyarhlik, dinamik aralik ve segiciliktir. Kromatografide kosturma esnasinda
bilgisayar dedektor sinyalinden bir grafik tretir. Bu grafige kromatogram denir. Bir
bilesik GC kolonundan dedektore elue edildiginde kromatogramda olusan pik, iiretilen
sinyali temsil eder. Kromatogramda X-ekseni alikonma zamanini, y-ekseni sinyalin
siddetini (bolluk) gosterir. GC’de kullanilan pek ¢cok dedektor tipleri iginde en dnemlileri

alev iyonlagsma dedektorii (FID), elektron yakalama detektoriidiir.
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1.4. Siiper Kritik Akiskan Kromatografisi

Gaz ve stvi kromatografinin en iyi 6zelliklerini tagsiyan mobil fazi siiper kritik
akigkan olan bir kromatografi teknigidir. Siiperkritik, bir maddenin kritik sicakligmin
iizerinde 1sitildig1 zaman elde edilen fiziksel halidir. Kritik sicaklik ise o sicakligin
iistiinde maddenin sivi halde bulunamayacagi bir sicakliktir. Siiperkritik akiskanlarin en
onemli 6zelligi yiiksek yogunluga sahip olmalar1 (0,2-0,5 g/cm®) nedeniyle ugucu

olmayan biiyiik molekiillii iyonlar1 kolay bir sekilde ¢6zmesidir.

Stiperkritik akiskan kromatografinin diger iki kromatografiye gore Ustiinliikleri;
gaz kromatografi ile analiz edilebilecek kadar ugucu olmayan, termal olarak kararsiz
olan, kromofor grup bulundurmadigi i¢in fotometrik dedektorlerin kullanilmadigi
bilesiklerin analizlerine olanak saglamasidir. Ayrica bu bilesiklerin teshisi de duyarliligi
yiiksek olan FID ile kolayca yapilabilmektedir. Siiperkritik kolonlarin, s1vi kromatografi
kolonlardan daha kolay kiitle spektroskopisine baglanmasi ve sivi kromatografiye gore

oldukca kisa analiz zamani1 da 6nemli avantajlar1 arasindadir.

Stiperkritik akigskan kromatografi cihazlari, yiiksek basingli sivi kromatografi
cihazlarina benzemekle beraber tek farki kolon basincinin 6lgiilmesi ve kontrolii i¢in

Onlem alinmasidir.
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Sekil 12. Siiperkritik akigkan kromatografi sistemi.
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1.5. Kromatografide Ayirma Parametreleri

Kromatografik aymrimlar bilesenlerin sabit bir durgun faz ile hareketli faz arasinda

farkli oranda dagilmalar1 sayesinde gergeklesir.

Bilesenlerin fazlar arasi1 dagilma esitligi asagidaki gibi gosterilir:

Amobil — Adurgun (1)

Ayrilacak olan bilesenlerin farkli formlarinda bulunma durumlar1 gézardi edilerek
herbir bilesenin toplam miktarina gore hareketli ve durgun fazlar arasindaki
derisimlerinin oranma dagilma katsayis1 denir (Skoog vd. 2000). Dagilma katsayis1 K ile
gosterilir ve Esitlik-2” deki gibi hesaplanir:

K=o 2
= @

Esitlik-2” de gegen Cd, bilesenin durgun fazdaki derisimi, Cm ise hareketli fazdaki

derisimidir.

Numune enjeksiyonu ile analit pikinin dedektore ulasmasi arasinda gegen siireye
alikonma zamani denir. Alikonma zaman tr ile gosterilir. Kolon boyunca gecen mobil
faz i¢in alikonma zamani 6lii zaman (to) olarak ifade edilir ki bu zaman kolonda hig
tutunmayan bilesenlerin alikonma zamanidir. Alikonma faktorii olarak adlandirilan k'
terimi kolonda analitlerin gb¢ etme orani olarak kullanilir. Bu faktor kapasite faktorii
olarak da kullanilmaktadir (Skoog vd. 2000). Ornegin bir A analiti icin kapasite

faktoriinilin nas1l hesaplanacagi Esitlik-3" de verildi:

K'a=(tra-to)/to 3)

Bir analit i¢in alikonma faktorii k' < 1 oldugu durumda eliisyon ¢ok hizlidir ve bu
durumda analitik alikonma zamanini dogru belirlemek ¢ok zordur. Alikonma faktoriiniin
cok biiyilk oldugu 6rnegin k' > 20 durumunda ise eliisyonun ¢ok uzun zamanda
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gerceklestigi sonucunu ¢ikaririz. Bir analit igin ideal alikonma faktorii 1 ile 5 arasinda
olmalidir. Ancak ayirimi yapilan 6rnegin igerigine gére daha karmasik karigimlarda en

uygun kapasite faktori 2 ile 10 degisebilir.

Secicilik faktori “o” ise iki tiiriin (A ve B) kolondan ayrilmasini tanimlar;

a=ks/Ka (4)

Esitlik-4’ de alikonma faktorii verilen A tiirii kolondan B tiiriinden daha hizli ayrilir

ve boylece secicilik faktorii daima 1°den biiyiiktiir.

Optimum bir ayirma i¢in, keskin ve simetrik pikler elde edilmelidir. Bunun i¢in
bant genisligi olarak adlandirilan piklerin taban genislikleri (Wb) miimkiin oldugunca
kiigiik olmalidir. Bant genisligi ayn1 zamanda kolon etkinliginin bir faktoriidiir. Kolon
etkinligi (N), kolonun teorik tabaka sayisi olarak ifade edilen bir terimdir ve basit¢e kolon

uzunlugunun teorik tabaka yiiksekligine orani olarak tanimlanabilir (Esitlik-5);
N=L/H (5)
Tabaka sayisi, kolonun ¢ok sayida ayr1 tabakalardan olusmus oldugu
varsayimindan yola ¢ikilarak belirlenen teorik bir terimdir. Gergekte kolon iginde bu
sekilde ayrilmis tabakalar yoktur.
Kolon etkinligi N, ayn1t zamanda bir kromatogramdan rahatlikla hesaplanabilir;
N= 16. (tr/ Wp)? = 5,54. (tr/ Wi)? (6)

W= pikin yar1 yiiksekligindeki genisligi @)

Teorik tabaka sayist ya da diger adiyla kolon etkinligi ne kadar biiyiikse kolonda

analitin ayrimi o kadar iyidir.
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Tim bu parametreleri iceren ve iki pikin c¢oziiniirliigiinii ifade eden birim

¢oziiniirliikk R ile ifade edilir ve su sekilde hesaplanir:

R= tro-tr1/ 0,5.(Wh1+Wh2) (8)
Yaklasik olarak Wp1= Wy kabul edilir, 6yleyse formiil

R= tro-tri/ Wh2 olarak kullanilir. 9)

Coziiniirliik degerinin 1 olmas1 %95,4 oraninda ayrimin tamamlandigmi gosterir.
En az R=1,5 olmalidir ki bu noktada ayirim %99,73 diir (Skoog vd. 2000). Coziiniirliik
kolon etkinligi, alikonma faktorii ve segicilik faktoriine bagli olarak degismektedir ve bu
iic parametre kullanilarak da hesaplanabilir. Bu sekilde hesaplana ¢oziiniirligii Rs

semboli ile belirtirsek:

T

o k, +1

(10)

Esitlik-9° da N2 olarak belirtilen sembol ayirimlar1 incelenen iki pikten daha ge¢ elue

edilen pikin kolon etkinligidir. Ayni sekilde k2’ de ikinici pike ait alikonma faktoriidiir.

1.6. Fitoplankton

Fitoplankton besin zinciri yolu ile zooplanktondan, baliklara, kuslara ve memeli
hayvanlara kadar enerjinin aktarilmasinda 6nemli rol oynarlar (Tait ve Dipper, 2001).
Sahip olduklar1 yiliksek fotosentetik kapasiteleri sayesinde yeryiiziindeki birincil tiretimin
yarisini olustururken (Falkowski vd., 2007, Boyce vd., 2010) denizel ortamdaki organik
tretimin neredeyse tamamindan sorumludurlar (Mackas, 2011). Ayni zamanda,
ortamdaki karbondioksit konsantrayonunu etkileyerek pH dengesini saglarken,
antropojenik kaynakli CO2 salimimi biiyiik oranda (1/3) diigiirerek sera gazi etkisini
azaltmaya yardimci olurlar (Takahashi vd., 2002).
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Fitoplanktonik  caligmalar  geleneksel olarak  mikroskop  kullanilarak
yiriitiilmektedir. Bu teknik klasik bir yontem olup, tiirlerin taksonomik 6zelliklerinin
kullanilarak teshisi, hiicre sayilarmin sayilmast ve biyomaslarmin belirlenmesini
kapsamaktadir (Utermohl, 1958; Booth, 1993; Eker-Develi vd., 2008). Ancak, zaman
alan (6rnek hazirlanmasi, ¢oktiiriilmesi vb.) ve ciddi manada uzmanlik gerektiren bir
teknik olmasindan dolay1 mikroskobik hiicre sayimi kisa zamanda fazla sayida 6rnek
calisilmasmna imkan vermemektedir. Ayrica taksonomik olarak dis yapisal ozellikleri

bulunmayan kiigiik fitoplanktonik gruplarin (pikoplankton) teshisinde de sikintilar
yagsanmaktadir (Mackey vd., 1996).

1.7. Fitoplankton Pigmentleri

Klorofil-a fitoplankton biyomasinin belirlenmesinde uzun zamandan beri
kullanilan temel fotosentetik bir pigmenttir (Boyce vd., 2010). Klorofil-a pigmentinin
yanm1 sira fitoplanktonik gruplara 6zgli olan marker pigmentler kullanilarak da
fitoplankton biyomasi ve fitoplanktonik gruplarin katkisi ortaya konulabilmektedir (Uitz
vd., 2006). Ornegin Bacillariophyta (diatom) (Stauber ve Jeffrey, 1988), Cyanophyta
(mavi-yesil algler) (Guillard vd., 1985; Millie vd., 1993) ve Chlorophyta (yesil algler)
(Jeffrey ve Vesk, 1997) icin swrasiyla fukoksantin, zeaksantin ve klorofil-b marker
pigment olarak kullanilmaktadir. Son yillarda, proklorofitler spesifik marker pigment
olan divinil klorofil a ve b'nin (dvCHLa ve b) kullanim1 oligotrofik okyanus bolgelerinde
pikofitoplankton yapisinin daha iyi bir sekilde anlagilmasina olanak tanimistir (Gibb vd.,
2001). Ayrica marker pigmentlerin Klorofil-a’ya oranlar1 sayesinde fitoplankton boy
gruplarmin (pikofitoplankton, nanofitoplankton ve mikrofitoplankton) oransal dagilimi
da belirlenebilmektedir (Gieskes ve Kraay, 1983; Wright ve Jeffrey, 1987; Wright vd.,
1996; Obayashi vd., 2001, Ediger vd., 2006).

Klorofil-a diger pigmentlere gore daha cabuk sentezlenip pargalanabilen bir
pigment oldugu i¢in dis cevrede meydana gelen degisimlere ¢ok hizli tepki verebilmekte
ve bundan dolay: temel pigment olarak degerlendirilmektedir. Diger taraftan aksesuar
pigmentler alg gruplarmin fizyolojik durumu ve taksonomik kompozisyonu hakkinda
bilgi verebilmektedir. Pigmentlerin bu o6zelliklerinden yola ¢ikilarak fitoplanktonik

gruplar1 taksonomik olarak tanimlamada cesitli “pigment indeksleri” kullanilmaktadir.
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Bu amagla yaygin olarak ve fitoplanktonik gruplari temsilen yedi ana pigment
(fukoksantin, peridinin, 19’-Heksanoloksifukoksantin, 19’-Butanoloksifukoksantin,
Alloksantin, Klorofil-b ve Zeaksantin) kullanilmaktadir. Biitiin bunlarin toplami
“diyagnostik pigment” (DP) olarak tanimlanir ve bu oranlar agsagidaki formiillerle ifade

edilmektedir (Uitz vd., 2006);
DP = (Fuc) + (Per) + (Hex) + (But) + (Allo) + (Chl b) + (Zea) (11)
Bu formiilde DP tiim “diyagnostik pigmentlerin” konsantrasyonlar1 toplamini

temsil eder. Fitoplankton boy gruplarim1 (pikofitoplankton, nanofitoplankton ve

mikrofitoplankton) tanimlamak i¢in asagidaki esitlikler kullanilir;

Pikofitoplankton= (Chl b) + (Zea) / DP (12)
Nanofitoplankton= (Hex) + (But) + (Allo) / DP (13)
Mikrofitoplankton= (Fuc) + (Per) / DP (14)

Farkli fitoplanktonik gruplar bulunduklar1 ortamin trofik seviyesi hakkinda bilgi
verirken (Barlow vd., 2004), ayn1 zamanda gruplara 6zgii olan marker pigment oranlar1
ve indeksleri kullanilarak farkli biyo-cografik gegis bolgelerinin ve su kiitlelerinin yapisi
belirlenebilmektedir (Gibb vd., 2000). Son 15 yilda, pigmente dayali fitoplankton
kemotaksonomisi fitoplankton popiilasyonlarinin dagiliminin ve kompozisyonunun

anlagilmasinda 6nemli katkilar yapmaistir. (Gibb vd. 2001).

Dinamik bir yapiya sahip olan Karadeniz’de fitoplankton yapisi 6nemli oranda
degisirken, gruplarin bloom zamanlarinda 6nemli fenolojik degisimler kaydedilmistir.
Kiigiik boy grubundaki fitoplanktonik gruplarm donemsel basknliklar1 bir¢ok arastirmaci
tarafindan rapor edilmistir. Bu ¢alisma ile Giiney Dogu Karadeniz kiyilarinda (Artvin-
Giresun) yiizey suyundan (<5 m) alnan deniz suyu Orneklerinde yapilan pigment
analizlerinde kromatografik ayirma paramterlerinin test edilmesi amaglanmistir. Ayrica,
ayirma paramterlerine gore pigmente dayali fitoplankton boy gruplarinin zamansal ve

alansal olarak degisiminin belirlenip belirlenemyecegi de arastirilmistir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal ve Yontem

2.1.1. Calisma Sahasi

Bu ¢alisma, Giiney Dogu Karadeniz (Artvin-Giresun) kiyilar1 boyunca belirlenen
farkli karakterdeki 12 adet istasyonda (2, 8 ve 15 deniz mili) yilin doért mevsimini
kapsayacak sekilde yiiriitiildii. Bunun i¢in Kasim 2014, Subat 2015, Mayis 2015 ve
Agustos 2015 tarihlerinde, Giresun kiyisindan 2 ve 8 deniz mili mesafesinde (G2 ve G8),
Trabzon kiyisindan 2, 8 ve 15 deniz mili mesafesinde (T2; T8 ve T15), Camburnu
kiyisinda 2 ve 8 deniz mili mesafesinde (C2 ve C8), Pazar kiyisindan 2, 8 ve 15 deniz
mili mesafesinde (P2, P8 ve P15) ve Kemalpasa kiyisindan ise 2 ve 8 deniz mili
mesafesinde yiizey suyu ornekleri alindi (Sekil 13). Ornekleme istasyonlarma ait
koordinat bilgileri Tablo 1’de sunuldu.
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Sekil 13. Ornekleme istasyonlari.
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Tablo 1. Ornekleme istasyonlarina ait derinlik ve koordinatlar.

Istasyon Ad1 Derinlik (m) Enlem Boylam

G2 650 41°01°51”’K 41°01°51”D
G8 1300 41°06°07"K 38°34°39”D
T2 400 41°10°24”K 39°25°23”D
T8 500 41°15°37°K 39°21°07°D
T15 1500 41°21°04”K 39°15°27”°D
C2 400 40°59°44”K 40°14°27°D
C8 750 41°04°02”K 40°07°46”D
P2 450 41°14°27°K 40°54°32”D
P8 1500 41°19°28”K 40°49°09”D
P15 1700 41°24°33”K 40°42°52”D
K2 120 41°31°48”K 41°30°29”D
K8 350 41°35’11”K 40°23°42”D

2.1.2. Deniz Cahsmalari

Deniz ¢alismalarinda Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1 Trabzon Su Uriinleri
Merkez Arastirma Enstitiisii biinyesinde bulunan “R/V SURAT ARASTIRMA 1” ve
Recep Tayyip Erdogan Universitesi’ne ait “R/V KARADENIZ ARASTIRMA” arastirma
gemileri kullanilmistir. Deniz suyu ornekleri ylizeyden SBE 32 Carousel 12 siseli su

ornekleme cihazi ile alimmustir (Sekil 14).
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Sekil 14. SBE 25 CTD prob ve SBE 32 Carousel 12 siseli 6rnekleme cihazi.

2.2. Pigmentlerin HPLC-DAD Analizleri

2.2.1. Orneklerden Pigmentlerin Ekstraksiyonu

HPLC ile pigment analizleri Mantoura ve Llewelyn (1983)’iin 6nerdigi yonteme
gore yapilmustir. Istenilen derinlikten alman deniz suyu 6rnekleri (1 L) koyu renkli
polietilen siselere alindiktan sonra diisiik vakum altinda (0,5 atm den daha az) 47 mm
capli GF/F filtrelerden siiziilmiistiir (Sekil 15). Daha sonra filtreler analiz asamasina kadar
s1v1 azot igerisinde (-196°C) muhafaza edilmistir (Sekil 16). Analiz 6ncesi GF/F filtreler
% 90’lik 5 ml “HPLC safliginda” aseton igerisine konularak ekstraksiyon islemi
yapilmustir. Hiicrelerin pargalanmasi ultrasonikatdr (1 dakika i¢in 60 Hz) yardimu ile
saglanarak ekstraksiyon hizlandirilmistir (Sekil 17a). Ekstraksiyon sonrast 6rnekler bir
gece karanlik ortamda buzdolabinda (+4°C) muhafaza edilerek ekstraksiyonun daha iyi
olmasi saglanmistir. Daha sonra drnekler analiz 6ncesinde 3500 rpm devirde 10 dakika

slireyle santrifiij edilerek hiicresel parcalarin ortadan kalkmasi saglanmistir (Sekil 17b).
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Sekil 16. GF/F filtrelerin s1v1 azot igerisinde muhafazasi.

26



Sekil 17. Analiz 6ncesi ekstraksiyon (a) ve 6rneklerin santrifiij edilmesi (b).

2.2.2. HPLC-DAD Kosullan

HPLC analizleri C8 kolon (Thermo Hypersil MOS-2 C8; 150 x 4,6 mm; 3 pm
particle size; 120A pore size ve %6,5 carbon loading) ve DAD (Diode Array Dedektor)
dedektor kullanilarak RTEU Su Uriinleri Fakiiltesi’nde bulunan SHIMADZU marka
HPLC cihazi ile gergeklestirilmistir (Sekil 18). Analiz i¢in, ekstrakt igerisinden 500 pl
ornek alinarak 0,2 pm lik millipore filtrelerden siiziiliip ve 500 ul 1M Amonyum Asetat
iyon ¢ozeltisiyle karistirilmistir. Otomatik 6rnekleyici yardimiyla alinan 100 pl tamponlu
ekstrakt HPLC sistemine enjekte edilerek analiz baglatilimistir. Pigmentlerin lineer egimli
¢ift mobil faz sistem kullanilarak ayrilmasi saglanmistir. Mobil fazlar metanol ve 1 M
amonyum asetattan (80:30 v/v) olusan mobil faz A ve % 100 metanol’den olusan mobil
faz B’den olugsmaktadir. Pigmentlerin pik alanlar1 1 ml/dk’lik diisiik akim altinda lineer
egimle belirlenmistir (dakika, % mobil faz A, % B mobil faz): (0; 75; 25), (1; 50; 50),
(20; 30; 70), (25; 0; 100), 32; 0; 100). Analiz sonras1 verilerin degerlendirilmesi LC

solution yazilimi ile yapilmistir.

Pigment konsantrasyonlar1 asagidaki denkleme gore hesaplanmistir;
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Ap x Vext x 10
Cp = —mmmmmmmmmm e (15)
B x Vflt x Vinj x 1000 x Rf

Cp (ngL™) = Pigment konsantrasyonu,

Ap (mAU*s)= Pik alani,

Rf (ngmAU™)= Kalibrasyon egrisinin egimi (ng kolon™?),

Vfilt (1)= Siiziilen su hacmi,

Vext (ml)= Ekstraksiyon i¢in kullanilan ¢6ziicti hacmi,

Vinj (ul)= Kromotagrafi sistemine enjekte edilen 6rnek hacmi, B= Tampon

seyreltme faktor.
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Sekil 18. Orneklerin HPLC-DAD ile analiz asamasi.
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2.2.3. Standartlar, Validasyon ve Kalibrasyon

HPLC-DAD sistemi her pigment i¢in ticari standartlar (klorofil a, b: Sigma Kolonu;
Klorofil c2, klorofil c3, perid, 19-but, fuco, 19 hex, diadinoxanthin, allo, lutein, zea,
divinil Klorofil-a ve B karoten: VKI, Danimarka) kullanilarak kalibre edilmistir. Klorofil-

a ve marker pigmentler i¢in belirleme sinir1 0,005-0,007 pg/l dir.

2.3. Pigmentlerin HPLC-DAD ile Ayirma Olgiitlerinin Hesaplanmasi

Aymrma Olgiitleri  peridinin, 19-butanoloksifukoksantin, fukoksantin, 19-
heksanoiloksifukoksantin, alloksantin, zaeksantin, klorofil-a ve Kklorofil-b standart
bilesiklerinin karisimlarmin  HPLC-DAD ile analizi sonucunda igin elde edilen
kromatogramdan hesaplanmistir. Herbir standardin kromatogramda belirlenen piklerine
ait alikonma zamani ve pik taban genislikleri kullanilarak c¢oziiniirliikleri hem basitce
yalniz alikonma zamani ve pik genisliginden (R) hem de kolon etkinligi, se¢icilik ve

alikonma faktorii kullanilarak (Rs) belirlenmistir.
2.4. Fitoplankton Boy Gruplar1 (FBG) ve Pigment indeksleri

HPLC analizleri sonucu elde edilen diyagnostik pigment konsantrasyonlari
kullanilarak fitoplankton boy gruplarinin toplam fitoplanktona yaptigi katki (%)

asagidaki esitlikler yardimiyla hesaplanmustir (Uitz vd., 2006);

2DPw=1.41*[Fuc]+1.41*[Per]+1.27*[Hex-fuc]+0.35*[But-fuc]+ 0.60*[Allo] +

1.01*[TChlb] + 0.86*[Zea] (16)
foiko: (1.01*[TChlb]+ 0.86*[Zea])/ ZDPw 17)
frano:(1.27*[Hex-fuco]+0.35*[But-fuco]+0.60*[ Allo])/ZDPw (18)
fmicro: (1.41*[Fuco]+ 1.41*[Perid])/ ZDPw (29)

>DP: Diyagnostik pigmentler toplami
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foico: Pikofitoplankton fraksiyonu (<0.2-2 um)
frano: Nanofitoplankton fraksiyonu (2-20 pum)
fmikro: Mikrofitoplankton fraksiyonu ( >20 pum)

Yukaridaki formiiller ile hesaplanan boy gruplarinin % katki oranlar1 asagidaki

formiiller yardimiyla belirlenmistir.

% Pikofitoplankton=100*fyiko (20)
% Nanofitoplankton=100*fnano (21)
% Mikrofitoplankton=100*fmikro (22)

2.5. Verilerin Degerlendirilmesi

Calisma siiersince elde edilen veriler arasinda istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar
saptamak amaciyla “One Way ANOVA” ve “Tukey” testleri uygulanmistir. Analiz
sonrasinda normal dagilim gostermedigi tespit edilen gruplar i¢cin “Kruskal Wallis” testi
uygulanmistir. (Sokal ve Rohlf, 1969). Parametreler arasindaki ilisikler “Lineer
Regresyon” analizleri ile aciklanmaya ¢alisiimustir. Istatistiksel analizler ve grafikler

SigmaPlot 11.0 ve ODV 4 paket programlariyla yapilmstir.
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3. BULGULAR
3.1. Pigmentlerin HPLC-DAD ile Ayirma Olgiitleri

HPLC-DAD kullanilarak onalt1 adet pigment i¢in piklerin alikonma zamani ve
taban genislikleri kullanilarak aywrma Olgiitleri hesaplanmistir. Pigmentlere ait
kromatogram Sekil 19°da verilmistir. Bu kromatogramda to=3,75 idi. Tablo 2’de bu

fitoplankton standartlar1 i¢in hesaplanan ayirma parametreleri verildi.
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Sekil 19. Pigment standartlarina ait karisimm HPLC-DAD kromatogrami

HPLC-DAD kosullarma bagli olarak gergeklestirilen analizler sonucunda
fitoplankton pigmentleriden olusan 16 standart bilesigin 38 dakika icerisinde uygun
ayirmmi elde edilmistir. Ayirimin Slgiitleri olan teorik tabaka sayisi ve ¢oziiniirlikleri
hesaplanarak tablo 2’de verilmistir. Piklerde taban genisligi ayirimi olumsuz etkileyen
onemli bir faktordiir. Taban genisligi yiiksek olan piklerin hem teorik tabaka sayisi hem
de ¢Oziinlirliigh distktir. Lutein bilesigine ait pik 458193.61 olarak hesaplanan en
yiiksek teorik tabaka sayisina sahip piktir ki bu da taban genisliginin ¢ok kiiciik olmasina
dayanir. En diisiik tabaka sayis1 olarak klorofil-c3 piki ile hesaplanan 1083.98 tane
bulunmustur. Klorofil-c3 yapisinda bulundurdugu 3 kalboksil grubu sayesinde diger
bilesiklere gore en polar yapida bilesik oldugu i¢cin kromatogramda en erken gelen pik
olmustur. Bu da teorik tabaka sayisinin diisiik ¢ikmasimin bir sebebidir. Ortalama teorik

tabaka sayis1 86523.63 tane olup bu deger HPLC ayirmalart i¢in yeterli bir degerdir.
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Cozintrlik degerleri incelendiginde tiim bilesiklere ait piklerin ¢oziiniirliklerinin
1,59’un iizerinde oldugu goriilmektedir. Coziiniirliik degerinin 1,5’den biiyiikk olmast
komsu piklerin aymriminin %100’e yakin oldugunu gostermektedir. Bu durumda tiim

piklerin %100 ayiriminin gergeklestigi tablo 2’deki verilerden anlagilmaktadir.

Tablo 2. Fitoplankton standartlarinin kromatografik ayirma parametreleri.

Standartlar to tr W, Pik Alam N k o R Rs
Chl-c3 3,75 7,02 0,85 6581 1083,98 0,87

Chl-c2 3,75 9,92 1,17 15181 114283 1,65 1,89 2,86 2,47
Peridinin 3,75 13,09 0,50 3634 10915,87 2,49 151 3,78 6,32
19-But 3,75 16,27 0,29 534 51082,28 3,34 1,34 8,08 11,07
Fukoksantin 3,75 17,34 0,46 9130 22837,20 3,63 1,09 286 2,33
19-Hex 3,75 18,98 0,48 3296 25008,79 4,06 1,12 3,48 341
Violaksantin 3,75 20,01 0,31 504 66650,58 4,34 1,07 2,61 3,33

Diadionoksantin 3,75 22,09 0,63 3928 19730,20 4,89 1,13 4,43 3,31
Alloksantin 3,75 24,18 0,39 3048 60271,50 5,45 1,11 4,09 531

Diatoksantin 3,75 25,31 0,27 460 143729,02 5,75 1,06 3,40 4,21
Zeaksantin 3,75 26,32 0,40 1107 67569,19 6,02 1,05 3,01 2,50
Lutein 3,75 27,08 0,16 234 458193,61 6,22 1,03 2,68 4,73
Chl-b 3,75 30,67 0,31 2280 157585,87 7,18 1,15 15,31 11,62
diviniylChl-a 3,75 31,86 0,34 640 139652,35 7,50 1,04 3,67 3,50
Klorofil-a 3,75 32,62 0,48 22614 73893,36 7,70 1,03 1,86 1,59
3-Karoten 3,75 37,33 0,51 2262 85031,47 8,96 1,16 9,49 9,19

HPLC yOntemiyle pigmentlerin aymrma parametrelerinin  deniz  suyu
orneklerindeki degerlerinin degiskenligini incelemek i¢in Kasim 2014, Mayis 2015 ve
Agustos 2015 donemlerinin yiizey sularmin HPLC-DAD kromatogramlarindan
yararlanildi. Kromatogramda ilgili pikin taban genisligi ve alikonma zamani kullanilarak
ayirma parametreleri hesaplandi. Piklerin taban genisliklerinin biiyiik olmasi kolon
etkinligi ve dolayisiyla ¢dziiniirliigiin diisiik oldugunun gostergesidir. Taban genisligi
eliisyon ¢ozeltilerinin igerigi, hareketli fazin akis hizi, kolon materyali ve kolon sicaklig1
gibi parametrelerin iyi se¢imi ile iyilestirilebilir. Bu tez c¢aligmasinda standart
pigmentlerin uygun aywrmm elde edildigi i¢in taban genisliklerinin daha fazla
daraltilmasma ihtiya¢ duyulmadi. Ayrica deniz suyu Orneklerinin HPLC analizlerinin
ayirma parametrelerinin, standart pigmentlerle elde edilen degerlerle yakin olup
olmadiginin arastirilmasi i¢in 3 temsili 6rnek secilerek kromatogramlar: incelendi. Elde

edilen degerler tablo 3-5 da verildi.
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Ayirma parametrelerinden teorik tabaka sayis1 (N) yani kolon etkinligi degeri
pikin alikonma zaman1 ve taban genisligine bagldir. Ote yandan segicilik faktorii (o) ise
komsu piklerin alitkonma faktorlerine (k) baghdir. Coziiniirlik degeri de bu ii¢ degerin
toplam etkilerini icermektedir. Yani ¢oziiniirlik komsu piklerden ne derece ayrilmanin
oldugunun yansittig1 i¢in komsu piki bulunmayan pikler i¢in hesaplanamaz. Segilen 3 aya
ait tablolar incelendiginde, Ornekte tespit edilmeyen piklerin ayirma parametreleri
hesaplanamazken bu piklere komsu olan piklerin de secicilik faktorii ve ¢ozliniirliigliniin
hesaplanamadigi goriilmektedir (Tablo 3-5). Lutein bilesiginin standardina ait pik
458193,61 olarak hesaplanan en yiiksek teorik tabaka sayisina sahip iken Mayis 2015
ylizey suyu orneginde 167394,38 ve Agustos 2015 yiizey suyu 6rneginde ise 114785,44
olarak kolon etkinliginde %50 den fazla diisiis gozlendi. Pik alanlarinin yani
konsantrasyonun artis1 ile pik taban genisliklerinde artis beklenen bir durumdur ve bu da

teorik taban sayis1 ve dolayisiyla ¢oziinlirligl diisiirmektedir.

Tablo 3. Kasim-14 Yiizey suyu fitoplankton igin ayirma parametreleri.

Pigment tr W, Pikalam N k o R Rs
Chl-c3 7,09 0,37 476 5746,78 0,89

Chl-c2 9,99 0,42 2237 9223,39 166 187 7,34 6,97
Peridinin 13,18 0,39 2331 17896,19 251 151 7,87 8,09
19-But _ _ _ _ _ _ _ _
Fukoksantin 17,44 0,41 3393 29672,40 3,65 ND ND ND
19-Hex 19,07 0,38 1983 39443,62 4,09 1,12 4,12 4,23
Violaksantin _ _ _ _ _ _ _ _
Diadionoksantin 22,16 0,33 2000 72162,24 491 _ _
Alloksantin 24,25 0,31 1175 97900,35 547 1,11 6,52 6,73
Diatoksantin 25,36 0,25 280 171402,76 5,76 1,05 4,00 4,53
Zeaksantin 26,36 0,28 553 144938,26 6,03 1,05 3,85 3,63
Lutein _ _ _ _ _ _ _ _
Chl-b 30,67 0,24 273 272599,52 7,18 _ _ _
diviniyl Chl-a _ _ _ _ _ _ _ _
Klorofil-a 32,60 0,41 7555 103145,39 7,70 _ _ _
B-Karoten 37,25 0,42 622 128308,62 894 1,16 11,33 11,19

Luteinin Agustos 2015 orneginin miktar1 pik alanindan da anlasilacagi gibi
standarda gore 3,16 kat daha yiiksektir. Pik alanindaki bu artigin kolon etkinliginin de
3,99 kat diisiisiine neden oldugu goriilmektedir. Ote yandan Mayis 2015 &rnegindeki
luteinin pik alanmnmn, standart luteinin pik alanma ¢ok yakin degerde olmasina ragmen
kolon etkinliginin 2,73 kat diisiik olmasmin 6rnekteki safsizliklardan ileri gelebilecegi

diistiniilmektedir. Klorofil a i¢in elde edilen teorik tabaka sayilarma bakildiginda,
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standardin konsantrasyonunun drneklerden daha yiiksek olmasindan dolay1 6rneklerdeki
pikler ile hesaplanan kolon etkinliginin standarda gdre ¢ok daha yliksek olmasi beklenen
bir durumdur. Diadinoksantinin tablo degerleri incelendiginde de Agustos 2015’ de en
diisiik pik alam1 (262) ve en yiiksek kolon etkinligine (170097,33) sahip oldugu

gorilmektedir.

Tablo 4. Mayis 2015 Yiizey suyu fitoplankton i¢in ayirma parametreleri

Pigment tr W, Pikalam N k o R Rs
Chl-c3

Chl-c2

Peridinin

19-But

Fukoksantin _ _ _ r _
19-Hex 18,44 0,35 359 43885,49 3,92 _ _ _
Violaksantin 20,03 0,37 1109 46133,97 4,34 1,11 4,40 4,27
Diadionoksantin 23,33 0,34 1266 74905,75 5,22 1,20 9,25 9,69
Alloksantin

Diatoksantin _ _ y _ _
Zeaksantin 26,44 0,25 262 186299,70 6,05 _
Lutein 27,31 0,27 287 167394,38 6,28 1,04 3,41 3,27
Chl-b

diviniyl Chl-a  _ _ _ _ _
Klorofil-a 33,39 0,29 1086 215064,06 7,91
3-Karoten

Tablo 5. Agustos 2015 Yiizey suyu fitoplankton i¢in ayirma parametreleri

Pigment tr W, Pikalam N k o R Rs

Chl-c3

Chl-c2

Peridinin

19-But _ _ _ _

Fukoksantin 18,21 0,44 809 2778591 3,86
19-Hex

Violaksantin _
Diadionoksantin 23,10
Alloksantin
Diatoksantin
Zeaksantin _
Lutein 27,10
Chl-b

diviniyl Chl-a  _ _ _ _ _
Klorofil-a 33,13 0,36 923 133235,06 7,84 _ _
3-Karoten 38,13 0,24 148 421228,62 9,17 1,17 16,74 21,30

022 262 17009733 5,16

032 741 11478544 6,23

34



3.2. Pigment Kompozisyonu

Calisma donemi igerisinde pigment kompozisyonu ve konsantrasyonu onemli
degisimler gostermistir (ANOVA, p<0.05). One ¢ikan pigmentler basta klorofil-a olmak
iizere genellikle diyagnostik ve fotosentetik karakerdeki pigmentler olurken
fotoprotektan karakterdeki pigmentlerin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda hatta belirleme
limitinin altinda oldugu dikkat cekmektedir. Bundan dolay: fitoplankton boy gruplarmin
karakterizasyonunda kullanilan pigmentler ve klorofil-a pigmentine ait HPLC 6lgiimleri
Tespit limiti<0,005 pg/L olarak sunulmustur (Tablo 6-9).

Tablo 6. Kasim 2014 donemine ait HPLC pigment konsantrasyonlari.
istasyon Mesafe (nm) Perid 19-But Fuco 19-Hex Allo Zea Chl-b Chl-a

Kemalpasa 2 2,49 <0,005 0,64 0,51 0,53 0,13 0,11 3,23
Pazar 2 2,62 <0,005 0,82 0,49 0,21 0,16 0,20 3,77
Camburnu 2 2,62 <0,005 0,98 0,72 0,22 0,16 0,46 3,58
Trabzon 2 1,85 0,048 1,00 0,64 0,25 0,13 0,47 2,74
Giresun 2 1,10 <0,005 1,22 0,99 0,11 0,16 0,53 3,73
Kemalpasa 8 0,60 <0,005 0,39 0,48 0,05 0,12 0,13 2,40
Pazar 8 2,40 <0,005 1,17 0,26 0,21 0,12 0,28 3,12
Camburnu 8 1,56 <0,005 0,68 0,63 0,18 0,13 0,31 3,47
Trabzon 8 1,31 <0,0056 0,71 0,40 0,22 0,08 0,36 3,04
Giresun 8 0,99 <0,005 0,44 0,50 0,07 0,15 0,18 2,49
Pazar 15 1,75 0,081 0,58 0,46 0,15 0,21 0,22 3,20
Trabzon 15 2,47 <0,005 0,17 0,30 0,37 <0,005 0,80 2,14

Fitoplankton biyomasimnimn bir gostergesi olan ve temel fotosentetik pigment olarak
degerlendirilen klorofil-a kiy1 sularda genellikle yiliksek konsantrasyonlarda olup aciga
dogru gidildikge diisiis gdstermistir. Istasyonlardaki konsantrasyonu genel olarak 0,18-
3,81 pg/L arasinda degisim gostermistir. Klorofil-a pigmentinin yani sira 6ne ¢ikan diger
marker pigmentler sirasiyla; peridinin (0,15-2,62 pg/L), 19-heksanoloksifukoksantin
(0,04-1,54 ng/L), fukoksantin (0,03-1,28 pg/L), zeaksantin (0,06-0,81 pg/L), Klorofil-b
(0,11-0,80 pg/L) ve alloksantin (0,01-0,53 pg/L) pigmentleri olmustur. Diger marker
pigmentler ise daha diisiik konsantrasyonlarda tespit edilmis ve hatta baz1 mevsimlerde

ise hig tespit edilememistir.
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Ornekleme dénemleri acisindan bir degerlendirme yapildiginda Kasim 2014
(sonbahar) ve Subat 2015 (kis) donemlerinin pigment kompozisyonu agisindan daha
zengin oldugu dikkat ¢ekerken bu donemleri Mayis 2015 (ilkbahar) ve Agustos 2015

(yaz) donemleri takip etmistir.

Tablo 7. Subat 2015 donemine ait HPLC pigment konsantrasyonlari.
istasyon  Mesafe (nm) Perid 19-But Fuco 19-Hex Allo Zea  Chl-b Chl-a
Kemalpasa 2 0,64 <0,005 <0,005 1,54 0,43 0,26 0,58 3,32

Pazar 2 0,35 <0,005 0,09 0,22 0,36 0,09 0,52 1,93
Camburnu 2 1,28 <0,005 0,79 0,07 0,45 <0,005 0,16 3,11
Trabzon 2 0,46 <0,005 0,83 0,10 0,25 <0,005 0,25 2,60
Giresun 2 0,39 <0,005 0,51 0,08 0,31 <0,005 0,34 2,38
Kemalpasa 8 0,53 <0,005 <0,005 1,52 0,41 0,2 0,51 3,26
Pazar 8 1,35 <0,005 <0,005 0,46 0,21 0,2 0,40 2,23
Camburnu 8 0,28 <0,005 0,51 0,12 0,34 0,1 0,18 3,14
Trabzon 8 0,69 <0,005 0,63 0,07 0,37 <0,005 0,30 2,41
Giresun 8 0,72 <0,005 1,28 0,32 <0,005 0,15 0,66 3,81
Pazar 15 0,71 <0,005 <0,005 0,29 0,15 0,10 0,29 1,94
Trabzon 15 <0,005 <0,005 0,65 <0,006 0,28 <0,006 0,14 2,71

Bolgesel olarak bir degerlendirme yapildiginda ise 2 deniz mili mesafesinde yer
alan istasyonlar genel anlamda yiiksek pigment konsantrasyonu ile karakterize olurken
donemsel olarak 8 deniz mili mesafesinde yer alan istasyonlar 6ne ¢ikmistir. 15 deniz

mili mesafesinde yer alan istasyonlar ise daha diisiik konstrasyonlarla temsil edilmistir.

Tablo 8. Mayis 2015 dénemine ait HPLC pigment konsantrasyonlart.
Istasyon  Mesafe (nm) Perid 19-But Fuco 19-Hex Allo Zea Chl-b  Chl-a
Kemalpasa 2 0,15 0,101 0,16 0,37 0,06 0,24 0,13 1,21

Pazar 2 0,39 <0,005 0,30 0,09 <0,005 0,08 0,12 0,69
Camburnu 2 <0,005 <0,005 0,33 0,30 0,097 <0,0056 0,48 1,53
Trabzon 2 0,37 <0,005 0,16 0,45 0,14 0,15 0,15 1,83
Giresun 2 0,47 <0,005 0,11 0,11 0,16  <0,005 0,22 1,09
Kemalpasa 8 0,62 <0,005 0,09 0,05 <0,005 0,18 <0,005 0,90
Pazar 8 <0,005 <0,005 0,03 0,10 0,04 0,29 0,11 3,10
Camburnu 8 0,92 <0,0056 <0,006 0,29 <0,0056 0,12 0,26 1,70
Trabzon 8 0,27 <0,005 <0,0056 0,10 0,28 0,12 0,16 1,50
Giresun 8 <0,005 <0,005 0,52 0,12 0,23 0,06 0,17 0,16
Pazar 15 0,39 0,036 0,70 0,56 <0,005 0,24 0,15 2,60
Trabzon 15 0,34 <0,005 <0,006 0,08 <0005 0,07 <0,006 0,92
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Tablo 9. Agustos 2015 donemine ait HPLC pigment konsantrasyonlari.
Istasyon  Mesafe (nm) Perid 19-But Fuco 19-Hex Allo Zea Chl-b Chl-a

Kemalpasa 2 0,191 <0,005 0,42 0,12 0,09 081 <0005 242

Pazar 2 0,200 <0,006 0,20 <0,005 <0,0056 0,22 <0,0056 0,58
Camburnu 2 <0,000 <0,005 0,50 0,07 <0,005 0,74 <0,005 191
Trabzon 2 <0,005 <0,005 0,13 0,04 <0005 0,16 <0,005 0,18
Giresun 2 <0,005 <0,005 0,16 <0,005 0,01 0,35 <0,005 0,47
Kemalpasa 8 <0,005 <0,005 0,69 0,06 <0005 0,08 <0005 2,26
Pazar 8 <0,005 <0,005 0,22 0,07 <0,005 0,19 <0,005 0,77
Camburnu 8 <0,005 <0,005 0,33 0,08 <0,005 055 <0,005 1,06
Trabzon 8 <0,005 <0,005 0,11 <0,005 0,01 0,48 <0,005 0,46
Giresun 8 1,60 <0,006 0,35 0,14 <0,005 050 <0,005 1,30
Pazar 15 0,36 <0,005 0,19 0,04 0,04 0,25 <0,005 0,86
Trabzon 15 0,17 <0,005 0,20 0,18 <0,005 047 <0,005 1,09

In-situ klorofil-a profilleri degerlendirildiginde Kasim 2014, Subat 2015, Mayis
2015 ve Agustos 2015 ornekleme donemlerinde konsantrasyonlar: sirasiyla 0,52-2,66
ng/L; 0,66-2,49 ng/L; 0,37-1,32 png/L ve 0,16-0,51 pg/L arasinda degistigi goriilmektedir
(Sekil 20).

Klorofil-a [ug.l-1] @ Derinlik [m]=first Klorofil-a [pg.l-1] @ Derinlik [m]=first

A: Kasim 2014

B: Subat 2015

41.5°N 41.5°N

41°N 41N

40.5°N

40°E 41°E
Klorofil-a [ug.]-1] @ Derinlik [m]=first Klorofil-a [ug.]-1] @ Derinlik [m]=first

C: Mayis 2015

D: AGUSTOS 2015

T

42°N

41.5°N

41°N 41°N

40.5°N 40.5°N

f 39°E A0°E 41°E

39°E 40°E 41°E

Sekil 20. Ornekleme istasyonlarma ait yiizey in-situ klorofil-a konsantrasyonlari,
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Grafiklerden de anlasilacagi tizere Kasim 2014 ve Subat 2015 donemleri bariz bir
sekilde yliksek klorofil-a konsantrasyonu ile karakterize olmustur. Klorofil-a haritasina
bakildiginda kiyisal bolgelerin daha iiretken oldugu ve istasyonlar agisindan ise sonbahar
mevsiminde Pazar ve Giresun istasyonlari, kis doneminde ise Pazar ve Camburnu
istasyonlar1 yiiksek klorofil-a ile karakterize oldugu goriilmiistiir. Alansal bir
degerlendirme yapildiginda ise kiyisal bolgelerin (2 mil) klorofil-a agisindan daha zengin
oldugu ve ylizey suyu ortalama klorofil-a konsantayonlarinin 2, 8 ve 15 mil i¢in sirastyla

0,37-2,67 ng/L, 0,16-2,02 pg/L ve 0,17-1,79 pg/L arasinda degistigi tespti edilmistir.
3.3. Fitoplankton Boy Gruplan

Diyagnostik pigmentler kullanilarak hesaplanan fitoplankton boy gruplarinin (piko-
, hano- ve mikrofitoplankton) toplam fitoplanktona yaptiklar1 katkinin (%) mevsime bagl

degisimi sekil 21-23’te sunulmustur.

Pikoplankton [%] @ Derinlik [m]=first

A: Kasim 2014 -‘
42°N .

41.5°N

Pikoplankton [%] @ Derinlik [m]=first

B: Subat 2015 ‘

41°N 41°N

40.5°N 40.5°N

39°E 40°E 41°E 39°E 40°E 41°E

Pikoplankton [%] @ Derinlik [m]=first Pikoplankton [%] @ Derinlik [m]=first

C: Mayis 2015 D: AGUSTOS 2015

42°N

41.5°N

41°N

40.5°N

40°E 41°E 40°E 41°E

Sekil 21. Ornekleme istasyonlarma ait yiizey pikoplankton katki (%) oranlar1.
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Grafikler degerlendiriliginde toplam fitoplanktona katkis1 en fazla olan grup
mikrofitoplankton (%8-88) olmustur. Nanofitoplankton (%1-60) en fazla katki yapan
ikinci grup olurken, pikofitoplankton (%3-60) en az katki yapan grup olmustur.

Mevsimsel bir degerlendirme yapildiginda, pikofitoplanktonun katkis1 sonbahar ve
kis doneminde %35’in altinda kalmustir. ilkbahar mevsiminde artmaya baslayan
pikofitoplankton katkis1 yaz mevsiminde en yiiskek seviyesine ulagmistir (Sekil 21). Orta
derecede katkisi olan nanofitoplanktonik gruplar, en fazla katkiy1 kis (%60) ve ilkbahar
(%41) mevsimlerinde yapmustir (Sekil 22). Bolgede en fazla oranda temsil edilen
mikrofitoplankton katkis1 mevsimsel benzerlikler gosterirken bazi mevsimlerde bolgesel

disiisler seriglemistir (Sekil 23).
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Sekil 22. Ornekleme istasyonlarma ait yiizey nanoplankton katk1 (%) oranlart.
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Gilineydogu Karadeniz’de pigment analizinde kullanilan kromatografik ayirma
parametreleri ve buna bagl olarak hesaplanan fitoplankton boy gruplar1 ve pigment
kompozisyonunun belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen bu ¢alisma Kasim 2014 ve

Agustos 2015 tarihleri arasinda mevsimsel olarak yiiriitilmistiir.

4.1. Pigment Dinamigi

Fitoplankton biyomasmin bir gostergesi olan klorofil-a’nin Karadeniz’deki
dagilimi Tablo 10’da sunulmustur. Karadeniz geneli igin 1964-1986 yillar1 arasinda
ortalama klorofil-a konsatrasyonu 0,15+0,04 ug/L olarak rapor edilmistir (Yunev vd.,
2002). Baska bir ¢calismada ise Karadeniz’in geneli i¢in ortalama klorofil-a degerlerinin
0,59-0,69 ug/L arasinda degistigi bildirilmistir (Kopelevecih vd., 2004). Yilmaz vd.
(1998) Karadeniz’in Anadolu sahilleri i¢in Klorofil-a konsantrasyonunun 1995-1996
yillart i¢in 0,1-1,5 pg/L arasinda degistigini bildirmislerdir. Baska bir ¢alismada ise
Tiirkiye kiyilar1 igin 1996-1998 déneminde yiizey suyu klorofil-a degerlerinin 0,34-0,42
ug/L arasinda degistigi bildirilmistir (Eker-Develi vd., 2003). Ediger vd. (2006)
Giineybat1 Karadeniz i¢in ortalama klorofil-a konsantrasyonun 0,15-1,23 pg/L arasinda
oldugunu rapor etmistir. Agirbas (2010) tarafindan Giineydogu Karadeniz’de yiiriitiilen
caligmada ise yiizey suyu klorofil-a konsantrasyonu kiyr (2 mil) ve agik (8 mil)
istasyonlar i¢in sirasiyla 1,97 pg/L ve 1,84 ug/L olarak rapor edilmistir. Giiney Dogu
Karadeniz Rize sahillerinde yiiriitiilen baska bir ¢alismada ise klorofil-a
konsantrasyonunu 0,34-2,71 pg/L arasinda degistigi tespit edilmistir (Koca, 2014).
Tirkmen (2016) tarafindan Giineydogu Karadeniz ekosisteminde mevsimsel &lgekte
yiiriitiilen calismada ise Kasim 2014-Agustos 2015 donemi i¢in yiizey suyu ortalama
Klorofil-a konsantrsayonlarinin 2, 8 ve 15 mil i¢in sirasiyla 0,37-2,68 pg/L, 0,16-2,04
pg/L ve 0,32-1,79 pg/L arasinda degistigi rapor edilmistir. Aylik peryotlar halinde
yliriitiilen bagka caligmada ise yiizey suyu klorofil-a konsantrasyonlar1 nehir agzi, kiy1 ve
acik istasyonlar i¢in sirasiyla 0,51-3,97 pg/L; 0,16-2,47 ng/L ve 0,18-3,04 pg/L arasinda
degistigi tespit edilmistir (Geng, 2018). Karadeniz (2019) tarafindan ayni1 bolgede ancak
farkli donemlerde yiiriitiilen basak bir caligmada ise ylizey suyu ortalama klorofil-a

degerleri 2, 8 ve 15 mil i¢in swrasiyla 2,61 pg/L, 2,56 pg/L ve 2,23 ng/L olarak tespit
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edilmistir. Mevcut ¢alismada ise ylizey suyu ortalama klorofil-a konsantrasyonlar12, 8 ve
15 mil i¢in swrasiyla 0,37-2,67 pg/L, 0,16-2,02 pg/L ve 0,17-1,79 pg/L arasinda
degismistir.

Tablo 10. Karadeniz’de yiiriitiilen klorofil-a ¢aligsmalar1

Bolge Doénem Klorofil-a (ng/L) Referans
Tiim Havza 1964-1986 0,15 Yunev vd., 2002
1992 0,99
1993 0,26
Tim Havza 1998-2001 0,59-0,69 Kopelevecih vd., 2004
Ukrayna 1991 02-06 Krupatkina ve Berseneva,
1995
Giiney Kar. 1995-1996 0,1-1,5 Yilmaz vd., 1998
Giiney Kar. Temmuz 1997 ve Eyliil 1998 <0,5-1,5 Yayla vd., 2001
Anadolu sahilleri Haziran-Temmuz 1996 0,34 Eker-Develi vd., 2003
Mart-Nisan 1998 0,42
Eyliil 1998 0,40
Kuzeybati Kar. Mayis-Haziran 2001 0,03-1,92 Yilmaz vd., 2006
Giineybat1 Kar. May1s 2001 0,15-1,23 Ediger vd., 2006
Giineydogu Kar. Subat-Aralik 2009
Giineydogu Kar. Kiy1 (2 mil), aylik 1,97 Agirbas, 2010
Giineydogu Kar. Acik (8 mil), aylik 1,84 Agirbas, 2010
Giineydogu Kar. Kiy1 (2 mil), aylik 0,6 Kopuz, 2012
Giineydogu Kar. Kiy1 (1 mil), aylik 0,34-2,71 Koca, 2014
Giineydogu Kar. Kiy1 (2 mil), mevsimsel 1,22 Tiirkmen, 2016
Giineydogu Kar. Kiy1 (8 mil), mevsimsel 0,81 Tiirkmen, 2016
Giineydogu Kar. Kiy1 (15 mil), mevsimsel 0,76 Tiirkmen, 2016
Giineydogu Kar. Nehir Agz1 (0,5 mil), aylik 0,79-3,11 Geng, 2018
Giineydogu Kar. Kiy1 (5 mil), aylik 0,73-2,78 Geng, 2018
Giineydogu Kar. Kiy1 (20 mil), aylik 0,67-2,29 Geng, 2018
Giineydogu Kar. Kiy1 (2 mil), mevsimsel 2,61 Karadeniz, 2019
Giineydogu Kar. Kiy1 (8 mil), mevsimsel 2,56 Karadeniz, 2019
Giineydogu Kar. Kiy1 (15 mil), mevsimsel 2,23 Karadeniz, 2019
Giineydogu Kar. Kiy1 (2 mil), mevsimsel 0,37-2,67 Bu ¢alisma
Giineydogu Kar. Kiy1 (8 mil), mevsimsel 0,16-2,02 Bu ¢alisma
Giineydogu Kar. Kiyt (15 mil), mevsimsel 0,17-1,79 Bu ¢alisma
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Bu caligmadan elde edilen bulgular literatiir verileriyle kiyaslandiginda 6zellikle
bdlgede daha once yiiriitiilen ¢caligmalarla uyumluluk gosterdigi ancak Karadeniz’in diger
bolgelerinde yiiriilen ¢alismalara gore degerlerin yiiksek oldugu dikkat dangekmektedir.
Tespit edilen bu farkliliklar temelde yontem farkliliklarindan  (spektrofotometre,
florometre, floresan Glgiimleri, HPLC ve uydu osinografisi vb.) kaynaklanabilcegi gibi
bolgesel farkliliklar, 6rnekeleme donemi farkliligi, 6rnekleme sikligi, 6rnekleme derinligi
ve ekosistem kosullar altinda degisen fitoplankton kommunite yapist gibi faktorler de
etkili olabilmektedir.

Marker pigmentleri belirlemeye yonelik yiiriitiilen ¢alismalar her gegen giin giderek
artmaktadir (Tablo 11). Giineybat1 Karadeniz’de tek donemde yiiriitiilen bir ¢aligmada
marker pigmentlerden peridinin (0,03-0,33 ug/L), fukoksantin (0,02-0,18 pg/L) ve 19°-
Heksanoloksifukoksantin (0,04-0,19 pug/L) HPLC yontemi ile belirlenmis ve fitoplankton
hiicre bollugu ile arasindaki korelasyon ortaya konulmustur (Ediger vd., 2006). Agirbas
(2010) tarafindan Giineydogu Karadeniz kiyilarinda aylik donemler halinde yiiriitiilen
baska bir c¢alismada ise peridinin, fukoksantin ve 19’-Heksanoloksifukoksantin
konsantrasyonlarinin sirastyla 0,04-0,45 pg/L; 0,06-1,45 pg/L ve 0,04-0,43 png/L arasinda
degisim gosterdigi rapor edilmistir. Koca (2014) tarafindan Giineydogu Karadeniz Rize
sahillerinde yiizey suyunda yiiriitiilen baska bir ¢alismada ise fotosentetik pigmentlerden
diadinoksantin, zeaksantin, Kklorofil-b ve p-Karoten’nin aylik degisimleri ortaya
konulmustur. Artvin-Giresun arasinda mevsimsel olarak yiirtitiilen bagka bir ¢alismada
ise pigment kompozisyonu ve pigmente dayali ftoplankton boy gruplarinin katkis1 ortaya
konulmustur (Tirkmen, 2016). Tiirkmen (2016) ¢alismasinda peridinin, fukoksantin, 19-
Heksanoloksifukoksantin, zeaksantin ve klorofil-b pigment konsantrasyonlarini sirasiyla
0,14-3,48 ng/L; 0,02-2,52 pg/L; 0,02-2,56 ng/L; 0,03-0,09 pg/L ve 0,01-1,67 pg/L
arasinda degistigini rapor etmistir. Geng (2018) tarafindan Giliney Dogu Karadeniz’de
aylik olarak yiiriitiilen caligmada fukoksantin, peridinin ve 19-heksanoloksifukoksantinin
bolgede 6ne ¢ikan pigmentler oldugu ve konsantrasyonlarim sirastyla 0,03-2,94 ng/L,
0,11-2,29 pg/L ve 0,03-1,76 pg/L arasinda degistigi rapor edilmistir. Karadeniz (2019)
tarafindan Giineydogu Karadeniz’de yiiriitillen giincel bir ¢aligmada ise fukoksantin
(0,05-2,55 ng/L), peridinin (0,06-2,45 pg/L), 19-heksanoloksifukoksantin (0,02-2,10
png/L), klorofil-b (0,02-1,62 png/L), 19-butanoloksifukoksantin (0,05-1,40 pg/L),
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zeaksantin (0,01-1,16 pg/L), alloksantin (0,01-0,94 ug/L) ve Klorofil-c2 (0,001-0,75
ng/L) dne ¢ikan pigmentler olmustur.

Bolgede daha once yiiriitiilen calismalar ile mevcut ¢alismadan elde edilen bulgular
kiyaslandiginda benzerlikler (Geng, 2018; Karadeniz, 2019) oldugu gibi bazi
caligmalardan (Ediger vd., 2006; Agirbas, 2010) ise yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Benzerliklerin goriildiigii ¢aligmalar genelde ayni bolgede ve aynmi drnekleme rejimine
sahip ¢alismalar olurken, bolgesel olarak farkli karakterde olan su kiitlelerinde yiiriitiilen
calismalarda ise daha diisiik degerler elde edilmistir. Istasyon farkliliklarinin yanisira
ornekeleme rejimi, 6rnekleme derinligi, 6rnekleme donemi ve ekolojik kosullarda farkli

sonuglar elde edilmesinde etken faktorler arasinda degerlendirilmektedir (Ediger vd.,
2006).

Tablo 11. Karadeniz’de pigment iizerine yiiriitiilen ¢aligmalar

Bolge Per Fuk Hex Diad Zea Chl-b B-Kar Referans
Giineybati1 ~ 0,03- 0,02- 0,04- i § i i Ediger
Karadeniz. 0,33 0,18 0,19 vd., 2006

Gilineydogu 0,04- 0,06- 0,04- 0,01- 0,01- 0,01- 0,01- Agirbas,
Karadeniz 0,45 1,45 043 100 0,77 0,77 0,25 2010
Giineydogu 0,04- 0,07- 0,03- 0,01- 0,02- 0,02- 0,01- Koca,
Karadeniz 0,78 0,90 0,57 061 047 047 0,21 2014

Gilineydogu 0,14- 0,02- 0,02- i 0,03- 0,03- i Tiirkmen,
Karadeniz 3,48 2,52 2,56 0,09 0,09 2016
Gilineydogu 0,11- 0,03- 0,03- i 0,01- 0,01- i Geng,
Karadeniz 2,29 2,94 1,76 1,21 2,13 2018

Giineydogu 0,06- 0,05- 0,02- 0,01- 0,01- 0,01- 0,01- Karadeniz,
Karadeniz 2,45 2,55 2,10 0,16 116 1,16 0,19 2019
Gilineydogu 0,15- 0,03- 0,04- i 0,06- 0,11- i Bu
Karadeniz 2,62 1,28 1,54 0,81 0,80 caligma

4.2. Fitoplankton Boy Gruplari

Calismanin yiiriitiildiigii donem igerisinde pigmente dayali olarak belirlenen
fitoplankton boy gruplar1 (FBG) nin katki alansal ve zamansal olarak 6nemli degigimler
gostermistir. Bolgede mikrofitoplankton (%8-88) 6ne ¢ikarken bunu pikofitoplankton
(%3-60) ve nanofitoplankton (%1-60) takip etmistir. Diinya’nin farkli bolgelerinde ve
Karadeniz’de yiiriitiilen c¢aligmalar incelendiginde sonuglarin farklilik gdsterdigi
goriilmektedir (Tablo 12). Ocak-Subat 2005 déneminde Hint Okyanusunda yiiriitiilen bir
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calismada mikrofitoplankton (%50-90) 06ne c¢ikan temel grup olurken bunu
nanofitoplankton (%210-50) takip etmistir (Uitz vd., 2009). Diger taraftan Atlantik’te
yiriitiilen uzun donemli bagka bir ¢caligmada ise mikrofitoplanktondan (%50-70) sonra
pikofitoplankton (%7-70) kat1 yapan ikinci grup olmustur (Brewin vd., 2010).

Karadeniz’de yapilan c¢alimalar incelendiginde; Tiirkmen (2016) tarafindan
Kasim 2014-Agustos 2015 donemleri arasinda Giineydogu Karadeniz’de yiiriitiilen
caligmada su kolonu igerisinde (fotik bolge) en fazla katki mikrofitoplankton (%8-93)
yaparken nano- ve pikofitoplankton katkisi sirasiyla; %1-92 ve %1-71 arasinda degistigi
tespit edilmistir. Tirkmen (2016) bolgede kis ve ilkbahar ddneminde
mikrofitoplanktonun baskin oldugunu ve yaz mevsiminde yerini pikofitoplanktona
biraktigin1 tespit etmistir. Benzer sekilde Gilineydogu Karadeniz’de ancak farkli
karakterdeki istasyonlarda FBG belirlemeye yonelik yiiriitiilen bir baska g¢alismada
bolgede mikrofitoplanktonun (%8-91) baskin grup olurken nano- ve pikofitoplanktonun
ise hemen hemen esit oranlarda katki yapmustir (Geng, 2018). Arastirmaci
mikrofitoplanktonun nehir agzmna yakin istasyonlarin tamaminda ve agikta yer alan
istasyonlarinda ise ylizey sularinda baskin oldugunu, nanofitoplanktonun kiy1 ve agik
sularin yiizey tabakalarinda ve kismen fotik bdlgenin alt sinirlarinda daha fazla katki
yaptigini ve pikofitoplanktonun ise ag¢ik istasyonlarda ve yiizey alt1 derinliklerde daha
yiiksek oranlarda temsil edildigini gbzlemlemistir. Karadeniz (2019) tarafindan ayni
istasyonlarda ancak farkli donemlerde yiiriitiilen ¢alismada ise mikrofitoplankton baskin
grup olurken bunu sirasiyla nano-ve pikofitoplankton takip etmistir. Mevsimsel olarak
bolgede mikrofitoplankton sonbahar ve kis doneminde one ¢ikarken nanofitoplankton

ilkbahar doneminde ve pikofitoplankton yaz doneminde 6ne ¢ikmustir.

Mevcut calismadan elde edilen bulgular literatiir bulgulariyla kiyaslandiginda
bblgede daha once yliriitiilen ¢alismlara ile benzerlik gosterdigi anlasiimaktadir. Ancak
diger denizlerde yiiriitiilen ¢caligmalara gore (Brewin vd., 2010; Uitz vd., 2009) farkliliklar
bulunmaktadir. Tespit edilen bazi farkliliklarin bolgesel (kiyi, acik deniz, okyanus)
donemsel farkliliklar, 6rnekleme derinligi, 6rnekleme peryodu ve ¢alisma bolgesinin
trofik durumu (oligotrofik, mesotrofik ve 6trofik) gibi farkliliklardan kaynaklanabilecegi

degerlendirilmektedir.
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Tablo 12. Pigmente dayali fitoplankton boy gruplarinin belirlendigi ¢aligmalar

Bolge Dénem Piko (%0) Nano (%) Mikro (%)  Referans
Hint Uitz vd.,
Ocak-Subat 2005 2-20 10-50 50-90
Okyanusu 2009
. Brewin vd.,
Atlantik 1997-2004 7-70 20-60 50-70
2010
Giineydogu Tiirkmen,
] Kasim 2014-Agustos 2015 1-71 1-92 8-93
Karadeniz 2016
Giineydogu .
) Mayis 2015-Nisan 2016 2-70 1-70 8-91 Geng, 2018
Karadeniz
Giineydogu Karadeniz,
] Kasim 2015-Agustos 2016 2-60 3-77 5-90
Karadeniz 2019
Giineydogu
) Kasim 2014-Agustos 2015 3-60 1-60 8-87 Bu calisma
Karadeniz

Saha calismalar1 oligotrofik bdlgelerde fitoplankton komunite yapisinin
pikofitoplankton tarafindan domine edildigi ve klorofil maksimuma dogru inildikge
nanofitoplanktonun katkisinin arttigini géstermistir (Gibb vd., 2000; Zubkov vd., 1998;
Barlow vd., 2002). Kopuz vd. (2012) Giineydogu Karadeniz kiyilar1 i¢in Synechococcus
spp.’nin en yiiksek bolluk ve biyokiitlesinin yaz doneminde (Haziran 2010) ve %1’lik
151k derinliginde oldugunu rapor etmislerdir. Diger taraftan diisiik verimlikle karakterize
olan Batum antisiklonunun yiizey sularinda ve 6fotik bolge igerisinde Synechococcus
spp.’nin baskin grup oldugu rapor edilmistir (Uysal, 2001). Ayn1 arastirici baska bir
calismada ise Synechococcus spp. bollugunun nano- ve mikrofitoplanktonun ilkbahar
patlamasindan sonra arttigini tespit etmistir (Uysal, 2006). Gerek literatiir bulgular ve
gerekse mevcut calismanin sonuglar1 degerlendirildiginde Giiney Dogu Karadeniz’de
fitoplankton boy gruplarinin 6nemli mevsimsel salimimlar gosterdigi ve son yillarda

alisilagelmis olan fitoplankton yapisinin degistigini gostermistir.
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5. ONERILER

Yarikapali ve diinyanm en biiyilk anoksik havzalarindan biri olan Karadeniz
antropojenik ve iklimsel degisimlere karsi oldukg¢a hassastirlar. Yapisinda meydana gelen
ekolojik degisimler fitoplanktonik yapmm da o6nemli oranda degismesine yol
acabilmektedir. Buna bagli olarak fitoplankton grup oranlarinda meydana gelen
degisimler besin zinciri yoluyla pelajik ekosistemin verimliligini ve dinamiklerini
etkilediginden sistemin siirekli olarak izlenmesi gerekmektedir. Bu degisim Karadeniz
gibi verimliligi biiyiik 6lclide pelajik sisteme bagli olan denizlerde son derece onemli
sonuglara sebep olabilmektedir. Ekosistemde meydana gelen degismelerin etkilerini
anlayabilmek icin bu organizma gruplarinin hizli ve kisa zamanda tespit edilmesine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu caligma ile hizli ve tekrarlanabilir yontem olan HPLC-DAD
teknigi ile kromatografik aywrma parametreleri de kullanilarak pigmente dayali

fitoplankton boy gruplarinin zamansal ve alansal dagilimi belirlenmistir.

Ayirma parametreleri fitoplankton boy gruplarmin belirlenmesinde pigmente
dayali hesaplamalarin kullanilabilecegini bir kez daha ortaya koymustur. Ilerleyen
donemlerde yapilacak olan ¢aligmalarda bu gostergelerin de degerlendirilmesi bdlgeyi
karakterize etmek i¢in biliyiilk 6nem tasimaktadir. Ancak bolgeyi karakterize etmek i¢in
salt pigment verisinin yeterli olmadigi sistemi tiim yonleriyle degerlendirebilecek sekilde
veri setlerine (mikroskobik hiicre sayimi, niitrient dinamigi, fiziko-kimyasal

parametreler, uydu verisi vb) ve siirekli izleme programlarina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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