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OZET

FARKLI BESI ORTAMLARINDA YETISEN Chlorella vulgaris Beyerinck
[Beijerinck] 1890 TURUNE AIT PROTEIN VE AMINO ASIT
KOMPOSIZYONUNUN KARSILASTIRILMASI

KAVASBASIOGLU, Merve

Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans tezi
Danisman: Prof. Dr. Ilhami TUZUN
Eyliil 2020, 62 Sayfa

Bu calismada, tgiincii nesil hammadde kaynagi olarak bilinen mikroalglerden
Chlorella vulgaris tiiriiniin biyokiitlesi, amino asit- degerli biyobilesikleri- i¢erigi ve
kompozisyonu ag¢isindan endiistriyel kullanim potansiyelinin degerlendirilmesi
amaciyla incelenmistir. Biyokiitle liretimi esnasinda atik su kullanilmasiyla iiretim
maliyetlerinin distiriilecegi Ongorilmiistiir.

Kirikkale Kapulukaya barajindan izole edilen ve TAP (Tris-Acetate-Phosphate)
besiyeri, Nitrat eklemeli TAP medium (N-TAP), Kirikkale Universitesi kampiis golii
(GOL), Makina ve Kimya Endiistrisi Kurumu (MKEK) atik suyu olmak iizere 4 farkli
besi ortaminda yetistirilen mikroalg Chlorella vulgaris’in biiyiime parametreleri
(hiicre sayimi, Optik Dansite ve Klorofil-a) takip edilmistir.

Hizl1 biiylime evresi boyunca olan besin tuzlarindan azotun besi yeri konsantrasyonlari
tedrici olarak azalmasma ragmen, biiyiimede kullanilan diger temel element olan
fosforun azalmayip yatay sekilde degerler gosterdigi saptanmustir. Alglerin kimyasal
strateji olarak ortamda baskin bulundugu diisiiniilen H2PO4™ formunun kullanilmasina
oncelik verdigi, bu formun tiikenmesini takiben HPO4?* formunu (besi yerlerine gore
MKEK ve GOL icin 8. giin, TAP ve N-TAP i¢in 12. giin) kullanmaya basladiklar:
tahmin edilmektedir. Duragan evrede, MKEK ve GOL besi yerine ait alg biyokiitle



degerleri TAP ve N-TAP besi yerine gore belirgin derecede yiiksek olarak tespit
edilmistir. Onbesinci giinden itibaren 6liim fazina gecen ve hasat1 gergeklestirilen
alglerin protein miktarlar1 sirasiyla; N-TAP (2,17 mg/BSA), TAP (1,96 mg/BSA),
MKEK atik suyu (0,87 mg/BSA) ve GOL besi ortami (0,69 mg/BSA) olarak
saptanmugtir. Bu durum, mikroalglerin hiicre kiiltiirii siiresince en iyi hayatta kalma
yontemlerini segerken, makroelementler arasindaki doniisiimlere bagvurdugu ve hasat
sonunda nihai bir sonu¢ olarak ortaya ciktig1 seklinde degerlendirilmistir. Iyon
kromatografi kullanilarak yapilan besi ortami anyon 6l¢iimleri degerlendirildiginde,
MKEK ve GOL SUYU besi ortammda yetisen Chlorella vulgaris tiiriinde fosfat
simirlamasmin diger TAP ve N-TAP ortamlaria gore daha erken olustugu sonucuna
varilmistir. Makromolekiiller arasindaki degisimlerin besi yeri ortamina goére ortaya
¢ikan farkliliklar1 g6z 6niine alindiginda (FT-IR analizi), besin tuzu (N veya P veya
her ikisi ayn1 anda) ag¢ligina dayali stres kosullarinin biiytimeyi yavaslattigi buna karsin
metabolik karbon ihtiyacinin karbohidratlardan saglandigi anlagilmistir.

Amino asit 6l¢gtimleri HPLC cihazinda C18 ODS-4 kolonu kullanilarak, 0,6ml/dk akis
hizinda ve mobil faz A, 0.1 mol Na/Acasetonitril (97:3, v/v; pH 6.5) ve mobil faz B,
asetonitril-su (4:1, v/v) olarak yapilmistir. Gradient metod; 0-13 dakika,% 100-93 A;
13-23 dk, % 93-77 A; 23-29 dak, 77-65% A; 29-35 dk,% 65-60 A; 35-40 dak; % 60-
0 A; 40-45 dakika,% 100 B olarak ayarlanmistir. Amino asit 6l¢iim sonuglarinda tiim
besi ortamlarinda Arjinin amino asidi en yiiksek olarak bulunmustur. Amino asit
Olciim sonuglarinda tiim besi ortamlarinda Arjinin amino asidi en yliksek olarak
bulunmustur. Calismada kullanilan atik su ve dogal su ortamlari, N-TAP ve TAP besi
yeri kontrol ortamlariyla rekabet eder seviyede bulunmamistir. Bunun sebebi, yeterli

azot konsantrasyonlarma karsin fosforun sinirlayici roliiniin daha belirgin olmasidir.

Anahtar Kelimeler: Mikroalg, Chlorella vulgaris, Amino asit, Protein, HPLC analizi



ABSTRACT

COMPARISON OF TOTAL PROTEIN AND AMINO ACID COMPOSITIONS OF
MICROALGAE Chlorella vulgaris Beyerinck [Beijerinck] 1890 GROWN IN
DIFFERENT GROWTH MEDIA

KAVASBASIOGLU, Merve
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, Master Thesis
Supervisor: Prof. Dr. [lhami TUZUN
September 2020, 62 pp

In this study, microalgae Chlorella vulgaris biomass, considered to be a member of
third generation feedstock, was utilized to explore the amino acid potential for a
probable industrial application of value added bio-compounds. It was assumed that the
use of waste water integrated to the study would alleviate the cost of biomass
production.

The microalgae species, Chlorella vulgaris, isolated from Kapulukaya Reservoir
(Kirikkale), were subjected to four different growth media, being (i) Tris-Acetat-
Phosphate (TAP), (ii) Tris-Acetat-Phosphate enriched with N (N-TAP), (iii) Kirikkale
University Campus Lake Water (LW) and (iv) Waste Water from Mechanical and
Chemical Industry Company (MKEK) in order to compare its growth by monitoring
the parameters, cell count (CC), Optical density (OD) and Chlorophyll-a (Chl-a).
During the log phase, gradual decreases detected at nitrogen concentrations in all
media except for N riched medium (N-TAP) were not pronounced at phosphorus
concentrations. This was speculated that H.PO4", being one of the two species of
phosphorus applied for growth, was used preferably until exhaustion, and then the
other species HPO4> was resorted to utilize on day 8 for MKEK and LW, and day 12
for TAP and N-TAP medium. During the stationary phase, microalg biomasses of
MKEK and LW were found to be notably higher than those of TAP and N-TAP growth
medium. Following the end of the experiments, amounts of total protein measured on
the harvested biomass were found to be 2,17 mg/BSA (N-TAP), 1,96 mg/BSA (TAP),



0,87 mg/BSA (MKEK) and 0,69 mg/BSA (LW), respectively. Results from anion
measurements in the media suggested the idea that phosphate (P) limitations occurred
during growth but being onseted earlier in the MKEK and LW medium than that in the
TAP and TAP-N medium.

When the differences on the respective amounts of macromolecules occurring as a
results of different media and the algal growth on them were analysed, stress
conditions due to either P or N starvation or both caused declines at growth but evoked
the use of carbohydrates as a carbon source for metabolic demand. The greater
biomasses found in MKEK and LW media corresponded with similarly lower lipid
values according to Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR analysis).
Amino acids were identified and their content measured by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) with C18 ODS-4 colon at 0,6ml/min flow rate and in a
mobile phase A of 0.1 mol NaAcasetonitril (97: 3, v/v; pH 6.5) followed by mobile
phase B asetonitril-water (4: 1, v/v) was used fort he elusion of amino acids. A gradient
method was applied as 0-13 min. 100-93% A; 13-23 min. 93-77 % A; 23-29 min. 77-
65% A; 29-35 min. 65-60 % A; 35-40 min. 60-0 % A; 40-45 min. 100 % B. The
amount of arginine was profoundly higher amongst amino acids. Both essential and
non-essential amino acids were five-fold higher in N-TAP and TAP media compared
to waste water (MKEK) and LW. This suggested a general conclusion that the used
natural waters (MKEK and LW) were not compatible enough with the controlled
media (TAP and TAP-N media) due mainly to that in natural waters phosphorus

limited the growth despite efficient N levels.

Key words: Microalgae, Chlorella vulgaris, Amino acid, Protein, HPLC analysis
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1. GIRIS

Genel Yaklasim ve Kavramlar:

Ozellikle son ¢eyrek vyiizyillda gerek bilimsel ¢alismalarm gerekse bunlarin
uygulamaya aktarilmasi konusunda ortaya ¢ikan olumlu sonuglar1 neticesinde;
mikrolagler Onemli biyokiitle hammaddesi olarak kabul edilmis durumdadir.
Mikrolagleri dnemli bir sanayi iirlinii haline getiren gelismeler genel bir yaklagimin
parcasidir. Bu genel yaklasim, diinyada halihazirda hakim olan ve petrol ve iiriinlerine
(kimyasal) dayali bir yasam seklinin organik-kokenli (biobased) bir yasam sekline
dontistiirme gayret ve cabalarini ifade etmektedir. Kimyasal kokenli {iriinler, insan
yasaminda olumsuz sonuglar ortaya ¢ikartmakla kalmayip, yeryiizii kaynaklarmin
sirdiilebilir kullanimina da izin vermemektedir. Bu nedenledir ki, alternatif
kaynaklarin acil bir sekilde insan yasaminda yerini alabilmesi i¢in kiiresel ¢abalarin
artan bir sekilde giindemde kaldigi, gelecek plan ve stratejilerine yon verdigi bilinen
bir gercektir. Avrupa Birligi’nin 13 Subat 2012 tarihinde yiiriirliige koydugu
“Biyockonomi Stratejisi” (Sekil 1.1.) buna 6rnek olarak verilebilir (Anonymous?,
2012). 2018 yilinda giincel hale getirilen bu strateji, siirdiiriilebilir ve dongiisel
(Sustainable and Circular: Bioeconomy the European Way) kavramlarini esas alarak,
fosil kaynaklarm disindaki hayvan, bitki, mikroorganizmalar ve bunlardan tiretilen
biyokiitle ve hatta organik atiklar gibi biyolojik kaynaklara dayali sektorler, sistemler
ve onlarin isleyis ve prensiplerini hayata gecirmeyi esas almaktadir. Daha agik bir
deyisle, enerjiden, tip, eczacilik, tarim hayvancilik, gida ve kozmetik gibi tiim
alanlarda organik kokenli iirlinlerin eldesi ve dongliye katilabilmesini neticesinde,
kiiresel iklim degisikliginin durdurulmasi, kirlilik problemleri ve saglik sorunlarinin
giderilerek siirdiiriilebilir bir yasamin tesis edilmesini amaglar. Bu amaglar, bir bakima
fosil kaynaklar oOncesine teknolojik bir yaklagimla doniisii ifade etmektedir
(Anonymous®, 2018).

Siirdiiriilebilirlik ve dongiisellik kavramlarinin hayata gegirilmesine yardimci olacak
farkli alanlar ve kullanilan farkl ajanlar (Ornegin: giines enerjisi vb. gibi) bulunmakla
birlikte, biyokiitle iiretimine dayali arastirma ve uygulamalar 6zel bir Onem
tagimaktadir. Clinkii fosil hammaddesinden enerji temini diginda, elde edilen binlerce

sayida kimyasal {lirliniin organik olanlariyla degistirilmesi biyokiitle (yesil) kimya veya



teknolojisiyle miimkiin olabilecektir (Anonymous®, 2017). Avrupa Biyoekonomi
Stratejisi raporunda, Avrupa’nin biyo-ekonomik faaliyet ve iretiminin yillik 674
milyar Euro oldugu belirtilmistir. Ayrica, biyo-temelli biyo-kiitle yaklagimimin sadece
Avrupa’da degil diger kitalarda da esdeger veya daha fazla yogunlukta benimsendigi
not edilmelidir. Aslinda, bu yaklasimin Onciisii ve tarihi temeli giiglii uygulamalar1

olan kitanin Uzak Dogu-Asya oldugu belirtilmelidir.

natural jobs & growth x
resources competitiveness §e
management inclusiveness
v  J
LONG TERM
SUSTAINABLE
DEVELOPMENT

climate 4 = global
change sustainability

responsible development
with citizen
sustainable consumption

Vg S & OCE

g I ‘WELL RS 00“' x

Sekil 1.1. Avrupa Komisyonu Biyoekonomi Stratejisi (Anonymous?, 2012)

Biyokiitle yaklasimi ve stratejilerinin diinya ilkeleri tarafindan benimsenmesi ve
sistematik-kurumsal hale getirilmesinde, biyokiitlenin 6zellikle enerji iretiminde fosil
yakitlara alternatif olup olamayacagma iligkin girisimler tetikleyici olmustur. Tarihsel
stirecin en basinda, birinci nesil biyokiitle hammaddesi olarak seker kamisi, seker
pancari, misir, soya ve kanola gibi tarim {irtinleri kullanilmigtir. Yagh tohumlar,
tahillar ve sekerli triinler gibi temel kategoriler altindaki farkli driinler, enerji
(biyoyakitlar) eldesinde kullanilmig ancak dezavantajlari nedeniyle gelisimi sinirli

kalmigtir (Sekil 1.2.), (Pena ve Sheenan, 2007). Bu dezavantajlardan en 6nemlisi,



enerji eldesi amagh tiretim i¢in (karsilanamaz biyiikliikte) genis topraklara ihtiyag
duyulmasi, tarimsal tirliniin gida sektoriiyle rekabete girmesi ve ayrica tarim arazilerini
de yok etme tehdidini ortaya ¢ikarmasidir (Cizelge 1.1) (Doshi vd., 2016). Ikinci nesil
biyokiitle ajanlar1 evsel, tarimsal atiklar ve orman (lignoselliiloz) artiklar1 olarak
kullanilmaya baslanilmig ancak, biyoyakit prosesleri esnasinda ortaya ¢ikan teknolojik
problemler halen uygulamada ¢6ziilmeye devam etmektedir. Her iki nesil hammadde
icin gecerli olan dezavantaj ise, kullanilan hammaddelerin gida sektoriiyle olan
baglantis1 nedeniyle gittikce artan fiyatlaridir ve dolayisiyla elde edilen biyoyakitin
ekonomik &zelligi gittikge azalmaktadir. Ugiincii nesil biyoyakit ise hammadde olarak
mikroalglerin kullanilmasin1 6ngoriir. Yapilan arastrma ve saha uygulamalari
neticesinde, mikroalglerin Onceki iki nesil hammaddeye goére olduk¢a Onemli
iistiinliiklerinin oldugu ortaya ¢ikmustir. Sekil 1.2.°de gdsterildigi gibi, alglerin birim
zamanda birim alanda biyoyakit miktari, 1. nesil tiriinlere gore 10 kat fazladir (Tsai
vd., 2017).

Yesil algler tath su, deniz, kara ve hava habitatlarinda yasayabilmektedirler ancak
diger organizmalarla simbiyotik iliski ile 6zel ekolojik nislerde de yasayabilirler.
Liken olusturan mantarlarin ve hem tathh su hem de deniz habitatlarinda yasayan
omurgasizlarin ortaklaridir. Cogu simbiyotik yesil alg, Chlorophyceae'ye aittir ve
yalnizca birkag prasinophyceae ve euglenophyceae taksonlar1 vardir. Chlorophyceae
arasinda simbiyotik formlarin ¢ogu kokoiddir ve tatl su habitatlarindan konakgilarda
yagarlar. Deniz ortaminda Chlorophyceae disindaki algler, ¢ogunlukla
"zooxanthellae" olarak adlandirilan simbiyotik partnerler olarak baskindir.
Foraminifera haricinde sadece birkag denizel birliginde endosimbiyotik olarak
yasayan yesil algler vardir. Ozgiir yasamim yani aposimbiyotik, yesil alglerin aksine,
simbiyotik formlarin mevcut taksonomik tanimi temeldir ve ¢ogu zaman ¢eliskilidir.
Genellikle simbiyotik sistemlerin konakgilari iyi bilinir oysa yesil algal partner basitce
"zoochlorella" olarak tanimlanir. Bu terim, taksonomik degeri olmadig1 i¢in mevcut
kafa karisikligt durumunun karakteristigidir. Alglerin siniflandirilmasma biiyiik
Olgiide fizyolojik Ozelliklerin ek kullanimiyla yardimeir olunur. Ancak fizyolojik
caligmalar, tanimlanmis ortamlarda aksenik kitle kiiltiirlerini gerektirir. Bu 6nkosullar,
endosimbiyotik olarak yasayan Clorophyceae'nin en yaygin iiyelerinden bazilari igin
artik karsilanmistir (Reisser, 1984).



Alg tretimi i¢in gerekli tiretim alanmi karsilagtirilmayacak sekilde diistiktiir. Diger
onemli bir konu ise, alglerin tliretimi esnasinda kullanilan ve dolayli olarak kiiresel
1stnmay1 engelleyici etki yapacak olan CO2 kullanimi birim biyokiitle basmna diger
iiriinlerle karsilastirildiginda alglerde neredeyse 100 katindan daha fazladir (Cizelge
1.2.) (Tsai vd., 2017). Boylelikle, alglerin fosil yakitlarin yerini almasiyla, bir taraftan
fosil yakitlardan atmosfere olan kiiresel gaz CO2’nin salmimi azaltilirken, alg
biyokiitlesi tiretimi esnasinda fotosentez ile CO, atmosferde artis1 s6z konusu

olabilecektir.

Cizelge 1.1. Bitkisel yaglardan {irline bagli biyo-yakit verimliligi ve gerekli arazi

karsilastirmasi (Doshi vd., 2016)

Bitki kaynag Bio-dizel L/halyr Biyoyakait iiretimi icin
alan ihtiyaci (10° ha)

Pamuk 325 15,002

Soya fasiilyesi 446 10,932

Hardal 572 8524

Tohum 952 5121

Aygekirdegi 1190 4097

Koza tohumu 1892 2577

Hint fistig1 5950 5819

Palmiye yag1 12,000 406

Alg (50 gm? giin? 98,500 49

%50 TAG)
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Sekil 1.2. Biyokiitlenin biyoyakitlara doniistiiriilmesi ve teknolojik yollar1 (Tsai vd.,
2017).



Cizelge 1.2. Farkl bitki kaynaklarinin fotosentez orijinli CO2 uzaklastirma oranlar1

(Tsai vd., 2017)

Simiflandirma Alim Karasal bitki/yosun
orani alim orani
(mg?
giin™)
Mikroorganizma Alg 23859  100%
Odunsu olmayan Otlaklar 0 0%
Piring 0 0%
Odunsu Hindistan cevizi 4802 20,1%
Calilar 4310 18,1%
Filipinlerdeki dogal ormanlar 924 3,9%
Filipinlerdeki Swietenia macrophylla 3295 13,8%
Filipinlerdeki Acacia mangium 18856  79,0%
Filipinlerdeki Gmelina arborea 8247 34,6%
Danimarka’da mese (31 y1l) 2371 9,9%
Danimarka’da Norveg ladin (32 y1l) 4480 18,85%
Danimarka’da Norveg ladin (41 y1l) 4862 20,4%
Hollanda mese ve Norveg ladin (29 yil) 7173 30,1%
Isveg’te Norveg ladin (92 yil) 2371 9,9%
Italya’da Norveg ladin (62 y1l) 3195 13,4%
italya ve Almanya’da Norveg ladin (93- 2763 11,6%
112 y1l)
Amerika Rode adasinda beyaz ¢am (115 2110 8,8%
yil)

Amerika Hampshire’de karisik yaprak 1959 8,2%
doken/igne yaprakli (65 yil)

Amerika’da giiney Carolina’da loblolly 5264 22,1%
cami (35 yil)

Alg biyokiitlesinin hammadde olarak kullanildiginda 6ne ¢ikan bu iistlinliiklerinin yan1
sira ve belki de daha 6nemlisi, alg hiicresinin biyolojik degerli bilesikler ad1 verilen ve
kabaca lipit, karbohidrat, proteinler ve karotenoit gibi makromolekiil siniflarina ait ¢ok
cesitli  bilesiklerin  kullannomimna elverisli olmasmdandir. Tip ve eczaciliktan
(antioksidan maddeler, ilag ve ila¢ bilesenleri), gidaya (dogrudan gida ve gida
bilesenleri), tarim (biyogiibre), hayvanciliktan (yem ve yem katki maddeleri)
eczacilifa kadar genis bir yelpazedeki sayisiz biyobilesik; kimyevi muadillerinin
aksine, dongiisel ve tekrar kullanilabilir, atik olusturmayan ve bdylelikle siirdiiriilebilir
bir ekonomi ve yagam bi¢imine gecisin temelini olugturmaktadir.

Mikroalglerin endiistriyel-biyoteknolojik kullanim potansiyellerine ilisgkin bu genel

cerceveye, bir ¢ok ¢evre probleminin ¢oziimii ya da iyilestirmesini saglayan



uygulamalar1 da entegre etmek miimkiin olmaktadir. Daha agik bir deyisle, fosfor ve
azot yiikli evsel ve bazi endiistriyel atiklarin sucul sistemlere verilmesiyle olusan
otrofikasyon problemleri, atiklardaki bu elementlerin alg liretiminin dayandigi temel
biyolojik proses olan fotosentez esnasinda kullandirilmasi suretiyle engellenmekte ya
da aritima ihtiyacin kalmamasi nedeniyle aritim maliyetleri azaltilmaktadir. Ayni
durum, fotosentez esnasinda ihtiyag duyulan CO2’in, sanayi ve evsel baca gazi
atiklarindan karsilanarak, sera gazlarinin azaltilmasi ve CO: aritim maliyetlerinin
diistiriilmesi i¢in de s6z konusu olup, diger bir entegre (biitiinlesik) yaklagimi temsil
etmektedir. Sekil 1.3 bu biitiinlesik yaklasimi sematik olarak gostermektedir.

Bu c¢aligmada, yukarida anlatilan genel gerceveye uygun olarak, Kirikkale ili
cevresinde bulunan sucul ekosistemlerden (Kizilirmak, Kapulukaya Baraji) elde edilen
ve genetik olarak tanimlamasi yapilan mikroalg, Chlorella vulgaris’in biyokiitle
olarak kullanilmasi hedeflenmistir. Calismada, biyokiitle iiretimi i¢in atik sudan
faydalanilmis olmasi ise, yukarida anlatilan entegre yaklasimi temsil etmektedir.
Uretilen alg biyokiitlesinin insan ve hayvan gida-katki {iriinii olarak kullanilabilme
potansiyeline iliskin ihtimallerin degerlendirilmesi, bu g¢alismanin nihai amacini

olusturmustur.

I-ARITIM

IIFURUN

II-ARITIM

Sekil 1.3. Mikroalg biyokiitle tiretiminde biitlinlesik yaklasim



1.1. Mikroalgler ve Gida

Kiiresel niifusun 2050 yilina kadar iicte bir oraninda artmasi beklenmektedir. Bu hizli
niifus yiikselisi gida tiretimine olan ihtiyacin %70 artacagi anlamia gelmektedir. Bu
yiiksek artis ile birlikte gida liretiminde yetersiz kaynak ve hammadde gibi bir takim
sorunlarin olusmasina neden olabilecegi ongoriilmiistiir. Alternatif kaynaklara olan
ihtiyacin, ozellikle protein ihtiyacinin kisa siirede tedarik edilmesi beklenen ana
besinlerden oldugu bilinmektedir (Becker, 2007).

Tarimsal Triinlerden elde edilmekte olan proteinin, gelecekte, ekilebilir arazi
daralmasi, sentetik giibrelerin neticesinde tath su ve denizel kirlilik (6trofikasyon) vb.
nedenlerden dolay1 ihtiyaci karsilayamayacagi tahmin edilmektedir. Gliniimiizde, alg
biyokiitlesi, hayvan yemi ve biyoyakit iiretimi i¢in potansiyel bir kaynak haline gelmis
ve mikroalgler en Onemli alternatif protein kaynaklarmmdan biri olarak
degerlendirilmeye baslanmistir (Saito vd., 2008; Angell ve Raymond, 2016). Bazi
deniz yosunu ve mikroalg tiirlerinin geleneksel protein kaynaklari olan et, siit,
yumurta, balik gibi gidalarla benzer protein seviyeleri igermektedir (Angell ve
Raymond, 2016). Su yosunlarinin (algler), ek gida tiretimi veya diger endiistriyel gida,
hayvan yemi ve katki maddeleri {iretimi i¢in kullanilabilecek 3. nesil hammadde
kaynagi olarak kullanilmasi politikalar1 da giindeme alinmistir (Otten vd., 2006).
Deniz alglerinin protein icerigi tiirlere gére degisebildigi ve kuru agirhigm %9-26's1
proteinden olustugu tespit edilmistir (Bleakly ve Hayes, 2017). Mikroalglerin ise, kuru
agrhiginin %6-71’i proteinden olustugu gosterilmistir (Richmond, 2004; Becker,
1994). Ayrica; vitamin, mineral agisindan da zengin oldugu bilinen bazi alg tiirlerinin
bu o6zellikleri sayesinde insan sagligi i¢in 6nemli faydalarinin oldugu bildirilmistir
(Bleakly ve Hayes, 2017). Mikroalglerin saglikla iliskili katkilar1 ¢ok sayida
arastirmaya konu edilmis durumdadir (Md. Asraful vd., 2020; Clemens ve Steven,
2016).

Biyokiitlenin {iretim maliyetini azaltmak i¢in, mikroalg {iretiminde atik su aritma
ve/veya atik su kullanilmasi, siklikla bagvurulan yontemlerden birisi olmustur.
Alglerin atik su aritiminda kullanilmalarinda basarili sonuglar sagladigi, yapilan pek
¢ok calismayla kanitlanmigtir. (Richmond, 2004; Becker, 1994). Organik maddece
zengin sularda algler, fotosentez yaparak serbest oksijen iiretir ve bu sekilde organik

maddenin aerobik bakteriyel oksidasyonunu desteklerken ayn1 zamanda oksidasyonla



aciga cikan karbondioksit ve nutrientler, algler tarafindan yeni biyomas tiretiminde

kullanilmaktadir (Monfet vd., 2017; Lu vd., 2016).

1.2. Proteinler

Proteinler, viicudun ana bilesenlerindendir. Enzimler, hiicre zarlari, tasiyicilar ve
hormonlarda islev goriirler. Proteinin monomerleri olan amino asitler, niikleik asitler,
hormonlar, vitaminler ve diger 6dnemli molekiillerde ayrica fonksiyonel gorevler
istlenirler. Bu nedenle, hiicresel biitiinliigli ve islevi korumak, saglik ve iireme i¢in
yeterli proteini almak gereklidir. Viicudun protein yapmasi miimkiin olmadig1 igin
disaridan hazir alinmalari gerekir (Otten vd., 2006).

Proteinler insan ve hayvan beslenmesinin temelini saglar. Protein ¢ogunlugunu tarim
ve hayvansal liretimden saglanir. Tarim i¢in topraklarm yaklasik % 30'u, mevcut tath
suyun %70'i ve enerjinin %20'si kullanilir. Niifus artisi, gittikce azalan ekilebilir alan
ve azalan tathi su kaynaklar1 g6z 6niine alindiginda alternatif protein kaynaklarina
ihtiya¢ duyulmaktadir. Algler, alan ve kaynaklar icin geleneksel gida iiriinleri ile
rekabet etmemektedir. Enzimatik hidroliz, fiziksel islemler ve kimyasal ekstraksiyon
da dahil olmak {izere alglere uygulanan protein ekstraksiyon yontemleri ve ultrason
destekli ekstraksiyon, darbeli elektrik alan1 ve mikrodalga destekli ekstraksiyon gibi
yeni metotlar tartisilmaktadir. Ayrica, siit endiistrisinde kullanilan mevcut protein
zenginlestirme yOntemleri ve bu yontemlerin, biyoaktif peptitler ve fonksiyonel
bilesenler gibi alglerden yiiksek degerli igerikler olusturma potansiyeli
tartisilmaktadir. Alglerin insan beslenmesinde, hayvan yemi ve su iirlinlerindeki
uygulamalar1 da incelenmektedir (Angell ve Raymond, 2016). Protein, insan
viicudundaki her hiicrenin yapisal bilesenidir. Tiim enzimler, hiicre i¢i matrisler, sac,
tirnaklar, serum albiimin, keratin, kolajen, bir¢ok hormon ve hiicre zarlarinin biiyiik
bir kismi proteindir. Amino asitler ise bir¢gok koenzim, hormonlar, niikleik asitler ve
diger 6nemli molekiiller i¢in Oncii gdrevi goriir. Proteinin beslenme agisindan en
onemli ve belirleyici 6zelligi amino asit bilesimidir. Amino azot, protein agirhiginin
yaklasik %16'smn1 olusturur ve bu nedenle azot metabolizmasmin siklikla protein

metabolizmasi ile esanlamli oldugu kabul edilir. Amino asitler, yukarida belirtildigi



gibi viicut proteinlerinin ve diger 6nemli azot iceren bilesiklerin sentezi i¢in gereklidir.
Amino asitler, bir a-imino asit olan prolin hari¢ a-amino asitlerdir ( Otten vd., 2006).
Yirmi (20) amino asidin, polipeptit dizisindeki komsu amino asitlerin a-amino ve o-
karboksilik asit gruplar1 arasinda olusturulan peptit (amid) baglariyla baglandigi, cogu

proteinin yapi taglarini olusturdugu bilinmektedir.

Nonpolar amino asitler

o)

H;N—$—COO H,r&—$—coo H,l:l—$—COO H;ri—cl—coo H,tihcl—coo H,N—C—C00
|
H H H H H H
Glisin (Gly) G Alanin (Ala) A Valin (Val) v L&sin (Leu) L 1zolésin (lle) | Prolin (Pro) P
B i
s N
&, Qe
CH, CH, CH,
H,ﬁ—$—(00' H;N—C—COO - H,t:l—$-COO' lei—cl-coo-
|
H H H H
Sistein (Cys) C Methiyonin (Met) M Fenilalanin (Phe) F Triptofan (Trp) W
Polar amino asitler
OH
CH,
+ + + + +
HN—C€—Co0 - HsN—C—c00 - HsN—C—coo - HsN—C—C00 - HaN—C€—C00 -
H H H H H
Serin (Ser) S Treonin (Thr) T Tirozin (Tyr) Y Asgarajin (Asn) N Glutamin (GIn) Q

Sekil 1.4. Polar ve nonpolar amino asitler ve formiilleri (Demiralp vd., 2014)

Bu 20 amino asidin 19'u, sadece yan zincir olarak adlandirilan R grubunda farklilik
gosterir. Yan zincirin bir hidrojen atomu oldugu amino asit glisin hari¢, a-karbon
atomu kiralite gosterir. Amino asitlerin D-enantiomerleri, bazilarmin bakterilerin
hiicre duvarlarinda bulunanlar da dahil olmak iizere birka¢ peptitte bulunur. Bu amino
asitler yan zincir tiirlerine gore yedi ana sinifta gruplandirilabilir:

Aromatik (Phe, Trp, Tyr),

Polar olmayan (Sekil 1.4),

Alifatik (Ala, Giy, lle, Leu, Met, Pro, Val),

Polar (Sekil 1.4),

Yiiksiiz (Asn, Cys, Gln, Ser, Thr),

Pozitif yiiklii (Arg, His, Lys) ve

Negatif ytikli (Asp, Glu).
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Bununla birlikte, bu siniflandirma mutlak olarak diistiniilmemelidir, ¢linkii baz1 amino
asitler, 6zellikle Gly, His ve Cys, belirli bir gruba miikemmel sekilde uymamaktadir.
Proteinlerde en yiiksek frekansta meydana gelen iki amino asit tortusu, alifatik yan
zincirlere (Leu ve Ala i¢in sirastyla %10.3 ve %8.1) sahipken, Gly %7.2'de en sik
goriilen tigiincli amino asittir. His harig, proteinlerdeki pozitif ve negatif yiiklii amino
asit kalintilarinin %80-90"indan fazlas1 genellikle 6ncelikle solvente maruz kalacaklar1
sekilde bulunur. Benzer sekilde, polar yan zincirlere (Ser, Thr, Asn, GIn) sahip amino
asit kalintilarmna da oncelikle ¢oziicli tarafindan erisilebilir. Tersine, bir aromatik
fenolik grup iceren Tyr harig, alifatik ve aromatik gruplarin %50'sinden az1 30A'dan
daha biiylik ¢oziiciiye maruz kalan alanlara sahiptir. Bununla birlikte, alifatik ve
aromatik kalintilarin sadece %40-%350'sinin gémiilii oldugu ve solvente maruz kalan
alanlarm 10A'dan az oldugu diisiiniilecektir. Bu gdzlemler, yiiklii kalintilarmn hemen
hemen her zaman protein molekiillerinin ylizeyine veya c¢oziicliye erisilebilir
bolgelerine yakin konumdayken, muhtemelen molekiiliin i¢ kismindaki yetersiz
kapasiteye bagli olarak polar olmayan alifatik veya aromatik kalmtilar igin
varsayilamayacagmi gosterir. Dolayisiyla, hem yiikli hem de hidrofobik gruplar
protein molekiillerinin yiizeyinde veya ¢oziiciiye erisilebilir bolgelerinde bulunurken
yiiksiiz gruplar protein molekiillerinin gomiilii i¢ kisminda ¢ok daha az bulunur.
Aslinda, monomerik proteinlerin ortalama ¢oziiciiye erisilebilir ylizeyinin veya disinin
yaklasik %58'inin polar olmayan veya hidrofobik oldugu bildirilirken, yilizeyin %29
ve %13'iniin polar ve yliklii oldugu diisiiniilebilir.

Deniz alglerinin ise protein igerigi tiirlere gore degisir. Genellikle kahverengi yosunlar
icin diisiik (kuru agirligm %3 + 15'), yesil algler icin orta (kuru agirhgin %9 + 26's1)
ve kirmizi yosunlar i¢in yiiksektir (kuru agirligin maksimum %47's1). Kuru agirlikta
%11-24 protein i¢erigine sahip tiirler hari¢ Undaria pinnatifida (Wakame), deniz
sebzeleri veya kolloid ekstraksiyonu i¢in kullanilan kahverengi deniz yosunlarinin
cogu kuru agirlik bazinda %15'ten daha az protein igerir. Durum Ulva cinsine ait
yenilebilir yesil yosunlar igin farklidir, ¢linkii protein konsantrasyonlar1 bitki kuru
kiitlesinin %9-33"linii temsil edebilir. Baz1 ¢aligmalar Ulva lactuca’nin protein icerigi
icin %32'lik bir deger vermektedir ancak bu oran mevsimsel olarak yiiksek bir deger
gibi goriinebilir. Bununla birlikte, baz1 kirmizi deniz yosunlar1 i¢in daha yiiksek
protein icerikleri kaydedilmistir. Ornegin, Pyropia yezoensis kuru kiitleye gore

eksprese edilen proteinlerin %47'sine kadarini igerebilir. Bu seviye, soya fasulyesi gibi
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yiiksek proteinli bakliyatlarda bulunanlardan daha yiiksektir. Bagka bir kirmizi deniz
yosunu olan Rhodymenia palmata, proteinlerin %35'ini (kuru kiitle) igerebilir. Alg
protein igeriginin mevsimsel degisimleri, yesil veya kahverengi deniz yosunlarina ait
diger tiirler icin de rapor edilmistir. Ornegin, yesil yosun Ulva lactuca, agustos ayinda
en yliksek degere (kuru agirh@in %32.7'si) ve nisan ayinda da en diisiik degere (%8.7)
ulagan bir protein seviyesine sahiptir. Laminaria digitata (kuru agirhigm %6.5-%
14.5") yenilebilir kahverengi deniz yosunlar1 i¢in mevsime gore protein icerigindeki
degisiklikler de gozlemlenmistir.

Alglerin amino asit bilesimi, genellikle baklagiller veya yumurta gibi diger gida
proteinlerininki ile birlikte incelenerek karsilastirilmistir. Cogu deniz yosunu igin,
amino asit fraksiyonunun biiylik bir kismi aspartik ve glutamik asitlerden olusur.
Yiiksek protein seviyesine sahip (kuru agirhgin %24'iine kadar) kahverengi bir deniz
yosunu olan Undaria pinnatifida (Wakame) tiirii, nabiz proteinleri agisindan yiiksek
diizeyde metiyonin (2 mg / 100 g protein) ile karakterizedir. Bu deniz yosunu i¢in en
bol esansiyel amino asitler sirasiyla arginin (¢ocuklar i¢in esansiyel bir amino asit),
16sin, lizin ve valindir. Esansiyel olmayan amino asitlerle ilgili olarak, Undaria
pinnatifida ayrica yiiksek seviyelerde glutamik asit, aspartik asit, alanin ve glisin igerir.
Yesil deniz yosunu proteinleri ayrica bliyiik oranda glutamik asit ve aspartik asitle
karakterize edilir. Bu amino asitlerin seviyesi birlikte Ulva rigida ve Ulva rotundata
tiirleri igin toplam amino asitlerin sirastyla %26 ve %32'sini temsil edebilir. Japonya'da
siklikla tiiketilen Ulva pertusa, arginin (14.9 mg / 100 g protein) veya 16sin (6.9 mg /
100 g protein) gibi esansiyel amino asitlerde yiiksek konsantrasyon ile karakterize
edilen bir amino asit profili gosterir. Bu arginin seviyesi (toplam amino asit
fraksiyonunun yaklasik %18') ovalbumin seviyesini agmaktadir. Kirmizi deniz
yosunu proteinlerinin, diger alg gruplarindan kaydedilenlerden daha diisiik miktarlarda
glutamik asit ve aspartik asit oldugu gériilmektedir. iki Pyropia tenera amino asiti,
toplam amino asit fraksiyonunun sadece %]15'ini olusturur, bununla birlikte Ulva
cinsinin yesil yosunu i¢in %13-35'dir. Mevsimine gore aspartik asit seviyesinde biyiik
bir varyasyonun kaydedildigi Palmaria palmata ile durum daha az agiktir (toplam
amino asit fraksiyonuna% 8.5 -% 18.5). Esansiyel amino asitler, P. palmata'nin toplam
amino asit fraksiyonunun yaklasik %46'sin1 olusturabilir bu ovalbumin igin
kaydedilene olduk¢a benzer bir miktardir. Cogu deniz yosunu, ozellikle yesil ve

kirmiz1 algler, insan ve hayvan yemi i¢in ilging ve uygun bir protein kaynagi gibi
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goriinmektedir. Bununla birlikte, alg proteini sindirilebilirligi genellikle polisakaritler
veya tripsin inhibitorleri gibi ¢esitli anti-beslenme bilesiklerinin varligi ile smirlt

goriinmektedir (Yada, 2019).

1.3. Alternatif Protein Kaynaklar

1.3.1. Karasal Yaprak Proteinleri

Yapraklar, yiiksek bitkilerin fotosentetik organlaridir ve az kullanilmis bir protein
kaynagmi temsil etmektedir. Geleneksel mahsullerin yapraklari, ekin {retiminin
odagmi olusturan tohumlarin veya diger tarimsal iirlinlerin iiretimi ile birlikte bir
yardime1 iirin olarak kullanilabilir. Bu anlamda, yaprak proteininin iiretimi, soya
fasulyesi unu gibi bitkilere siirdiiriilebilir bir ektir ¢ilinkii yaprak iiretimi ek tarimsal
kaynaklar gerektirir. Yapraklardaki protein konsantrasyonu goreceli olarak tutarhdir
(%10-20 dw) ve tohum bitkileriyle karsilastirilabilir esansiyel amino asitlerin
smirlandirilmast  ile belirlenen kalitededir. Bununla birlikte, yapraklardaki
sindirilebilir enerji ve sindirilebilir protein konsantrasyonlari, yiiksek seliilozik madde
konsantrasyonlar1 nedeniyle mono-gastrik hayvancilik i¢in ¢ok diisiiktiir. Bu nedenle,
yapraklardan elde edilen proteinlerin daha konsantre bir formda ¢ikarilmasi gerekir.
Proteinlerin yapraklardan ekstraksiyonu, bir kag on y1l boyunca % 70'e varan verim ve
soya fasulyesi unu ile karsilastirilabilecek yiiksek kalitede bir protein ile arastirilmistir.
Bununla birlikte, yaprak proteininin ekstraksiyonu son zamanlarda enerji iiretiminden
once proteinlerin baslangicta biyoyakit {iriinlerinden ekstrakte edildigi biyolojik
rafineri konsepti baglaminda incelenmistir. Birden fazla {iriin, mahsuliin genel degerini
arttirir ve kismen gida ve yakitlar arasindaki rekabeti azaltabilir (Angell ve Raymond,
2016).
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1.3.2. Bakteriyel Proteinler

Mantar ve bakteriyel protein kaynaklari, tek hiicreli mantarlari, filamentli mantarlar1
ve bakterileri igerir. Geleneksel ve hatta alternatifin aksine, ototrofik, fungal ve
bakteriyel protein bitkileri olan {irlinler cogunlukla heterotrofiktir ve biiylime igin bir
karbon ve azot kaynagi olarak ¢ok ¢esitli substratlari kullanabilir. Bu substratlar, ucuz
ve bol olan lignoseliilozik atik akislarini i¢erir. Bu anlamda, mantar ve bakteri bitkileri,
atik kullanarak mevcut tarimsal iiretim sistemlerine entegre edilebildiklerinden, ek
kaynak olmadan protein iiretme yetenegine sahiptir. Bu, 6rnegin, isleme sirasinda
piring tanesinden ayrilan ve kuru agirlik temelinde hasat edilen piring tanesinin %20-
25'ini temsil eden atik iirlin olan piring kabugunu icerir. Hem mantarlar hem de
bakteriler yiiksek biyokiitle iiretkenligine sahip olabilir ve her ikisi de yiiksek
konsantrasyona (%30-80 dw) ve protein kalitesine sahiptir. Bununla birlikte, insan ve
hayvancilik diyetlerinde mantar ve bakteri proteinlerinin kullanimim kisitlayan bir
takim sorunlar vardir. Bu konular, substrattan koken alan toksik ve kanserojen
bilesikler veya organizma tarafindan biyosentezi sonucu ortaya cikan potansiyel
toksisitelerini i¢erir. Diger bir sorun, iirik asitin niikleik asit bozulmasindan birikmesi
nedeniyle, gut ve bobrek taglar1 gibi insanlarda bir dizi saglik sorunuyla iligkilendirilen
yiiksek ntikleik asit i¢erigidir. Ayrica, kiigiik bakteri ve mantar biiyiikliigii de yliksek
bir geri kazanim maliyeti dogurur. Sonug olarak, mantar ve bakteriyel proteinin daha
da gelismesini engelleyen en belirgin sorun, soya unu gibi giliniimiizde kullanilan

kaynaklarla rekabet etmeyen tiretim maliyetidir (Angell ve Raymond, 2016).

1.4. Algler

Alglerin 30,000 ile 1 milyondan arasinda tiirii igerdigi tahmin edilmektedir. Bu tiirlerin
icinde yer alan yesil algler agirhkli olarak tathh suda, %10'u da okyanuslarda
yasamaktadir. Kiiresel olarak dagilmis ve Kuzey Kutbu ve Antarktika bdlgelerinden
okyanuslara ve tatl su gollerine, ayrica iliman ve kurak bolgelerde toprakta genis bir
habitatta bulunurlar. Deniz ekosistemlerinde, yesil deniz yosunlar1 genellikle s1g kiy1
sularinda yasamaktadir. Yesil yosunlarin bazi ortak ozellikleri; dnemli morfolojik

cesitlilige sahip olmalari, ¢ok hiicreli olmalari, ¢ekirdek, mitokondri, kloroplast, golgi
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aparatt ve endoplazmik retikulum gibi organellere sahip olmalari, klorofil (a, b),
karotenoid ve ksantofil icermeleri olarak sayilabilir. Cok eski tarihi zamanlardan beri
tiikketilen deniz yosunlari, glinimiizde de bir hayli 6énem kazanmis durumdadirlar.
Protein, mineral ve vitaminlerin saglikli kaynaklarina olan artan talebi karsilayan deniz
yosunu deniz kiiltiirli, degisen alg tliketim uygulamalarint karsilamak igin
genigletilebilir. Gilinimilizde diinyadaki gida arzinin %]l'inden daha azi deniz
yosunlarindan gelmektedir. Besin agisindan zengin ve ¢ok sayida saglik yarari
saglayan deniz yosunlarmin tiiketilmesi kiiresel olarak kabul edilmektedir.
Gilinlimiizde lezzet, doku veya mutfak ¢ok yonliiliigii icin kullanilan yaygin yenilebilir
yosunlar arasinda Ulva intestinalis, Monostroma, Caulerpa, Laminaria, Undaria,
Sargassum fusiforme, Palmaria ve Porphyra bulunur. Bu taksonlara ek olarak, besin
degerleri nedeniyle ¢ok sayida deniz yosunu bir gida kaynagi olarak kullanilabilir.
10.000'e yakm deniz yosunu tiiriinden sadece 145 tiirii gida kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Viicudun fizyolojik islevleri i¢in gerekli olan deniz yosunlarinda
yaklagik 56 farkli mineral ve eser element bulunmaktadir. Alglerde yiiksek seviyelerde
kalsiyum, demir, iyot, vitaminler, dogal antioksidanlar, proteinler (%48'e kadar) ve
azaltilmig lipit seviyeleri (%1-5) bulunur. Mineraller ve vitaminler disinda, deniz
yosunlar1 da %50-60'a kadar sayilabilen polisakkaritler icerir. Viicut tarafindan
sindirilmedigi takdirde bu polisakkaritler, diyet lifleri olarak islev gorebilir. Yosunlar
ayrica, omega 3 ve omega 6 asitleri ile ilgili goklu doymamis yag asidi bilesimi igerir
(Fleurence vd., 2016).

1.4.1. Mikroalgler

Mikroalgler zengin protein, karbonhidrat ve yag asidi igerigine sahiptir. Besin degeri
yiiksek olan bu organizmalar, sucul hayvanlar i¢in biiyitk monomerli besin, vitamin ve
iz elementlerin en 6nemli kaynagidir. Mikroalglerin bilesiminde bulunan ana madde
proteindir. Ayrica mikroalglerin vitamin bakimindan zengin oldugu, 6zellikle vitamin
B12 miktarinin ¢oklugu dikkat ¢ekmektedir. Proteince zengin mikrobik algler bol
miktarda K, Na, Mg, Ca, P, S, Fe gibi mineral maddeleri ihtiva etmektedir. Bu mineral

maddelerin orani mevsimlere gore az ya da ¢ok degisiklikler gostermektedir. Bu
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alglerin igerdikleri niikleik asit miktarlar1 da ihmal edilmeyecek degerlerdedir. Agik
sahalarda mikroalglerin kiiltiirii yalniz sicak aylarda ya da belirli sicaklik derecesine
erigtiginde miimkiin olmaktadir. Soguk ve uzun kis mevsimine sahip iklimlerde verim

dar bir alanda kalmaktadir (Kaba ve Caglak, 2006).

1.4.2. Makroalgler

Makro algler, insanlarin denize, okyanusa kiyist olan yerleskelere yerlesmesinden
itibaren 6nemi artan bitkisel canlilardir. Makro algler gida, ilag, kozmetik, tarim ve
hayvancilik, hayvan yemi, kozmetik ve sanayi alanlarinda kullanilmaktadir. Ayrica
yatistirici, kas gevsetici ve 0dem giderici olarak kullanilmaktadir. Avrupa’da
hammadde, Irlanda ve Ingiltere’de M.S. 563°de besin olarak, Vikingler’de 9. ve 10.
yy.larda besin olarak kullanilmistir. Eski caglarda daha ¢ok besin olarak kullanilan
algler ayn1 zaman da renk verici ve kivam arttirici, hayvan yemi ve giibre olarak da
kullanilmistir. Deniz yosunlari, giiniimiizde gelisen teknolojiyle birlikte tarim giibresi,
insan ve hayvan gidasi, biyoyakit, aljinat ve agar gibi polisakkaritlerin eldesinde
kullanilmaktadir. Deniz sebzesi de denilen makro algler amino asit komposizyonu
baklagillere yakin, yag asitleri diisiik, vitamin ve mineral diizeyi yiiksektir. Bazi
alglerde protein sindirebilirligi %80, karbonhidrat sindirilebilirligi ise %50 dir. Algler
aljinat, karragen, agar-agar gibi polisakkaritlerin de kaynagidir. Deniz yosunlari
absisik asit, sitokinin, mikro ve makro besin maddeleri igerdikleri i¢in giibre olarak
kullanim1 ¢ok yaygindir. Ayni zaman da 6ziitleri fide olusumu, ¢imlenme, koklenme,
meyve olusumu ve zararlilara karsi dayaniklilik gibi faydalar saglamaktadir. Agar-
agarin jel olusturma 6zelligi nedeniyle mikrobiyolojik ¢aligmalarda, parfiimlii kol alt1
iirlinlerinde, penisilin igeren dermatolojik kremlerde, giines kremlerinde, mobilya ve
film endiistrisinde kullanilmaktadir. Aljinatin kayganlastirici 6zelligi sabunlarda, tras
kremlerinde, sa¢ losyonlarinda ve yara bantlarinin yapiskan 6zelligini kazanmasinda,
boya, tekstil, kauguk ve deri endiistrisinde kullanilir. Karragenler akici o6zelligi
sayesinde ila¢c ve kozmetik sanayiinde, sampuanlarda, yiiz maskelerinde,
deodorantlarda, yangm sondiiriiclilerde, ayakkabi cilalarinda ve oda kokularinin

iceriginde kullanilir (Ak, 2015).
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1.5. Alg Yetistirme Ortamlar

Cok az sayidaki bazi tiirlerinin diginda algler sucul ortamlarda yasarlar. Biyoteknolojik
uygulamalarda, alternatif alg yetistirme ortamlarindan biri de atik sulardir. Atik sular
cok cesitli evsel, endiistriyel, ticari veya tarimsal faaliyetlerin yan tirliniidiir ve sonug
olarak ¢ok degisken kimyasal ve biyolojik 6zelliklere sahiptir.

Atik sularda azot ve fosfor igerigi en ¢ok cevresel agidan ilgilidir ve atik sulardan
uzaklastirilmalar1 yoniinde kapsamli arastirmalar yapilmistir. Bir segenek, besinlerin
alg veya mikroalg ile geri kazanilmasi ve ayrica biyoiiriinler ve biyoyakit tiretmektir
(Monfet vd., 2017). Alg biyokiitlesi, hayvan yemi ve biyoyakit iiretimi i¢in potansiyel
bir kaynak haline gelmistir. Biyokiitlenin tiretim maliyetini azaltmak i¢in, yosun ekimi
genellikle atik su aritma ile birlestirilir. Algler, bira atik sularinda, kentsel atik sularda,
hayvan giibresi, et isleme atik sularinda basariyla yetistirilmistir. Atik su ile yetistirilen
alglerin biyokiitle verimini arttrmak i¢in havalandirma, asit sindirimi, fermantasyon
gibi farkli teknolojiler gelistirilmistir. Diisiik maliyetle veya diisiik maliyetle mevcut
olan atik sular, yosun yetistiriciligi ve biyokiitle liretimi i¢in maliyet etkin ve
stirdiiriilebilir bir yol saglamustir (Lu vd., 2016).

Atik su aritma metotlar1 genel olarak fiziksel, kimyasal ve biyolojik aritma olarak {i¢
metoda ayrilir. Bu {i¢ aritma metodunun aralarindaki kombinasyonlarla 6n aritma,
birincil aritma ve ikincil aritma gergeklestirilir. On aritma, biiyiik partikiillerin atik
sudan ayrildig1 ve kat1 atik haline doniistiiriildiigii fiziksel aritma metodudur. On
aritma igsleminden ¢ikan atik suyun icerdigi siispanse ve kolloidal katilar ile yag gibi
yiiziici maddeler, kimyasal ve biyolojik islemlerle ¢oOktiiriilerek ve ayristirilarak
birincil aritma gergeklestirilir. Ikincil aritmada ise, ¢dziinmiis haldeki maddeler gesitli
kimyasal ve biyolojik islemlerle tutulur, ayristirilir ve patojen organizma igerigi
dezenfeksiyonla giderilirler. Tiim bu aritma adimlarinin kullanildig: bir atik su aritma
tesisinin maliyeti ve enerji gereksinimi oldukga fazladir. Algler fotosentez yaparak
stirekli olarak oksijen kazandirdiklar1 i¢in dogal sularin kendi kendine aritmasi
isleminde de 6nemli bir role sahiptir. Bununla birlikte, alglerin su ve atik sularda azot
ve fosfor basta olmak iizere sucul ortam igin tehlikeli olan kirleticileri hiicre ve
hiicrelerinde yap1 maddesi olarak kullanmalar1 veya biriktirmeleriyle giderdikleri, cok
sayida aragtirmaci tarafindan belirlenmistir.  Alglerin  bu  yeteneklerinden

yararlanilarak atik su aritiminda kullanilmalarinda basarili sonuglar sagladigi, yapilan
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pek cok caligmayla kanitlanmistir. Organik maddece zengin sularda algler, fotosentez
yaparak serbest oksijen liretir ve bu sekilde organik maddenin aerobik bakteriyel
oksidasyonunu desteklerken ayn1 zamanda oksidasyonla agiga ¢ikan karbondioksit ve
nutrientler, algler tarafindan yeni biyomas {iretiminde kullanilmaktadir. Birgok aritma
sistemine kiyasla, etkili nutrient aritimi1 saglayan algal atik su aritma sistemlerinde
yaygm olarak Chlorella, Scenedesmus, Chlamydomonas, Cyclotella, Cosmarium
tiirlerine rastlanir. Fotosentez siiresince havuz suyunda oksijen miktarinin artmastyla
pH’da yiikselir buna bagh olarak fosfor ¢okelir, amonyak giderilir ve hidrojen siilfiir
miktar1 azalir. pH’1n yiikselmesi bir¢ok patojen organizma i¢in Sldiirliciidiir. Atik
sulardaki agir metal miktar1 da alg biyomas: tarafindan giderilebilir. Laboratuvar
diizeyinde bir ¢aliyma da, atik su havuzundaki kadmiyum ve bakirm, alg biyomas1
tarafindan %70-90 oraninda giderildigini belirtmistir. Agir metalleri sulardan
uzaklastirma etkinligi, alg tiirlerine gore degisiklik gostermektedir. Ornegin
Oscillatoria sp. iyi bir krom gidericidir, Chlorella vulgaris asil olarak kadmiyum,
bakir ve ¢inko, Chlamydomonas sp. kursun, Scenedesmus chlorelloides molibden
giderme yetenegine sahip bulunmustur. Oldiiriicii dozun altinda agir metal igeren
sularda alglerin metal kirliligine adapte olacag1 belirtilmekle beraber, alg
hiicrelerindeki agir metal birikimi, besin zincirindeki diger halkalar i¢in potansiyel
olarak toksiktir. Atik sularda alg yetistirmek i¢cin havuz sistemleri kullanilmaktadir.
Bunlar; algal-bakteriyel havuz sistemleri, fakiiltatif havuzlar, yiiksek oranli algal
havuz sistemleri ve ileri entegre havuz sistemleridir. Atik su aritimi igin tesis edilen
ileri entegre havuzlar, anaerobik havuz, fakiiltatif havuz, yiiksek oranli algal havuz ve
¢Oktiirme havuzundan olusan bir sistemdir. DOE tarafindan insa edilen bu havuz
sisteminin kurulus sermayesi ve bakim masraflari, ayn1 fonksiyonu saglayacak olan
bir ikincil aritma sistemine oranla ¢ok diisiiktiir ve mekanik arac¢larin kullanimi da en
aza indirgenmistir. Aritma sisteminin diger bir 6nemli avantaji, havuzda ¢ok az
miktarda kalint1 camur birikmesidir. Yaklasik 30 yillik uygulama siiresince atik su
aritma tesisinde heniiz kalint1 uzaklastirma islemi yapilmamistir. Bu siirede sistemin

ilk bileseni olan fakiiltatif havuzda, heniiz 1 m’den az ¢amur birikmistir (Sen vd.,

2003).
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1.6. Alglerin Amino Asit Komposizyonu

Daha 6nce kullanilan tarimm yogunlagtirilmasina yonelik yontemler, dogal yasam
alanlarmin parcalanmasi ve biyolojik ¢esitliligin tehdit edilmesi, arazi temizliginden
sera gazi Uretimi, giibre ve hayvancilik iiretimi de dahil olmak tizere gevre lizerinde
sahip olduklar1 yiiksek etkili degisimler nedeniyle yakinda bir segenek olamayacaktir.
Ozellikle, protein gelecekte kisa siirede tedarik edilmesi gereken ana besinlerden
biridir. Tiketicilerin talebini karsilamak ve 6ngoriilen kiiresel protein gereksinimlerini
de karsilamak i¢in alternatif protein kaynaklar1 ve tiretim yontemleri gereklidir. Deniz
yosunu ve mikro algler canli bir protein kaynagi olarak kabul edilir (Cizelge 1.3). Bazi
deniz yosunu ve mikroalg tiirlerinin et, yumurta, soya fasulyesi ve siit gibi geleneksel
protein kaynaklarina benzer protein seviyeleri igerdigi bilinmektedir. Protein iiretimi
icin alg kullanimi, iiretkenlik ve besin degeri agisindan geleneksel yiiksek proteinli
mahsul kullanimima gore ¢esitli faydalara sahiptir. Karasal tarim, hayvansal proteine

sahip toplam kiiresel tath suyun yaklasik %75'ini, 6zellikle bitki kaynaklarindan
esdeger miktarda protein iiretilenden 100 kat daha fazla su gerektirmektedir. Deniz
yosunlari, ek gida liretimi veya diger nakit iirlinler i¢in kullanilabilecek kaynaklar1 en
ist diizeye ¢ikarmak igin tath su veya ekilebilir arazinin bliylimesini gerektirmez.
Ayrica, sert ortamlar1 ve fototropik dmiirleri nedeniyle algler siklikla yiiksek oksidatif
ve serbest radikal streslerine maruz kalmaktadir. Bu, yenildigi takdirde tiiketiciye
saglik yararlar1 saglayabilen pigmentlerin (6rn. Karotenler, Kklorofiller ve
fikobiliproteinler) ve polifenollerin (6rn., Katesinler, flavonoller ve florotaninler)
iiretimi gibi dogal koruyucu sistemlerin evrimine yol agmustir. Bununla birlikte, deniz
yosununun ve mikroalglerin yaygin kullanimi; alglerin erisimini ve haklarmni,
mevsimsellik ve alglerin cografi konumlarinin yan sira alglerden protein izolasyonu
icin Olgeklenebilir liretim yontemlerinin mevcuttur. Algler genellikle EAA bilesimi
FAO gerekliliklerini karsilayan uygun bir protein kaynagi olarak kabul edilir ve
genellikle soya fasulyesi ve yumurta gibi diger protein kaynaklari ile esittir. Deniz
yosunlarinin yaygin olarak tiiketilmemesi, alglerin ideal sindirimi ile ilgili in vivo
arastirma eksikligine yol agmig, boylece farkl alg tiirleri ile diger protein kaynaklar1
arasindaki alg protein kalitesinin karsilastirilmasini sinirlandirmistir. Bununla birlikte,
triptofan ve lizin ¢ogu alg tiirlinde siklikla amino asitleri sinirlandirmaktadir. Ayrica

16sin ve izolosin, kirmizi alg tiirlerinde genellikle diisik konsantrasyonlarda
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bulunurken, metiyonin, sistein ve lizin genellikle kahverengi alg tiirlerinde smirlidir.
Sistein tipik olarak bir¢ok deniz yosunu tiirlinde diisiik seviyelerde goriiliir ve
genellikle saptanamaz. Aspartik asit ve glutamik asit, bircok deniz yosunu tiiriindeki
toplam amino asitlerin nispeten biiyiikk bir kismimi olusturur (Bleakley ve Hayes,
2017).

Cizelge 1.3. Farkli alglerin genel bilesimi ( % kuru agirlik) (Becker, 2007)

ALG PROTEIN KARBONHIDRAT YAG
Anabaena cylindrica 43-46 25-30 4-7
Chlamydomonas rheinhardii 48 17 21
Chlorella pyrenoidosa 57 26 2
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Dunaliella salina 57 32 6
Scenedesmus obliguus 50-56 10-17 12-14
Spirogyra sp. 6-20 33-64 11-21
Arthrospira maxima 60-71 13-16 6-7
Spirulina platensis 46-63 8-14 4-9
Synechococcus sp. 63 15 11

1.7. Chlorella vulgaris Beyerinck Taksonomisi

Kingdom Plantae — plantes, Planta, Bitkiler
Subkingdom Viridiplantae — Yesil Bitkiler
Infrakingdom Chlorophyta — green algae Yesil Algler
Division Chlorophyta — green algae, algues vertes
Subdivision Chlorophytina
Class Trebouxiophyceae

Order Chlorellales

Family Oocystaceae

Genus Chlorella Beijerinck, 1890
Species Chlorella vulgaris Beijerinck, 1890
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Yukarida taksonomisi verilen Chlorella Beijerinck, 1890, (NODC Taxonomic Code,
Database, version 8) diinya ¢apinda en bilinen mikroalg cinslerinden biridir. Cinsin
tiyeleri, morfolojik karakterlerin azligindan muzdarip olsa da, 1890'da Chlorella
vulgaris Beijerinck tiiriniin tanimmdan bu yana 100'den fazla Chlorella tiiri
adlandirilmistir. Bu taksonlar farkli bir simbiyoz olusumunu da giindeme getirmistir.
Bu cinsin sistematigini gézden gecirmek i¢cin ¢ok sayida calisma yapilmistir. Bu
caligmalar temel olarak beslenme gereksinimleri, morfolojik ve yapisal 6zellikleri,
serolojik capraz reaksiyonlar, hiicre duvarinin ultrastriiktiirel ve kimyasal bilesimi,
pyrenoid iist yapi, biyokimyasal ve fizyolojik karakterler ve molekiiler filogenetik
ozelliklerdir. Tiim bu ¢aligmalar, cinsin heterojen bir tiir toplulugu oldugunu ve cinsin
tekrar gozden gegirilmeye ihtiya¢ oldugunu gostermektedir. Biyokimyasal ve
molekiiler verilere dayanarak, cins su anda yalnizca bes Chlorella tiiriinden
olusmaktadir: Chlorella vulgaris, C. lobophora, C. sorokiniana, C. heliozoae ve C.
variabilis’tir. Chlorophyta cinsinin ve tiirlerinin ayrilmas1 geleneksel olarak
morfolojik ve sitolojik karakterlere dayanmaktadir. Bununla birlikte, benzer
morfolojinin yakin bir filogenetik iliskiye yol actig1 hipotezinin ¢ogu kez yanlis ve
yaniltict oldugu kanitlanmistir. Son filogenetik ¢aligmalar, tipik Chlorella
morfolojisinin diger Trebouxiophyceae ve Chlorophyceae soylari ile paylasildigini
gostermistir. Chlorella cinsinin tiyeleri geleneksel olarak Chlorellaceae'ye aittir ve son
zamanlarda farkliliklar iki isim altinda incelenmistir: Bunlar Parachlorella—clade ve
Chlorella. Dictyosphaerium morfotipine (hiicreler ve jelatinimsi zarf arasinda bag
iplikleri olan) odaklanan arastirmalar, bu morfotipin Chlorellaceae ile bir baglantisi
oldugunu goéstermistir. Son arastirmalar, Dictyosphaerium benzeri suslarin
Chlorellaceae'den bagimsiz olarak kiimelendigini, bazi taksonlarin Chlorella cinsinin
iiyeleri arasinda oldugunu gdéstermistir. Bu cinsin ¢alismasindaki mevcut zorluk,
Chlorella benzeri tiirlerin son derece yiiksek filogenetik ¢esitliligi 1s18inda, sinirh

sayida morfolojik karakterin uygun tanimlanmasini ve ayirt edilmesini engelleyen

kii¢iik boyutlaridir (Bock vd., 2011).
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2. MATERYAL-METOD

2.1. Mikroalg Kiiltiir Ortamlari

Chlorella vulgaris’in kiiltiiriinde kullanilan TAP besi yerinin kompozisyonu Cizelge
2.1.”de verilmektedir.

Cizelge 2.1. Alg yetistirme besi ortami igerikleri

Kimyasallar/ Besi Ortam1 TAP Besiyeri Nitrat Eklemeli TAP
(N-TAP)
TAP SALT
NH4CI 29 29
MgSQO4.7H20 054 059
CaCl».2H0 0,25¢ 0,25¢g
PHOSPHATE SOL.
K2HPO4 2,88 ¢ 2,88 ¢
KH2PO4 1,44 g 1,44 g
TRIS SOL.
TRIS 0,484 g 0,484 g
Glacial asetik asit 0,2 mL 0,2 mL
TRACE
EDTA disodium salt 5¢0 5¢
ZnS04.7H,0 2,29 2,29
H3BOs 1,14 ¢ 1,149
MnCl..4H,0 0,506 g 0,506 g
CoCl,.6H,0 0,161 g 0,161 g
CuS04.5H,0 0,157 g 0,157 g
(NH2)6M07024.4H,0 0,110 g 0,110 g
FeS04.7H;0 0,499 g 0,499 g
NO; - 10g
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Cizelge 2.2. Atik su besi ortamlar1 agir metal dl¢timleri

Agir
metaller(ppb)/Besi | MKEK GOL
ortamlar1

Cr 0,223 0,093
Cu 10,739 2,632
Ni 0,135 0,165
Pb 0,696 1,501
Co 0,118 0,106
Al 0,112 1,213
Zn 2,427 0,391
Cd 0,032 0,045
Fe 0,011 0,654
B 4,482 7,032
Sr 7,640 17,314
Ba 0,091 0,094
Ca 822,017 1027,26
Mg 11,041 20,617
K 361,299 47,603
Mn 0,087 0,037
Ag 0,161 0,276
Bi 0,044 0,070
Ga 0,567 0,321
In 4,593 0,446
Li 1,160 0,537
TI 0,198 0,343
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2.2. Deneysel Prosediirler

CHLORELLA
VULGARIS

Klorofil-a Olgiimii

OD Olgiimii
Hiicre Saymm Islemi
Amino Asit Tayini

Toplam Protein Miktar1

Besiyerinde Nitrat Olgiimii

Organik Bilesik Ol¢iimii

Sekil 2.1. Asillama yapilan besiyerleri ve deneysel uygulamalar. Belirtilen tiim
Olgtimler inkiibasyonun 1, 3, 6, 8, 10, 12, 14, ve 15. giinlerinde 6rneklenen
mikroalgler kullanilarak yapilmistir. Tiim deneysel 6lgtimler ti¢ biyolojik
tekrar grubu kullanilarak almmustir

2.2.1. Klorofil-a Olgiimii

Iki mL olarak alman alg numuneleri 15000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra

iist kisimda kalan besi yeri uzaklastirilmistir. Iki mL aseton ile muamele edilerek
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vortekslenen numune 15 dakika 80 °C’de sonikatore konulmus ve 5 dakika olmak
iizere 15000 rpm’de santrijif edilmistir. Santrifiijiin ardindan siipernatant kismi
almarak pellet kismi atilmistir. Siipernatant kismu ELISA’da olgerek Chl-a
hesaplamalar1 yapilmistir (Jeffrey ve Humphrey, 1975).

2.2.2. Optik Yogunluk (OD) Ol¢iimii

AguaPen-C AP-C 100 marka cihaz kullanilarak Optik Yogunluk (OD) oOl¢imi
yapilmistir (Sekil 2.2). OD680 nm, OD720 nm, QY ve OJiP parametreleri bir giin ara

ile 6l¢iilmiistiir (AquaPen Operation Manual).

Sekil 2.2. OD 6l¢iimiinde kullanilan cihaz

2.2.3. Hiicre Sayim Islemi

Alglerin farkli stirelerde sayimi i¢in kontrol ortaminda inkiibasyona birakilan mikroalg
kiiltiirtinden giin asir1 alinan 30 pl alg soliisyonu 6rnekleri sedimentasyon tiiplerinde

2970 pL distile su ile seyreltilmis ve fiksasyon i¢in 30 pL ligol ¢ozeltisi ilave
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edilmistir (Sekil 2.3). Iki saat bekledikten sonra inverted mikroskop altinda her bir
goriintii alanindaki bireyler 30 goriintii alanina ulagincaya kadar sayilmis ve

ortalamalar1 alinmistir.

Sekil 2.3 Sayim islemi hazirlik asamasi

2.2.4. Toplam Protein Alg Ekstraksiyonu

On muamele i¢in 10 mg alg 10 mL lizis tamponu i¢inde ¢dzdiiriilen alg 6rnekleri bir
dakika boyunca homojenize edilmistir. Ardindan sivi azot i¢inde dondurularak oda
sicakliginda erimeye birakilmistir. Tekrar sivi azot i¢inde dondurulan ve on dakika
sonike edilen alg Ornekleri yirmi dakika 15000 rpm’de +4°C sicaklikta santrifii]
edilmistir (Lopez vd., 2010).

2.2.5.  Amino Asit Tayini Alg Ekstraksiyonu

Stok alg soliisyonundan 50 mg olarak tartilan alg 6rnegi 24 saat 110°Cde 10 mL 6 mol
HCl ile hidrolize edilmistir. Hidrolizat 55°C’de vakum pompasi ile kurutulmus ve 5
mL distile su ile tekrar ¢ozdiiriilmiistiir. On islem sonucu ¢dzdiiriilen numuneden ve
amino asit standartlarindan 1 mL’lik ependorflara alindiktan sonra, 500 pL asetonitril

ve 24 uL fenilizotiyosiyanat eklenerek vortekslenmistir. Daha sonra 278uL
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trimetilamin eklenerek tekrar vortekslenmistir. Yarim saat boyunca 70°C’de degas
yapilarak oda sicakligina gelene kadar bekletilmistir. 198 uL HCI eklenerek
vortekslenmesinden bes dakika sonra, 15000 rpm’de 5 dk siiresince santrifiij

edilmistir. 0,22 um filtreden gegirilen numune analiz i¢in saklanmistir (Sekil 2.4.) (Xie
vd., 2017).

Sekil 2.4. Amino asit tayini alg ekstraksiyonu asamasi

2.2.6. Besiyerinde Nitrat Olgiim

Inkiibasyona birakilan besi ortamlarindan giin asir1 2 mL besiyeri érnekleri alinmistr.
Alman besiyeri orneklerinin iyon kromatografisi cihazinda nitrat ve fosfat takibi

yapilmustir. Cizelge 2.3.’teki analitik kosullar saglanarak dlgiimler yapilmistir.
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Cizelge 2.3. Iyon kromatografisi cihazi analitik kosullar

Mobil faz (anyon)

Sodyum Bikarbonat/Sodyum Karbonat karigimi (12mM/6mM)

Kolon (anyon)

Shimpack ICSA2 (250 mm x 4.0 mm, 9um)

Mobil faz (katyon)

Nitrik Asit (5mM)

Kolon (katyon)

Shimpack ICSC1 (150 mm x 4.6 mm, 6um)

Kolon firin sicakligi 30°C
Enjeksiyon hacmi 20 pL
Akas hizi 1 mL/dk
Dedektor CDD-10Asp
Siire 20 k

2.2.7. Alglerde Toplam Protein Miktar1 Tayini

On muamele edilmis biyokiitlenin toplam protein miktarn1 6lgmek i¢in Lowry
yontemi uygulanmistir. Standartlarin hazirlanmasinda 0,2-10 mg aras1t BSA 10 mL
lizis tamponu i¢inde ¢Ozdiiriilmistiir. Daha Once toplanan siipernatantlardan ve
hazirlanan standartlardan 100’er pL alinmis ve {izerine 100 pL %10’luk SDS
solisyonu eklenmistir. Daha sonra 100 uL reaktif A eklenerek vortekslenmistir.
Karigimm 50 uL’sine 200 plL reaktif C eklenerek 10 dk karanlikta oda sicakliginda
bekletilmistir ve 20 uL reaktif C solisyonu eklenmistir. 45 dk boyunca oda sicakliginda
inkiibe edilen 6rneklerin 750 nm’de ELISA’da 6lglimleri gerceklestirilmistir. Analiz
kapsaminda kullanilan kimyasallarin hazirlanis1 asagidaki sekilde yapilmustir.
Reaktif A: 40 mg NaOH 10 mL distile su iginde ¢6zdiiriildii 0,2 g Na2CO3z eklendi,
Reaktif B: 0,1 g NaKTartarat 10 mL distile su i¢inde ¢ozdiiriildii 50 mg CuSOa4eklendi,
Reaktif C: 20 uL reaktif B 1980 uL reaktif A,

Folin reaktifi (1 N), %10 SDS (5 mg SDS 100 mL distle su), Lizis tamponu (5 mL lizis
tamponu 50 mL distile su) yapilmistir (Lopez vd., 2010).
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2.2.8. Amino Asitlerin Teshis ve Miktarlarimin Belirlenmesi (HPLC Analizi)

Amino asitlerin ayrigtirilmas1 C18 kolonu (250 4,6 mm, 5 Im, Grace, IL, ABD)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Analiz, 1.0 ml dk akis hizinda, Mobil faz A, 0.1 mol
NaAcasetonitril (97: 3, v/v; pH 6.5) ve mobil faz B, asetonitril-su (4: 1, v/v) olarak
yapilmistir. Gradyan kosullar : 0-13 dakika,% 100-93 A; 13-23 dk,% 93-77 A; 23-29
dak, 77-65% A; 29-35 dk,% 65-60 A; 35-40 dak; % 60-0 A; 40-45 dakika,% 100 B
olarak uygulanmistir. Amino asitler, UV dalga boyu detektorii kullanilarak tespit
edilmis ve tutma stirelerinin gercek standartlarla karsilastirilmasiyla tanimlanmistir.

Teshis, harici standart yonteme gore yapilmistir (Xie vd., 2017).

2.2.9. Organik Makromolekiillerin Teshisi Degisimlerinin Belirlenmesi (FT-IR

Analizi)

FTIR spekturumlari, ortam sicakliginda, Bruker Vertex 70 V marka model cihaz ile
400-4000 cm-1 dalga sayist araliginda (MIR bolge) ATR atasmani kullanilarak elde
edilmistir (Pistorius vd., 2009).
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3. BULGULAR

3.1. Bilyiime: OD, Chl-a ve Hiicre Sayim

Farkli besi ortamlarinda kiiltiire alinan Chlorella vulgaris’e ait biiyiimenin takibinde
basvurulan parametrelerden ilki optik yogunluk 6l¢iimiidiir. Alg uyumlu OD cihazi ile
giin asir1 olarak yapilan Olgiimlere ait optik yogunluk degerleri Sekil 3.1.°de
goriilmektedir. Buna gore, Chlorella vulgaris popiilasyonunun, 1. giin ilk
orneklemesinde gecikme (lag) evresinde oldugu goriilmektedir. Bu evre muhtemelen
ikinci giinde de devam etmis olabilir ancak 6rneklemelerin giin asir1 gergeklestirilmesi
nedeniyle bu yakalanamamustir. Uciincii giinden itibaren hizli bir biiyiime evresine
giren Chlorella kiimelerinin s6z konusu biiytime davranis1 genel olarak 8. giine (veya
10. gline) kadar devam etmistir. Bu evrede biliylime hiz1 en yiiksektir. Bu evreyi, 8. ve
14. gilinler arasinda tespit edilen, dogrusal ya da duragan faz adi verilen biiyiime
davranis1 takip etmistir. Bu donemde, mikroalg miktarlart maksimum seviyesine
ulagmig ve nispeten yatay bir biiylime davranisina ge¢mistir. 14. giinden itibaren ise,
diisiis veya O0liim fazi olarak adlandirilan evreye gecildigi goriilmiistiir (Sekiller 3.1,
3.2 ve 3.3). Log faz1 siiresince, hizli bir biiylimenin isareti olarak OD degerlerinde
saptanan artiglar, besin ortamlarina gore ¢ok az farklihik gostermistir. Bu donemde,
MKEK ve GOL SUYU’na ait OD degerleri TAP-Kontrol ve N-TAP besi ortamlarma
gore thmal edilebilir derecede olmasina ragmen daha fazladir. Sekizinci giinden sonra
ortaya ¢ikan duragan fazi siiresinde ise, MKEK ve GOL SUYU besi ortamlarina ait
biyokiitlenin digerlerine oranla fark edilir derecede daha yiiksek miktarlara ulagsmis
oldugu gézlemlenmistir (Sekil 3.1).

Diger biiyiime parametreleri olan Birey Sayis1 (adet) ve Chl-a ng/L) degerlerinin, yine
duragan fazin bitimini gosteren 14. giine kadar artan egilimde, ancak artis hizinin log
fazinda belirgin bir sekilde yiiksek oldugu duragan fazda ise nispeten ¢ok dok diisiik
olarak gergeklestigi belirlenmistir. Besi yerleri arasindaki farklar agisindan, log fazi
boyunca, (OD degerlerinin aksine) Chl-a ve Birey Sayisi, MKEK ve GOL SUYU besi
ortaminda diger besi ortamlarma gore daha diisiik degerlerle temsil edilmistir. Ancak,
8. giinden sonra girilen Log fazinda, tipki OD degerlerinde oldugu gibi MKEK ve
GOL SUYU besi ortamlarinda digerlerine gore fark edilir sekilde daha yiiksek degerler
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bulunmustur. Besi ortamlar1 arasindaki bu fark Chl-a’da, birey sayisi’na gore ¢ok daha

belirgindir.
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Sekil 3.1. Farkli besi ortamlarinda yetisen Chlorella vulgaris’e ait OD degerleri
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Sekil 3.2. Farkli besi ortamlarinda yetisen Chlorella vulgaris’e ait hiicre sayimi
degerleri
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Sekil 3.3. Farkli besi ortamlarinda yetisen Chlorella vulgaris’e ait Chl-a degerleri

3.2. Besiyerinde Tespit Edilen Anyon (NOs'" ve HPO.*) Miktarlann (IC
Analizi)

Giin asir1 olarak alinan besiyeri 6rnekleri iizerinde, iyon kromatografisi kullanilarak
yapilan 6lgiimler, Chlorella vulgaris’in fotosentez esnasinda kullandig1 fosfat (PO4%)
ve nitrat (NOs!) bilesiklerini ortamdan uzaklastirma kabiliyetini belirlemek amaciyla
gergeklestirilmistir. Tap-Kontrol besi yeri incelendiginde, ortamdaki besin tuzu
derisimlerinin mikroalg bliylimesiyle ters bir iligski igerisinde oldugu dogrulanmistir.
Tipik biiyiime egrilerinde goriilen bu durum, 6zellikle azot ve fosforun gerek miktar
ve gerekse birbirlerine olan oranlariyla belirlenmektedir. Nitekim, TAP-KONTROL
besi yerinde azot derisimlerinin, bliylimenin basindan sonuna kadar tedrici olarak
azaldig1 goriilmiistiir. Ozellikle 8. giine (lag fazinin sonuna) kadar olan bu azalma
oldukca belirgindir ve duragan evrede yatay bir seyir izleyerek devam etmistir. Bu besi
yerinde, fosforun baslangictaki yiiksek derisimleri log fazinin sonuna (8.giin) kadar bir
azalma gostermemistir. Bu tarihten sonraki yeni duragan evrede Once yavas ve
sonrasinda keskin bir diislis gostermistir. Lag evresinde ortofosfat miktarlarinda
azalma goriilmemesi, fotosentetik biiylime esnasinda fosfor kullanilmadigi seklinde

yorumlanmamistir. Bu durumun, sekonder ortofosfat halindeki fosforun ortamdan
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alinmis olunabilecegi, ¢aligmada 6l¢ciimii yapilan primer ortofosfatlarin ise bu nedenle
sekonder ortofosfat bitinceye kadar azalmadigi seklinde bir davranis ortaya ¢ikardigi
ihtimali tizerinde daha fazla durulmaktadir. Azot zengini (N-TAP) besi ortami, kontrol
grubu ile benzer sekilde patern ortaya koymus, ancak farkli olarak lag fazinda fosforun
nispeten kullanildigina isaret eden azalmalar sergilemistir.

MKEK ve GOL SUYU besi yerlerinde ise, tahmin edildigi iizere, besin tuzu
derisimlerindeki degisimler Ozellikle fosfor agisindan nispeten farkli bir senaryo
sergilemistir. Ik olarak, MKEK ve GOL SUYU besi ortamlarmnin fosfor baslangic
konsantrasyonlari, TAP ve N-TAP besi yerlerine gore oldukea diisiiktiir. GOL SUYU
besi ortamindaki fosfor degerleri log fazi sonuna kadar yatay bir seyir gosterdikten
sonra, 8. glinden itibaren (durgunluk fazinda) keskin bir diisiis gostermis ve 10. giinden
itibaren tamamen tiiketilmistir. En diisiik baslangi¢c konsantrasyonlarina sahip MKEK
atik suyunda ise, ayni sekilde duragan faza gelindiginde ve devaminda neredeyse

tamamen tiiketilmis oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 3.4. Besi yerindeki Fosfat (P) iyonu Degisimi (IC Analizi)
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Sekil 3.5. Besi yerindeki Nitrat (NO3) Iyonu Degisimi (IC Analizi)

3.3. Toplam Protein Miktar

Farkli besi ortamlarinda yetistirilen Chlorella vulgaris biyomasi, bliylimenin diisiis
evresine gecmesiyle birlikte hasat edilmis ve bu son iiriinlerde toplam protein
miktarlar1 belirlenerek karsilastirilmistir. Buna gore, TAP-KONTROL besi yeri ve N-
TAP (nitrat eklemeli) besi yerine ait biyokiitlede, diger besi yerlerine gore daha yiiksek
toplam protein miktarlar1 tespit edilmistir (Sekil 3.6.). Nitratin toplam protein

miktari etkileyen en 6nemli faktor oldugu not edilmistir.
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TOPLAM PROTEIN

2,50

2,00
c
S 1,50
2
2
o)
. 1,00

0,00

TAP N-TAP MEKEK GOL
Besi ortami

Sekil 3.6. Farkli besi ortamlarinda Chlorella vulgaris’teki toplam protein miktar1

3.4. Chlorella vulgaris Son Uriiniinde Makromolekiillerin Belirlenmesi (FT-
IR Analizi)

Farkli besi yerlerinde biiyiimesini tamamlayan C. vulgaris’in hasat edilen biyomaslar1
icerisindeki makromolekiillerin (Karbohidrat, lipit ve proteinler) teshisleri ve
miktarlar1 FT-IR analizi ile belirlenerek karsilastirilmistir. Sematik olarak Sekil
3.7.’de goriildiigii lizere, turuncu renkle gosterilen Kirikkale MKE’den alinan atik su
(MKEK), mavi renkle gosterilen Kirikkale Universitesi goliinden alman su (GOL),
mor renkle gdsterilen kontrol grubu (TAP), yesil renk ile gosterilen nitrat eklemeli
TAP (N-TAP) besi ortamidir. Titresim batlaria bakildiginda amid I (C — O germe
titresimleri), amid Il (N — H biikiilme titresimleri) titresim bandlar1 esas alindiginda,
1740-1542 cm™ civarinda protein band1, 3015-2854 cm™ civarinda lipit (C=0) bandh,
1080 cm™ civarinda karbonhidrat bandma (C-O germe titresimleri) isaret etmektedir.
FT-IR analiz sonuglar1 (Sekil 3.7) incelendiginde; GOL ve MKEK atik sularinda
protein miktarmin TAP ve N-TAP besi ortamlarina goére daha az oldugu
goriilmektedir. Bu sonucun, GC-MS analizi ile belirlenen toplam protein miktarlarinin
farkli besi yerlerinde bulunan sonuclar ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Buna

karsilik, farkli  besiyerlerindeki karbonhidrat miktarlariin MKEK>GOL
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SUYU>TAP>N-TAP olarak bir siralama gosterdigi tespit edilmistir. Lipidler i¢in
ortaya ¢ikan siralama ise GOL SUYU<MKEK<TAP<N-TAP olarak ortaya ¢ikmustir.
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Sekil 3.7. Chlorella vulgaris’in farkli besi ortamlarindaki makromolekiil degisimleri

Cizelge 3.1.

degisimleri sayisal degerleri

Chlorella vulgaris’in farkli besi ortamlarmdaki makromolekiil

Besiortam /% MKEK GOL TAP N-TAP
Makromolekiil SUYU
Karbonhidrat 67 74 80 85
Lipid 95 97 93 94
Protein 85 75 92 94

3.5. Chlorella vulgaris’te Bulunan Amino Asitlerin Teshisi (HPLC Analizi)

Hasad1 yapilan alg biyomaslarinda, HPLC cihaz1

kullamlarak amino asit

komposizyonu ve miktarlar1 belirlenmis ve besi yerleri arasinda karsilagtirmalari

yapilmugtir. C. vulgaris’in azot bilesiklerinin daha fazla oldugu TAP ve N-TAP besi
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yerlerinde digerlerine gore daha yiiksek olarak bulunan amino asit miktarlari, toplam
protein miktarlar1 ile uyumluluk gostermektedir. Chlorella vulgaris’te arjinin amino
asidinin biitlin besiyerlerinde en fazla oldugu goriilmektedir. Arjinin’in analizi yapilan
toplam biyokiitle icerisindeki oranlari, TAP, N-TAP, GOL SUYU ve MKEK besi
yerlerinde sirastyla %17.8, %23.8, %5.8 ve %4.0 olarak belirlenmistir (Cizelge 3.1.).
Glutamik asit, en bol miktarda bulunan ikinci amino asittir ve TAP N-TAP GOL
SUYU ve MKEK besi ortamlarindaki yiizdeleri azalan bir sekilde sirasiyla %10.4,
%09.4, besi ortaminda %2.1 ve %1.9 olarak bulunmustur. Diger amino asitlerin miktar
ve ylizdelerinin besi ortamlar1 arasinda dagilimi yine ayni siralamaya gore ortaya

cikmustir (Cizelge 3.1.).

TAP

M arjinin M glutamik asit W histidin MW aspartik asit M lizin M fenil alanin 7 sistein ™ prolin M glisin

AMINO ASIT MIKTARI

= = N N
o [€,] o v

Konsantrasyon (ppm)

o
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MKEK

N-TAP
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Sekil 3.8. Farkli besi ortamalarinda yetisen Chlorella vulgaris’e ait amino asit miktari
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Cizelge 3.2. Chlorella vulgaris’in farkli besi ortamindaki amino asit yiizdeleri

Amino asit tiirii Besi Yeri
TAP N-TAP GOL MKEK

Arjinin 17,8 23,8 5,8 4,0
Glutamik asit 10,4 9,4 2,1 1,9
Histidin 8,2 6,6 2,1 1,6
Aspartik asit 7,9 6,6 1,3 1,1
Lizin 6,2 4,8 11 11
Fenil alanin 4,9 3,7 0,9 0,6
Sitozin 3,2 3,1 0,9 0,6
Prolin 2,7 1,2 0,6 0,4
Glisin 2,4 0,7 0,6 0,3
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4. TARTISMA

Bu c¢alismada, endiistriyel olarak bir ¢cok alanda kullanim potansiyeline sahip olan
Chlorella vulgaris mikroalg tiiriiniin, 6zellikle gida ve yem sektorii hedef alinarak
amino asit kompozisyonu hakkinda ilk bulgular elde edilmeye calisilmistir. Bu
amacla, kontrollii sartlarda bir nesil boyunca yetistirilen alg kiimesinin biliylimesi
stiresince ortaya koydugu davranislarmi besi yeri igerigiyle iliskilendirerek hedef
molekiillerin (amino asitler) olusumuna nasil etki ettigini inceleme temeline
dayandirilmistir. Bagska deyisle, istenen hedef molekiiliin maksimum {iretimi igin
optimum biiyiime sartlariin belirlenmesi temel amagctir.

Calismada elde edilen sonuglardan ilki, Chlorella’nin farkli besi yerlerinde ayni sartlar
altinda yetistirilen populasyonlarinin ortaya koydugu nispeten farkli biiyiime egrileri
ve son Uriin biyokiitlesinin makromolekiiller agisindan kayda deger farkliliklarin
ortaya ¢ikmis olmasidir. Kontrol grubu olarak adlandirilan TAP besi yeri, mikroalg
kiiltiiriinde en ¢ok bagvurulan ortamlardan birisidir. TAP besi yerinin bu anlamda
mikroalg biiyliimesini destekleyen en ideal besin tuzu karigimina sahip olacagi ve
optimum biiylimeyi ortaya cikaracagi beklenir. Ancak, bu c¢alismadaki sonuglar
degerlendirildiginde, MKEK ve GOL SUYU olarak adlandirilan, sirasiyla, atik su ve
dogal su niteligindeki besi yeri ortamlari, TAP besi ortamlarina gére daha yiiksek
biyokiitle degerlerine ulasilmasimi saglamistir. Bu sonug, iki farkli agidan tartisilmasi
gerekmektedir. Birincisi, her mikroalg liretimi ¢alismasinda oldugu gibi bu ¢alismada
da son iirin (biyokiitle) verimliligi ¢ok Onemli olmakla birlikte, biliylimenin en
basindan son liriine gelinceye kadar biitlin agsamalardaki {iretimi istenen makromolekiil
(Karbohidrat, Protein, Lipit, Karotenoit vs.) degisimleri ve bunlarm optimum
noktadaki miktarlariin hedeflenen iiriin eldesindeki verimlilige ulagsma agisindan da
ayn1 dneme sahiptir. Nitekim, bu ¢alismanin sonuglarina gére, MKEK ve GOL SUYU
besin ortamlar1 TAP ve azot ile zenginlestirilmis N-TAP besi yerlerine gore daha
yiiksek biyokiitle iretmis olmalarina ragmen, daha diisiik miktarlarda protein igerigine
sahiptir. Her besi yerindeki alg kiiltiirleri, son asamaya gelinceye degin, molekiiller
arasinda yogun degisimler yasamis olabilecegi diisiiniildiigiinde, son {iriindeki
makromolekiil dagilimi, hedef molekiil iiretimindeki verimliligi agiklayabilmek i¢in

yeterli olmayabilir. Bagka deyisle, biiylimenin herhangi bir asamasinda protein miktar1
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MKEK, GOL SUYU besi yeri ortamlarinda digerlerine gore daha yiiksek olmus
olabilirdi. Bu nedenle, teknik yetersizlikler nedeniyle dlgiilemeyen, biiylimenin her
evresindeki makromolekiillerin miktar ve degisiklikleri bu ¢aligmadaki eksikliklerden
biri olarak not edilmelidir. Literatiirdeki ¢cok sayida arastirma, mikroalg kiiltiir
ortaminda bulunan besin tuzlarinin (6zellikle N ve P) miktar ve degisimlerini alg
biyokiitlesinin  biliyime  esnasindaki  biyokimyasal doniigsmelerle  birlikte
degerlendirmektedir (Lai vd., 2011; Kamalanathan vd., 2015; Arora vd.,2016;
Santhakumaran vd., 2020).

Bu ¢alismada, alg biiyiimesine iliskin sonuglar incelendiginde, her bir besiyerinde tipik
mikroorganizma biliyiime egrisinin olustugu goriilmektedir. OD, Chl-a ve hiicre birey
sayilart ile takip edilen biiyimede, gecikme (lag), hizli biiyiime (Log faz1) ve duragan
evreleri ayirt edilir bir sekilde ortaya ¢ikmistir. Ancak, her bir evredeki alg biyomasi
veya spesifik biiylimesi secilen besi yerine gore farklilik gostermistir. Bu farkliliklarin,
her bir ortamin besin tuzu baslangi¢c miktarlarma ve kompozisyonuna bagh olarak
ortaya ¢iktig1 genel bir kural olarak kabul edilmelidir (Saito vd., 2008). Nitekim,
biiylimenin ortam kompozisyonuna ve miktarma bagli oldugu, mikroalg kiiltivasyonu
kullanarak yapilan diger ¢alismalarda da dogrudan veya dolayli olarak ifade edilmistir
(Ajala ve Alexander, 2020). Ancak, bu ¢alismada, lag evresi boyunca olan hizli
biliylime esnasinda besin tuzlarindan azotun besi yeri konsantrasyonlar1 tedrici olarak
azalmasina ragmen, biiylimede kullanilan diger temel element olan fosforun azalmayip
yatay sekilde degerler gostermesi enteresandir. Lag evresinde ortofosfat miktarlarinda
azalma goriilmemesi, fotosentetik biiyiime esnasinda fosfor kullanilmadigi seklinde
yorumlanmamustir. Bu durumun, sekonder ortofosfat halindeki fosforun ortamdan
almmuis olunabilecegi, ¢alismada 6l¢limii yapilan primer ortofosfatlarin ise bu nedenle
sekonder ortofosfat bitinceye kadar azalmadig1 seklinde bir davranis ortaya ¢ikardigi
ihtimali tizerinde daha fazla durulmaktadir (Solovchenko vd., 2016). Besi yerinde
bulunan fosfatin alg bireyleri tarafindan alinmasi karmasik bir dinamige sahiptir. Bu
konudaki en Onemli faktorlerden birisi, fosfatin ortamdaki tiiriidiir. Ortofosfatin
HPO4? veya HoPO4 seklindeki serbest bilesikleri fotosentezde kullanilan formlaridir.
Her ikisi arasindaki dinamik ve siirekli kimyasal dontigiimleri kiiltiir ortamlarinda da
gerceklesir ve bu degisimde en 6nemli kontrol edici faktor pH olarak ifade edilmistir.
Diisiik pH’larda HoPO4 formu dominanttir (Ullrich-Eberius, 1973). Calismamizda,

Chlorella’nin biitiin besi ortamlarinda tespit edilen lag fazindaki biiylime esnasinda,
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ortamdaki dominant fosfor tiiriiniin H2PO4 olma ihtimali yiiksektir. Ortamm pH
Olctimleri gerceklestirilmemis olmasina ragmen, biiylimenin basindaki pH genellikle
daha diisiiktiir ve biyomas artistyla birlikte ortamdaki karbon miktarinin artmasiyla
artar. Durgunluk fazma gelindiginde ise H2POs tiiketildiginden alg hiicrelerinin
HPO.? tiiriinii tilketmeye basladig1 diisiiniilebilir. Fosforun alg hiicreleri tarafindan
alinmasini etkileyen diger bir faktor de, besi yeri ortaminda bulunan fosfor baslangig
konsantrasyonunun ¢ok yiiksek olmasidir. Ozellikle, alg bireylerinin fosforca zengin
kiiltiire alinmadan once fosfor achigr seviyesine gore fosfor alimini fizyolojik olarak
yavaslattigi soylenmistir (Cembella vd., 1984). Hangi faktoriin fosfor alinma
dinamiklerinde baskin oldugunun anlagilabilmesinin daha detayli bir ¢alisma ile
miimkiin olabilecegi ortaya ¢ikmustir.

Bu calismaya temel teskil eden konulardan birisi de alg biiylimesinde atik su
kullaniminin  verimliliginin incelenmesidir. Bu amagla Kkiiltiir ortamlarindaki
mikroalgin biliylimesi ve besin tuzlar1 arasindaki iligkiye ait elde edilen bulgular, diger
bir konu hakkinda da yorum yapilabilmesine olanak sunmustur. Mikroalg biiylimesine
ait denemelerde kullanilan atik sulardaki fosfor ve azot, biliylimenin durgunluk
evresinde tamamen ortamdan uzaklastirilmis olup, atik su aritiminda alglerin
kullanilabilecegi sonucuna iliskin 6nemli isaretler ortaya c¢ikarmistir. Atik sular,
genellikle azot ve fosfor elementlerince zengindir ve dogaya birakildiginda
otrofikasyon gibi ¢cok 6nemli bir probleme yol a¢gmaktadir. Bu nedenle aritilmasi
gereklidir ki, aritimin da 6nemli bir maliyeti beraberinde getirdigi bilinmektedir. O
halde, calismamizda kullanilan Chlorella vulgaris’in gida amaghi kulanimi
hedeflenerek yapilmasi muhtemel bir iiretim faaliyeti sirasinda aritim amagh da
kullanilabilme potansiyeline sahip olabilecegi soylenebilir. Nitekim, diinya iizerinde
hem arastirma hem de uygulama 6l¢ekte basarili sonuglarin alindig1 bu tiir ¢aligmalarin
sayist oldukga fazladir ve artan bir ilgiye de sahiptir (Delgadillo-Mirqueza vd., 2016;
Monfet vd., 2017; Brar vd., 2019; Abdul Hamid vd., 2019).

Bu calismada elde edilen bulgulardan bir digeri ise, biiyiime sonunda ortaya c¢ikan
protein ve amino asit miktarlarmin besi yerleri arasinda farklihik gostermesidir. Ozet
olarak, daha yiiksek biyokiitle oranlarinm elde edildigi MKEK atik suyu ve GOL
SUYU ortamlarinda daha diisiik miktarlarda protein ve amino asit olustugu
belirlenmistir. Ortamdaki N ve P besin element degisimlerine gore ii¢ temel

makromolekiiliin birbirlerine doniisiimleri ve dolayisiyla biiylimenin evreleri boyunca
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salimimlarinin da degistigi bilinmektedir (Cheng vd., 2014). Mikroalglerin biyodizel
amagli azot acligma maruz birakildiklarinda lipid miktarlarii artirdiklar: birgok
caligmada elde edilen yaygin sonuglardan birisidir (Vassilev ve Vassileva, 2016).
Bizim ¢aligmamizda, lipit miktarlar1 kiiltiir evrelerinin tamaminda degil sadece deney
sonlandirildiginda FT-IR analiziyle Ol¢iilmiis ve sadece besi ortamlar1 arasindaki
makromolekiillerin farkliliklar1 ortaya konulabilmistir. Buna gore, biitiin besi yeri
ortamlarinda son durgunluk evresinde, azot, ortamda tiiketilerek azaltilmis ve hiicreler
azot achgina maruz kalmis olmasma ragmen, MKEK ve GOL SUYU besi ortammin
daha fazla lipit molekiillerine sahip olduklar1 goriilmiistiir. Bu durumun, diger ortam
sartlar1 ayn1 olmasina ragmen, besi yerlerinin azot (ve de fosfor) elementi baslangic
konsantrasyonlarma baglh oldugu diistiniilmektedir. Cheng ve ark. (2016) yaptiklar
arastirmada, baslangi¢ konsantrasyonlar1 daha fazla olan alg kiimelerinin lipit
miktarlarindaki artisin ¢ok daha diisiik oldugunu ortaya koymuslardir. Arastirmacilara
gore, azot agligina maruz kaldiktan sonra mikroalglerin metabolik enerji acig1 diger
karbon iceren bilesiklerin lipitlere doniistiiriilmesiyle sonuglanirken, baslangi¢ azot
konsantrasyonu yiiksek oldugunda bu doniisiime daha az ihtiya¢ duyulmakta ve bu da
nispeten daha diisiik lipit miktarlariyla sonuglanmaktadir. Benzer sonuclar diger bazi
arastiricilar tarafindan da tespit edilmistir (Klok vd., 2013; Li vd., 2011). Diger karbon
kaynag1 olarak ortamdaki karbohidratlarin, doniisiimde daha az kullanilmasina bagh
olarak da, MKEK ve GOL SUYU besi yerindeki miktarlar1 daha fazla bulunmustur.
C. vulgaris’deki toplam protein miktar1 degerlendirildiginde ise; kontrol (TAP) ve
nitrat eklemeli (N-TAP) gruplarmin toplam protein miktarlari, beklenildigi gibi, diger
besiyerlerine gore daha fazladir. Bu durum NOs bakimindan zengin besi yeri
ortamlarinin daha yiiksek protein olusumundan sorumlu oldugunu gdstermektedir.
GOL SUYU ve MKEK ortamlarinda NO3 ve P’nin alg hiicreleri tarafindan daha yogun
kullanilip tiiketilmesine ve biyokiitle olarak daha fazla artiglar ortaya c¢ikarmis
olmasina ragmen, makromolekiiller arasindaki miktarsal dagilimda (ortamdaki baska
elementlerin bulunusu da dahil) diger baz1 faktorlerin etkili olacagini gdstermistir
(Sekil 3.6). Bu c¢alismada kullanilan Chlorella vulgaris’e ait toplam amino asit
miktarlarinin yapilan diger ¢aligmalarla karsilastirildiginda kantitatif olarak daha fazla
oldugu goriilmiistiir (Richmond, 2004; Becker, 1994).
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Hasad1 yapilan alglerden, HPLC cihazinda amino asit komposizyonu olgiimii
yapilmistir (Sekil 3.8). Sonuglara degerlendirildiginde Chlorella vulgaris’te arjinin
amino asidinin biitiin besiyerlerinde en fazla oldugu goriilmistiir (Xie vd., 2017).
Heterotrofik mikroalg o6rneklerinde en bol bulunan amino asit olan arjinin nitrik
oksidin Onciisii ve antiaterojenik ozelliklere sahip onemli bir vazodilator olarak
onemlidir (Taboada ve ark., 2010). Tiim besi ortamlarinda en fazla miktar arjinine
aittir. TAP besi ortamu %17,8, N-TAP besi ortamida %23.8. GOL besi ortaminda
%?5,8, MKEK besi ortaminda %4,0°dir. Lezzet hissinin ana bileseni olan glutamik asit,
en bol miktarda bulunan ikinci amino asittir (Bocanegra vd., 2009). TAP besi
ortaminda %10,4, N-TAP besi ortaminda %9,4, GOL besi ortaminda %2,1dir.
Yiiksek glutamik ve aspartik asit seviyeleri deniz yosunu iirlinlerinin karakteristik 6zel
aroma Ozelliklerinden sorumludur (Bocanegra vd., 2009), MKEK besi ortaminda da
glutamik asit (%1,6) ve aspartik asit (%1,9) %1,5-2,0 arasindadir. N-TAP ve MKEK
besi ortamlarinda histidin miktarinda GOL ve TAP besi ortamalarina bakildiginda ¢ok
az miktarda oldugu gézlenmistir. N-TAP ve GOL besi ortaminda %0-3,5 arasinda iken
GOL ve TAP besi ortaminda %2-8,5 arasinda seyrettigi gézlemlenmistir. Tiim besi
ortamlarinda glisin en az yiizde de gozlemlenmistir. Glisin degeri %0,1-2,5 arasinda

seyretmektedir.

SONUC:

1. Yerel olarak izole edilen Chlorella vulgaris tiiriine ait protein ve amino asit
degerleri literatiirde ayni tiiriin farkl suslar1 i¢in elde edilen sonuglarla rekabet
edebilecek diizeydedir ve iiretim verimliligi potansiyeline sahiptir.

2. Denemesi yapilan atik su ve dogal gdl sularinin biyokiitle agisindan daha
yiiksek verimlilige sahip oldugu ortaya ¢ikmaktadir

3. Ancak, hedef makromolekiil olan protein ve amino asitler agisindan diistik
degerler sergilemislerdir. Bu durum, denemesi yapilan bu iki besi ortaminin N
ve P igerikleriyle yakindan iligkili oldugu diisiiniilmiistiir.

4. Gerek P ve N, gerekse diger elementlerin optimizasyonu neticesinde hedef
molekiillerin artigin1 saglayacak arastirmalarin planlanmas: ihtiyaci ortaya

cikmustir.
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