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OZET
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CHLORELLA TURUNUN BIYODIiZEL VE HAMMADDE URUN
VERIMLILIGININ DEGERLENDIRILMESI

YOUNG, EMMANUEL CLARENCE
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. ilhami TUZUN
TEMMUZ 2015, 83 sayfa

Gunes enerjisini kullanarak hedef biyomolekillerin daha verimli Gretimine olanak
saglamasindan dolayi, mikroalgler, fosil yakit kaynakli petrol rlinleri karsisinda en
degerli yenilebilir alternatif enerji kaynagi olarak yerini almis durumdadir.
Mikroalgler genis bir cesitlilie sahiptirler ve farkli turlerinin ¢evresel faktorlere
degisken sekillerde cevap veriyor olmalari sebebiyle, hedeflenen driinlerin en yiiksek
diizeyde verimine ulasabilmek icin en iyi tir ya da susun secilmesi gerekliligi ortaya
citkmaktadir.

Bu calismada; Turkiye’deki farkli volkanik gollerden izole edilen 5 Chlorella tirinin
biyodizel ve hammadde tretim verimliliginin karsilastiriimasi amaglanmistir. Bunun
icin; Chlorella sp. ArM0029B, Chlorella vulgaris C-27, Chlorella vulgaris ESP-31,
Chlorella sp. ESP-6, ve Chlorella variabilis mikroalg tlrleri, hiicre metabolitlerinin
uretimini maksimize etmek (zere basvurulan en yaygin ydntemlerden olan azot
achgina birakilmis ve her bir turin verdigi cevaplar, kontrol grubuyla birlikte, lipit
uretimi, protein konsantrasyonlari, klorofil ve karotenoid seviyeleri ve karbohidrat
birikim miktarlar1 (zerinden iki farkh Kkarsilastirmaya olanak saglayacak sekilde
olctlmustur: i1k olarak, hangi mikroalgin en yiiksek miktarda metabolit iiretecegi

sorusuna cevap verebilmek icin, ayni kosullar altinda bes ttrtn her birinin toplam



biyomolekiil verimliligi karsilastirilmistir. ikinci olarak, kontrollii sartlarda azot
acligina birakilmis tirlerin toplam biyomolekil miktarlarinda ortaya ¢ikan farkliliklar
tirler arasinda karsilastiriimistir. Boylelikle, her bir mikroalgin verimlilik derecesi
belirlenerek, incelenen 5 mikroalgden biyoteknoloji uygulamalarinda kullanimina

imkan veren en iyi tlrin secilmesi konusunda degerlendirme yapilmistir.

Azot acliginda kontrolli grup ile karsilastirildiginda, her bir mikroalgin blyime
hizinda disus yasanmis, Chlorella vulgaris C-27 ve ESP-31 en yiiksek blylme orani
goOstermistir. Lipit acisindan bakildiginda; 4 Chlorella tirintn lipit icerigi % 26-50
oraninda artmig, fakat Chlorella sp. ESP-6 %13 oraninda dustis yasamistir. Genel
olarak en yiiksek lipit birikimi Chlorella vulgaris C-27 ve ESP-31’de mevcut oldugu
g6zlemlenmistir. Azot achgi altinda biylimede 4 mikroalgin protein konsantrasyonu
%14-20 oraninda azalmis, fakat Chlorella variabilis’de %27 oraninda artmistir.
Kontrolli sartlar altinda biylmede Chlorella vulgaris ESP-31 en yiksek protein
konsantrasyonuna sahiptir. Klorofil ve karotenoid diizeyi klorofil/karotenoid orani
olarak bildirilmistir. Azot achginda kontrolli grupla Kkarsilastirildiginda bu oran
azalmistir. Bu azalma klorofil duzeyindeki azalmayi, karotenoid diizeyindeki artisi
gosterir. Chlorella vulgaris C-27°nin en dustk klorofil/karotenoid oranina sahip
mikroalg oldugu bulunmustur. Lipit ve karbohidrat icerigini 6lgcmek icin FTIR
kullaniimistir. Nile Red method’unda oldugu gibi, FTIR’dan elde edilen sonuclar azot
ac ortamda buyuyenlerin normal buyime ortamindakilere gére TAG miktarlarinda bir
azalma oldugunu gostermistir. En yiliksek TAG birikiminin Chlorella vulgaris C-27
ve ESP-31’de oldugu bulunmustur. Ayrica azot aghginda Chlorella vulgaris ESP-
31’de karbohidrat seviyesinde bir artis oldugu da gdzlemlenmistir. Bu ¢alismanin
sonucu; kullanilan 5 mikroalgden; Chlorella vulgaris C-27 ve ESP-31’in en yiiksek
miktarda istenilen Grunleri verdigi, bdylece bu turlerin en yiksek biyodizel ve
hammadde Gretim verimliligine sahip oldugu ve biyoteknolojik uygulamalarda

maksimum fayda icin en iyi adaylar olarak 6ne ¢iktigini géstermistir.

Anahtar kelimeler: Mikroalg, biyodizel, hammadde, biyomolekdil, azot achigi, TAG



ABSTRACT

EVALUATION OF THE BIODIESEL AND FEEDSTOCK PRODUCTION
EFFICIENCY OF FIVE CHLORELLA SPECIES ISOLATED FROM DIFFERENT
VOLCANIC LAKES IN TURKEY

YOUNG, EMMANUEL CLARENCE
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, Master of Science Thesis
Supervisor: Prof. Dr. ilhami TUZUN
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Because they are more efficient at harvesting the energy of the sun to produce desirable
biomolecules, microalgae have garnered the position as the most valuable candidate to
serve as a renewable alternative energy source to our present fossil-fuel derived
petroleum. Since microalgae are immensely diverse and different species/strains
respond to environmental stress at varying degrees, in order to obtain the highest yield
of desired products, it is essential to select the best species/strain that is able to

synthesize the highest amount of these biomolecules.

The objective of this study was to make a comparative evaluation of the biodiesel and
feedstock production efficiency of five Chlorella species/strains isolated from
different volcanic lakes in Turkey. The Chlorella, namely Chlorella sp. ArM0029B,
Chlorella vulgaris C-27, Chlorella vulgaris ESP-31, Chlorella sp. ESP-6, and
Chlorella variabilis, were subjected to nitrogen deprivation, a commonly employed
approach for maximizing the production of certain metabolites in microalgae,
measured against a controlled group, and their responses, mainly in terms of growth,
lipid production, protein concentration, chlorophyll and carotenoids level, and

carbohydrates accumulation, were analyzed; two sets of comparisons were made: a



comparison of the total yield of biomolecules of each of the five species (an answer to
the question: which microalga produces the highest amount of metabolites), and
comparison of the total yield of biomolecules as a result of growth under controlled
conditions and nitrogen deprivation (an answer to the question: how does the total
yield of biomolecules differ when microalgae are grown under controlled conditions
and nitrogen deprivation?); by so doing, the extent of the efficiency of each microalga
would be determined, thus, the selection of the best species/strain of the five to serve

as the subject of biotechnological exploits would be possible.

Under nitrogen deprivation compared to controlled conditions, each of the five
microalgae experienced a decrease in their growth rate; of the five, Chlorella vulgaris
C-27 and ESP-31 displayed the highest growth rate. In terms of lipids, four Chlorella
experienced an increase in their lipid content (26-50% increase), but Chlorella sp.
ESP-6 experienced a 13% decrease. Overall, the highest lipid accumulation was
present in Chlorella wulgaris C-27 and ESP-31. The protein concentration of four
microalgae decreased (by 14-20%) when grown under nitrogen deprivation, but the
concentration of proteins in Chlorella variabilisincreased by 27%, something that had
not been reported previously. The microalga that had the highest protein concentration
is Chlorella wvulgaris ESP-31 when grown under controlled conditions. The
chlorophyll and carotenoids level was reported as a ratio of chlorophylls to
carotenoids; under nitrogen deprivation compared to controlled conditions, there was
a decrease in this ratio, an indication of a decrease in the chlorophyll level and an
increase in carotenoids. The microalga that had the lowest ratio, indicating the sharpest
balance between chlorophylls and carotenoids, is Chlorella vulgaris C-27. FTIR was
employed to quantify the lipids and carbohydrates content. Like the Nile Red method,
the results obtained from FTIR showed a decrease in relative TAGs when microalgae
were grown in nitrogen deprived media compared to those grown in normal media.
Also, the highest TAGs accumulation was present in ChlorellavulgarisC-27 and ESP-
31. There was also an increase in the relative carbohydrates level in the microalgae
under nitrogen deprivation with the highest accumulation present in Chlorellavulgaris
ESP-31.



Clearly then the results of this study indicate that of the five microalgae, Chlorella
vulgaris C-27 and ESP-31 yield the highest amount of desired products, thus, they can
be considered as having the highest biodiesel and feedstock production efficiency,

making them the best candidates for biotechnological exploitation.

Key Words: Microalgae, biodiesel, feedstock, biomolecules, nitrogen deprivation,
TAGs
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1. GIRIS

1.1. Sebep

Enerji, insan toplumlarinin gelisimi i¢in ¢ok 6nemlidir. Ancak fosil yakitlardan elde
edilen ve yenilebilir olmayan temel enerji kaynagimiz olan petrol yakin bir gelecekte
tikenme tehlikesiyle karsi karsiya kalacaktir. Bu sorunun ¢ozimuine aternatif bir
enerji kaynagl olarak biyoyakit sunulabilir. Sayisiz arastirmalar ve deneyler
mikroalglerin aternatif biyoyakit enerji kaynagi olarak en degerli adaylar oldugunu

goOstermistir.

1.2. Mikroalgler

Mikroalgler, klorofil a iceren, belirli bir kok ve yapraklari olmayan organizmalardir
(Lee, 1989). Su ve toprakta yasayabilirler. Bitkiler gibi su, gunes 1511 ve
karbondioksiti kullanarak, fotosentez yolu ile biyokiitle ve gida sentezleyebilirler.

6CO2+ 12H20 (gines is1g1) >  CesH1206 + 602 + 6H20

Mikroalgler birincil fotosentetik organizmalardir (Becker, 1994). Gezegendeki tim
atmosferik oksijenin yarisini Gretirler (Wolkers, 2011). Mikroalgler tarafindan Gretilen
biyokutle; biyoyakit, suni gubre ve diger vyararl Grinlere dondstirilebilir.
Mikroalglerin yaklasik 400.000 farkh tiri vardir (Fuentes-Grunewald et a., 2009).
Ayrica bunlarin gogu ylksek lipit icerigine sahiptir.

Mikroalglerin biytmeleri icin glines 1s1g1, su ve karbondioksit ile birlikte, azot ve
fosfora da ihtiyaglari vardir (Benemann & Oswald, 1996). Mikroalglerin genellikle
dort blyume asamasi vardir, lag fazi, Ustel faz, duragan faz ve pargalanma ya da 61im

fazi.
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Sekil 1.1. Mikroalglerin bllyuime evreleri

1.3. Mikroalg Yetistirme Sartlari

Mikroalgleri basariyla yetistirmek icin dikkate alinmasi gereken belirli cevresel
kosullar vardir. Mikroalg gelisimini etkileyen faktorler; kontrol olarak pH vetuzluluk,
nitrat, fosfat ve iz metalleri gibi besinler, karistirma, optimum sicakhigin bakimi ve 1s1k
saglanmasini da igerir (Becker, 1994; Grobbelaar, 2000, Mata et a., 2010).

1.3.1. Isik ve Karistirma

Isik fotosentez icin bir enerji kaynagidir. Isik erisilebilirligi ve yogunlugu biyimeyi
etkileyen anahtar parametrelerdir. Fotosentez verimi disuk 1sik yogunlugunda en
yuksek dizeydedir (Griffiths, 2011). Fotosentezin yiksek 1sik seviyelerinde daha hizl
olabilmesi ihtimaline ragmen, emilmis 1S1gin daha az etkin kullanimi vardir. Mikroalg,
doyma noktasinin Uzerinde fotoinhibisyondan zarar gérmis olabilir (Scott et al.,
2010). Isik yogunlugu oldukca diisuk seviyede oldugu zaman net bir biyime yoktur
Long et a., 1994; Alabi et al., 2009; Yeet a., 2012).



Verimli bir alg biyokitlesinin Uretilmes igin, isik kaltir igindeki tim htcrelere
yayllmalidir. Emilim ve gélgeleme nedeniyle 1sik yogun bir alg kilturd icine sadece
birkag santimetre nifuz edebilir (Richmond, 2004).

Dogrudan gunes 1sigina maruz kalan yogun kiltir ortaminin ylizeyinde hiicreler
fotoinhibisyondan zarar gorebilirler. Bununla birlikte, ortamin merkezinde hucreler
karanhkta kalabilir, boylece bUyUumeleri azalabilir. Bu nedenle, karistirma hiicre

hasarinin 6nlenmesi ve biytmenin gelistirilmesi icin dnemlidir (Griffiths, 2011).

1.3.2. Sicakhk

Genellikle, mikroalglerin blyumes optimal sicaklik noktasina gelene kadar artar.
Optimal buyume sicakliklari normalde 20 ile 30 °C arasindadir (Christi, 2008). Birgok
tur, disuk biylme oranlari ile optimum sicakliklarin 15°C altina kadar tolerans
gosterebilir, ancak optimal nokta tzerinde sadece birkag derecelik bir sicaklik artis
hiicre 6lUmune neden olabilir (Mata et a., 2010).

1.3.3. Karbondioksit ve Besinler

Karbondioksit kolayca bir hava pompasi Uzerinden veya kiltir ortami iginde
cozulebilir bir bicimde toplu kulttrlere temin edilebilir. Mikroalg buylimesi icin,
onemli besin maddeleri azot ve fosfordur (Anderson, 2005). Bunlaraek olarak Fe, Mg,
Mn, B, Mo, K, Co ve Zn gibi metallere de ihtiya¢ vardir (Mataet al., 2010). Tum temel
besinin yeterli miktari verimli fotosentez ve biylime icin bir 6n kosuldur. Fakat nitrat,
fosfat ve silika gibi 6nemli besinlerin sinirlamasi, lipitler gibi istenen drlnlerin
birikimine sebep olabilir.



1.3.4. PH veTuzluluk

Alg kltdrleri icin uygun pH degeri 6 ile 8 arasindadir (Zeng et al., 2011); ancak
Chlorellavulgarisgibi alg tirleripH 3,4, 5,6, 7, 8, ve 9 degerlerinde de buylyebilir
(Lamé& Lee, 2012). Uretim sirasinda buharlasma nedeni ile tuzluluk artabilir. Yiiksek
tuzluluk seviyesi alg hucrelerinin sekil ve yapisini degistirebilir (Mata et al., 2010).
Boylece optima dlzeyde sapmalar, biyokitle verimliliginin azalmasina neden
olabilir. Ayni zamanda yuksek tuzluluk oraniyla kontaminasyonu sinirlayarak fayda
da saglayabilir (Griffiths et al., 2011).

1.4. ChlordlaCins

Chlorella, filum Chlorophyta sinifinda tek htcreli yesil algdir ve flagella olmayan
sekli kureseldir (Sek. 1.2.) ve yaklasik 2-10 ym arasinda bir capa sahiptir. Chlorella
tarleri kloroplastlarinda yesil fotosentez pigmentleri olan klorofil a ve b icerir. Kuru
agirhgmin % 60’ini proteinler olusturur (S&fi et al., 2013). pH ve sicakhigi genis bir
arahkta tolere edebilirler (Ahn et a., 2012; Lam & Lee, 2012). Fotosentez yoluyla
hizla cogalirlar (Scheffler & John, 2007).

Sekil 1.2. 100 kat buyutilmis Chlorella hiicreleri (Willard, 2013)



2. LITERATUR OZETI

2.1. Neden Mikroalgler?

Son on yilda alternatif yeni yakit kaynaklari bulmak icin yogun arastirmalar
yapiimistir. Biyokutleden elde edilen yenilenebilir bir enerji kaynagi olarak biyodizel
en iyi adaydir (Ahn et a., 2012; Tran et al., 2012). Biyodizel halen hayvansal yaglar,
bitkisel yaglar, aycicegi yagi, hurma yagi, kolza tohumu yagi ve atik yaglardan esas
olarak Uretilebilir (Tran et a., 2012; Ahn et al., 2012). Fakat biyodizel Uretimine arz
edilenden daha fazla talep oldugundan, alternatif biyokdtle kaynaklari gerekmektedir.

Mikroalgler biyodizel Uretimi icin en degerli alternatif hammadde kaynagidir.

Mikroalglerin petrol Uretimi agisindan diger toprak kokenli bitkilere gore cesitli
avantajlari vardir. Yiksek biylme oranlarina sahiptirler ve onlarin basit tek hiicreli
yapisi ve yuksek fotosentez verimi, yagl tohumdan daha yiiksek yag verimini saglar.
(Lardon et al., 2009). Bununla birlikte sadece tohum hasat edilen kara esasl yag
bitkilerinin aksine, her bir alg hiicresi lipit icerir. Dolayisiyla biyokditleden elde edilen
Urdin verimi ¢ok daha yiksektir (Becker, 1994).

Cizelge2.1. Alglerle karsilastirildiginda bazi yaygin yaglh tohum bitkilerinin

ortalamaverimlilikleri

Yag Kaynag! Verim (L/m?/yil) Kaynak
Algler 4.7-14 Sheehan et a., 1998
Paalmiye 0.54 Mataet a., 2010
Jatropha 0.19 Sazdanoff, 2006
Kolza Tohumu 0.12 Sazdanoff, 2006
Aycicegi 0.09 Sazdanoff, 2006
Soya 0.04 Sazdanoff, 2006




Mikroalgler aci veya tuzlu suyu kullanarak marjinal tarim arazisi tizerinde yetisebilir
(Hodaifa et al., 2008), bdylece geleneksel tarimla kaynak rekabetine girmezler.
Bunlarin herbisitlere veya pestisitlere ihtiyaclari yoktur ve yetistirilmeleri endustriyel
atiklardan karbondioksit alimi ve atiklardaki fazla besin maddelerinin birlesmesi ile
olur. (An et a., 2003; Hodaifa et al., 2008).

2.2. Gecmise Bakildiginda Mikroalg Biyodizeli

Mikroalgler tarafindan dretilen lipitler toprak bazli yagli tohum bitkilerine benzer bir
yag elde etmek icin ekstrakte edilebilir. Bitkisel yagdan biyodizel donisimi igin
uygulanan proseddrler, alg yagi Gretimi icinde uygulanabilir (Griffiths et al., 2011).
Ulasimda yakit kaynagi olarak mikroalg kullanimi yeni bir diisiince degildir.

1950 yilindan bu yana bu alanda sayisiz arastirma ithaf edilmistir (Oswald & Golueke,
1960). 1970'lerde ABD, Avustralya ve Japonyada, kamu tarafindan finanse edilmis
biylk arastirma programlari kurulmustur (Regan & Gartside, 1983; Sheehan et al.,
1998). ABD Enerji Bakanhgi alglerden biyodizel Uretimini gelistirmek icin Sucul
Turler Programina 1978 ve 1996 yillari arasinda 25 milyon dolardan fazla yatirim
yapmistir (Sheehan et al., 1998). Programin amaci, komir santrallerinin atik
karbondioksitleri kullanilarak, havuzlarda yetistirilen lipit icerigi yiksek alglerden
biyodizel Gretmekti. 3000°den fazla tur toplandi ve bir¢ogu lipit icerigi icin tarandi.
(Griffiths et al., 2011).

Programin erken evre silresi boyunca cevresel stresin, 0Ozellikle de besin
sinirlamasinin, lipit birikiminde artisa neden oldugu tespit edilmistir. Programin sonug
raporuna gore (Sheehan et al., 1998) aglerin geleneksel Urlnlere nazaran
yetistirilmesinde daha az toprak ve su kullaniimasi ve yeterli kaynak bulunmasina
ragmen alg yakitinin tamamen geleneksel dizelin yerini almasi icin, mikroalglerin

yuksek dretim maliyeti bir engel olmustur.

Petrol fiyatlarindaki artis (Griffiths et al., 2011), sinirhi fosil yakit kaynaklarina
aternatifler bulmadaki artan istek (Dang Thuang et a., 2012) ve karbon emisyonunu



azaltarak kiresel 1sinmaya sagladigi avantajdan dolayi acil bir enerji kaynagi olarak
alglereilgiyi artirmistir.

2.3. Mikroalg Lipitleri

Proteinler, karbohidratlar, velipitler alg hiicrelerinin ana bilesenleridir (Becker, 1994).
Mikroalgler; hayvanlarda ve insanlarda yag depolarina benzer bir depo bilesik olarak
(Tsukahara & Sawayama, 2005) sinyal proteinleri ve hiicre zarlarinda oldugu sekilde
de hticre yapilarinin bir parcasi olarak lipitleri Uretir (Griffiths et al., 2011).

Lipitler, esterleri, mumlari ve kolesteroll icerir. En yaygin lipitler triacilgliserol yani
TAG (nétr lipitler)’dir. Bunlar ¢ yag asidi, baglanmis bir gliserol molekilinden ya
da iki yag asidi bir fosfat (fosfolipitler) ya da karbohidrat (glikolipitler) grubundan
(polar lipitler) olusurlar (Piorreck et a., 1984; Griffithset a., 2011).

Depo lipitler, genellikle TAG bigiminde, yag govdeleri olarak adlandirilan lipit
vezikuillerinde birikir. YUksek bir biylime oranina sahip olan ¢ogu tir nispeten dustik
lipit icerigine sahiptir (Griffiths et al., 2011). Stres kosullarinda, lipit icerigi
(cogunlukla TAG iceren) hiicre kuru agirliginin % 60’1 tzerine ¢ikabilir (De la Pena,
2007; Sheehan et al., 1998; Becker 1994). Lipit birikimini arttiran ana stres faktori
besin yoksunlugudur (Griffiths et al., 2011). Azot konsantrasyonun azalmasi, lipit
birikiminin Nanochloropsis oculata’da %7.90 den %15.31’e ve Chlorella vulgaris’de
%5.90°den % 16.41’e kadar arttigi bildirilmistir (Converti et al., 2009). Ayni sekilde,
Y eh & Chang (2011) Chlorellavulgaris ESP-31 lipit iceriginde %20’den %53 e kadar
daha yavas bir buyUme ile artis oldugunu bildirdi. Dahasl, Piorreck et al. (1984) yesil
ag lipit iceriginin disuk azot seviyelerinde kuru agirhiginin %33-63’u oldugunu
bildirdi.

Biyodizel Uretimi icin enuygun lipit sinift TAG’dir (Griffith et al., 2011). Fosfolipitler
katalizor tiketimini artirip emalgator gibi davrandigindan tercih edilmezler (Van
Gerpen. 2005; Mittelbach & Remschmidt, 2004). Ayrica, kikdrt iceren fosfolipitler ve

glikolipitler yakittaki fosfor ve sulfir icerigini arttirirlar. Avrupa biyodizel standarti



EN14214’E gore bu degerler 10 mg/L altinda olmalidir (Bux, 2013). Cift bag sayisi
ile belirlenen yag asidi zincir uzunlugu ve doygunluk derecesi, yakitin viskozitesi ve
oksidatif stabilitesi gibi 6zelliklerini etkiler. Bu nedenle, biyodizel Gretimi icin toplam
lipit Gretimi, TAG icerigi ve yag asidi profilini maksimize etmek dnemlidir (Ramos et
al., 2009).

Algler disiuk azot konsantrasyonunda buytyince nétr lipit miktari, yiksek azot
konsantrasyonlarinda buytnce ise polar lipit miktari daha fazladir (Piorreck et al.,
1984; Darzins et a., 2008, Yeh & Chang, 2011). Ayrica, dusuk azot
konsantrasyonlarinda yesil algler cogunlukla doymus ve monodoymamis yag asitlerini
uretirken yuksek azot konsantrasyonlarinda ise blytk oranda ¢oklu polidoymamis yag
asitlerini Uretir. Depo lipitlerin Gretimi daha fazla enerji ve kaynak gerektirir (Dennis
et a., 1998; Roessler, 1990). Bu yiizden dlsik azot konsantrasyonlarinda lipit tGretimi
artarken blytme de azalir. Bu durum, biyodizel icin mikroaglerin endustriyel seri
uretimini engelleyen kalict bir problemdir ve hala ticari kullanilabilir formu

bulunamamuistir.

2.4. Arastirmanin Amaci

Yenilenebilir kaynaklardan biyoyakit tretimi petrol kaynakli yakitlara gére en yaygin,
cevresel ve ekonomik strdurtlebilir alternatiflerden biri olarak kabul edilir (Dragone
et a., 2010). Ancak, biyoyakit alma sireci istenen drinlerin verimi dustk oldugundan
zaman alici ve pahali bir istir. Dolayisiyla alg biyoteknolojisi arastirma amaglari,
ureme oranini arttirmak, girdilerin metabolizmasini iyilestirmek ve faydali tirlerde
istenen yaglarin ya da proteinlerin tretimini artirmak icin yeni yollar bulmayi amaclar
(Hossain et d., 2008; Grimaet al., 2003; Cuello, 2005).

Son zamanlarda, yeni bir Chlorella sp. tirt arktik deniz buzundan izole edilip
ArMO0029B olarak adlandiriimistir. C. vulgaris ile karsilastirildiginda bu mikroalg
daha genis bir sicaklk araliginda daha hizl bir biytime géstermis ve azot aghgi altinda
yag asitleri daha yiksek seviyelerde birikmistir (Ahn et al., 2012). Bu sonuclar

biyodizel Uretimi icin umut verici bir aday olduguna isaret etmektedir. Buradan yola



cikarak Turkiye’de volkanik gol olan Meke’den Chlorella sp. ArM0029B izole
edilmistir. Amacimiz Chlorella sp. ArM0029B, Chlorella vulgaris C-27, C. vulgaris
ESP-31, Chlorella sp. ESP-6, ve C. variabilis adli bes tane izole edilen Chlorella
tirind azot achgina birakip biylme oranini, lipit, protein, klorofil ve karotenoid,
karbohidrat birikim yanitlarini inceleyip, bu yanitlar karsilastirmaktir. Bu
karstlastirmalar ile her mikroalgin verimliliginin 6l¢tisu belirlenip, 5 mikroalgden en

iyi turiin secimi biyoteknoloji icin en iyi kullanimini mimkin kilacaktir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Malzemeve Cihaz listesi

Allegra X-15R Centrifuge Beckman Coulter®
Autoclave OT90L Nuve Stream Art®

Ultra Low Temperature Freezer Haier Biomedical®
FTIR Spectrometer Perkin Elmer®

Fluorescence Spectrophotometer Cary Eclipse®
Wiseven Vacuum Oven Wisd Laboratory Instruments®
Centrifuge NFS8OOR Nuve Stream Art®

Certomat BS-T Incubation and Shaking Chamber Satoriusstedim Biotech®
Advanced Digital Shaker VWR®

Growth Chamber Fitotron®

Laminar Air Chamber Nuve Stream Art®

Light Microscope DM500 Leica®

Optizen Spectrophotometer Mecasys®

Refrigerator Inoksan®

1ml Pipette Eppendorf Research Plus®

20ml Pipiette Eppendorf Research Plus®

1.5 ml Disposable Cuvettes 1SO Certified Brand®
Multivortex V-32 Biosan®

Sonicator Bandelin Sonorex®

Wisemix Rotator Wisd Laboratory Instruments®
Magnetic Motion Stirrer Mix 15eco®

Magnetic Stirrer IKA RCT Classic®

Orion Star A211 pH Meter Thermoscientific®
Gram Balance Shimadzu®

1l Glass Bottle ISO Lab®

2| Glass Bottle ISO Lab®

Micropipette Tips Eppendorf Research Plus®

1ml Microcentrifuge Tubes VWR®
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15ml Microcentrifuge Tubes VWR®
50ml Microcentrifuge Tubes VWR®
250ml Erlenmeyer Flasks ISO Lab®
Petriplates SO Lab®

3.2. Kimyasal Listes

Tim kimyasallar SIGMA®’dan satin alinmistir.

Sodyum nitrat (NaNOz)

Magnezyum Siilfat Heptahidrat (MgSOs4.7H20)
Potasyum Hidrojen Fosfat (K2HPO4)

Kalsiyum Klortr Dihidrat (CaCl2.2H20)

Sitrik Asit (CsHsOy)

Ferrik amonyum sitrat (CsHsFeNOy)

Sodyum Etilendiamintetraasetik Asit (NaocEDTA)
Sodyum Karbonat (NaCQOs)

Borik Asit (H3BOs)

Manganez (1V) Silfat Hidrat (MnSO4.H20)
Cinko Stlfat Heptahidrat (ZnSOa4.7H20)

Bakir (I1) Sulfat Pentahidrat (CuSO4.5H20)
Amonyum Heptamolibdat Tetrahidrat ( (NH4)eM 07024.4H20)
B1 Vitamini (Thiamine HCI)

H Vitamini (Biotin)

B12 Vitamini (Cyanocobalamin)

Bitki Agari

Tris-Base (Ho2NC(CH20H)s3)

Amonyum Klorid (NH4Cl)

Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH2POa)

Sodyum Etilendiamintetraasetik Asit Dihidrat (Na2cEDTA.2H20)
Manganez (I1) Klorid Tetrahidrat (MnCl2.4H>0
Kobalt ( 11) Klorid Heksahidrat (CoCi2.6H20)

11



Konsantre Asetik Asit (CH3COOH)
Saf Su

%90 Aseton

Tris-HCl

Sodyum Slilfat Laryl

EDTA

Sivi Nitrojen

Bakir (1) Sulfat (CuSOs)

Bicin Coninic Asit Cozelti

Sigir Serumu Alblmini (Protein Standart)
Nile Red

Potasyum Hidroksit (KOH)
Hidroklorik Asit (HCI)

3.3. Gdoller

Numuneler Turkiye'de asagidaki volkanik gollerden sonbaharda toplanmistir.

3.3.1. Nemrut Golu velligol

Van Golu batisinda yer alan Nemrut Stratovolkan deniz seviyesinden 2.935 m’dir. 680
m ortalama derinligi ve 40 km? yiiz6l¢limiine sahiptir. +42 ° 15'25" - 42 ° 24' 48 "
kuzey enlemi +38 ° 31 '11 " - 38 ° 36 '12 " dogu boylaminda bulunmaktadir (Sekil.
3.1.). Nemrut goli yaklasik 15 km? bir yiizey alanina ve yaklasik 100 m derinlige
sahiptir. Nemrut Golu, 11igdl’den su, zayif yaylar ve yizey akimlar ile beslenen bir

tath su géludir. Golde sicak buhar ve gaz ¢ikislari gortlmektedir.

Nemrut kaplicalari ile beslenen 1ligdl, Nemrut Caldera kuzeydogu kesiminde yer alan
yaklasik 120 hektarlik bir alani kapsamaktadir. 1ligél 600 m uzunlugunda ve 500 m
genisligindedir. Kisin golin su sicakligi 15-20°C arasinda iken yaz aylarinda yaklasik

45-50°C’dir. 1hgol suyu sodyum ve bikarbonati icerir ve karbondioksit bakimindan
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zengindir. pH degeri 6.2 ve toplam mineral yogunlugu litrede 1g'dir. Nemrut kiyisinda
bulunan seyrek bitki aksine Iligdl, yogun sazlar ile kaplidir. Ayrica, Nemrut GolUnin
yuzey suyu kisin katilassa da I11g6l asla donmaz. Numuneler bitki 6rttisiinin nispeten

daha zengin oldugu bélgelerden toplandi.

Sekil 3.1. Nemrut G6lU’nln haritadaki yeri

3.3.2. Aygir Golu

Aygir Goli, Van Golu'niin kuzeyinde yer almaktadir. 350 hektarlik bir alana sahiptir.
G0l 30 m derinliginde ve erimis kar ve yeralti kaynar sulari ile beslenmektedir. 42° 48'
8"-42° 51' 1"kuzey enlemi 38 ° 47 ' 31" - 38 ° 47 ' 31 " dogu boylaminda Bitlis ili
sinirlari icerisinde Adilcevaz boélgesinde bulunmaktadir (Sekil. 3.2.).

13



HETIaTHC

Widirfy

."‘ A.’ A Gy
] Ny
H 3 l’ _F -'é!'.ﬁ :

Ajagamictun

Sekil 3.2.  Aygir Golu’nln haritadaki yeri

3.3.3. Meke Gdlu ve Acigol

Meke Goli, Konya ili Karapinar ilgesinin 94 km dogusunda yer almaktadir.
Koordinatlar 37° 40” 32°’- 37°41’ 33’ kuzey enlemi ve 33° 38’ 36°" - 33° 38’ 61"’
dogu boylamidir (Sekil 3.3). Gol 800 m uzunlugunda ve 500 m genisligindedir; deniz
seviyesinden 981 m yiksekliginde ve 12 m derinliktedir. Gol erimis kar, mevsimlik
akimlar, ve magnezyum ve sodyum silfat bakimindan zengin yeralti sulari ile
beslenmektedir.

Acigdl Konya'da sehir merkezinden 102 km uzakliktadir. Karapinar 9 km dogusunda
yer almaktadir; 37° 42’ 25’ — 37° 43’ 45" kuzey enlemi ve 33° 39° 18’ — 33° 40’
30" dogu boylamindadir (Sekil 3.3.). Acigél, sirasiyla 1.750 m ve 1.250 m olan
kuzeybati - gineydogu yoniunde en uzun ve en kisa ol¢limlerin bir alanini
kaplamaktadir ve yaklasik 120 hektardir. Kiyisinin uzunlugu yaklasik 5.700 m’dir. Gol
70 m derinlikte fakat dogu kesiminde sigdir.

14
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Sekil 3.3. Meke G0l ve Acigol’un haritadaki yeri

3.3.4. Narhgol

Narligol, 38° 20° 50°" kuzey enlemi ve 34° 29’ 28’ dogu boylamindadir (Sekil 3.4.)
Nigde ili Ciftlik ilgesinin 75 km dogusunda yer almaktadir. 500 m ¢apinda bir krater
goludir. Krater derinligi 50 m kadardir. Narligdl deniz seviyesinden 1.246 m
yuksekliktedir. Yari kurak bir iklimi olan bu alanda yagislarin yillik ortalama miktari
389 mm'dir. Ortalama yaz sicakligi 29.5°C ve kis aylarinda 10.9°C’dir.

3.3.5. Golcuk Gaolu

Golcik Golu, Akdeniz bolgesinde Isparta ili Merkez ilge sinirlari icerisinde
bulunmaktadir. Calisma alani Isparta merkezinden 12 km uzaklikta ve sehrin
guneybatisindadir. 37° 41' 04" - 37° 45' 03" kuzey enlemi ve 30° 27' 40" - 30° 35
33" boylamindadir (Sekil 3.5.). Golciuk 2.200 m capinda ve 76 hektarlik bir alana
sahiptir. Gol ve cevresinde yillik ortalama hava sicakhgr 12.1°C’dir. Sicaklik tipik
Akdeniz Bolgesi’ne benzer. En yiiksek sicakliklar 23.2 ve 22.9°C aylik ortalamalarla

siraslyla Temmuz ve Agustos aylarinda meydana gelirken en dusiik 1.7 ve 2.8°C aylik
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ortalamalarla sirasiyla Ocak ve Subat aylarinda bulunmaktadir. Calisma alaninda yillik
ortalama yagis 5.587 mm ve buharlasma orani yilda 3.635 mm’dir.

Sekil 3.5. Golcik GolU’nln haritadaki yeri
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3.4. Mikroalglerin izolasyonu, Saflastiriimasi, ve Tanimlanmasi

Numuneler BBM, BG11, TAP, FW, DM ve CHU agar kiltir ortamina strildi ve 2
hafta stireyle inktibe edildi. Bu ilk inkiibasyon stiresinden sonra, gérundr alg kultarleri
plakalarindan cikarildi ve yeni bir kultlr ortamina strildi ve daha 2 hafta sireyle
kulugkalandi. Alg numuneleri gbzle saf gértinene kadar bu yenileme islemi dort kez

gerceklestirildi.

Saf alg kalturleri agar plakalarindan ¢ikarildi, sivi ortami icine asilandi ve 2 hafta stire
ile birakildi. Daha sonra, sivi ortami icinde buylyen mikroalgler mikroskop altinda
gbzlendi. Saf olmayanlar kendi agar ortamina yine kaplandi ve 2 hafta daha
kuluckalandi ve aksenik kultUrler santrifij edildi. Santrifj edilen aksenik kdltdrler,
ustte kalan sivi kismin ¢ikarilmasindan sonra -86°C’'de saklandi. Tim kulttrler aksenik
olana kadar sivi ortami igine asitlanmasi, mikroskop altinda g6zlenmesi, aksenik
kllturlerin santriflj edilmesi ve -86°C’de saklanmasi ve saf olmayanlarin yeniden
kaplanmasi defalarca yapildi. -86°C'de depolanan saf alg kdltirleri Gazi

Universitesine belirlenmesi icin gonderildi.

3.5. Projeicin Mikroalglerin Secilmesi

Chlorella sp. ArM0029B olan en bol bulunan tirler ile toplam 23 farkli mikroalg tiirt
tespit edildi. Bu ¢alisma icin Yeterli literatir destegi olmamasindan dolay! dncelikle
Meke Goli’nden izole edilen tlr incelenmistir. Mevcut kaynaklar bu turiin Arktik
boélgesinden izole edilip biyoteknolojik amaclar icin cok 6nemli oldugunu ileri
surmektedir. Karsilastiriimali  6zneler olarak secilen diger mikroalg tdrleri,
biyoteknolojik calismalarda kullanilan en yaygin mikroaglerdir: Narligél’den
Chlorella vulgaris C-27 ve Chlorella vulgaris ESP-31, 1lig6l°’den Chlorella sp. ESP-
6, ve Narligolden Chlorella variabilis.
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3.6. BuyumeEgrileri

Literatlre gore (Therien et al., 2014; Crofcheck et al., 2013), mikroalglerin hizl
blyUmesi icin en iyi ortam standart tris - asetat - fosfat (TAP) ortamidir. Buyumesi
icin en iyi olsa da, TAP ayni zamanda kolayca ve hizli bir sekilde kirlenmeye
egilimlidir. Bu nedenle, stok kdlturleri i¢in Blue-Green (BG11) sivi ortami kullanildi.
TAP ve BG11 ortami Harris’in (1989) ve Stanier’in (1971) sirasiyla protokollerine
gbre laboratuvarda hazirlandi. Agar plakalarindan her tirden bir numunesi
otoklavlanmis 100 ml BG11 igeren ayri 250 mI’lik erlenmeyer flasklara asilandi ve 2
hafta boyunca oda sicakliginda suni 1sik altinda 90 rpm'de calkalama cihazinda
birakildi. Bu siirenin sonunda, bir sterilize edici akis kabininde mikroalg hicrelerinin
sayllmasi icin kullanilacak olan 1 ml sivi numune her BG11 sisesinden alindi. Thoma
hemositometre kullanildi. Sayma ve gerekli hesaplamalari yaptiktan sonra, baslangic

hicre sayisi olan yaklasik 3 x 104 hicre/ml, otoklavlanmis 100 ml TAP iceren 15
erlenmeyer siselerine asilandi. Bunlar oda sicakhginda suni isik altinda 90 rpm’'de bir

calkalayicida inklbe edildi.

Buytyen mikroalg absorbans degerleri 680nm’de inkibasyondan 1 giin ve 15 giin
boyuncaher 2 gtinde bir él¢tldi. Absorbans degerleri mikroalg biyume temsili olarak
kullanildi. Boylece, her mikroalg icin bir blyime egrisi ¢izildi. Bu grafikler literattire
gore (Fogg & Thake, 1987), Chlorella sp. Ustel fazi 5. giinde baslamistir. Bu stirekli

calisma icin 6nemli bir gozddr.

3.7. Azot Yoksunlugu

Otoklavianmis 100 ml sivi TAP iceren 15 erlenmeyer sisesi baska bir yigini hazirlandi
ve yaklasik 3 x 104 hicre/ml yine asilandi ve ayni kosullar altinda inkibe edildi.
Absorbans degerleri bir kez daha dnce oldugu gibi 1. glinde ve diger her 2 glinde bir
olglldu. 5. guinde OD degerleri 6lculdikten sonra her bir erlenmeyer sisesi icinde
mikroalgler iceren sivi TAP ortami ayni sekilde iki 50 ml'lik santriflij tlplerine
bosaltilip santrifujlendi. Stpernatant cikarildiktan sonra, her ag torlerinden alg

kalintisinin miktarlari iki ayri sivi TAP setine (Ugl U ve esit olarak) yeniden slispansiyon

18



haline getirildi; bir set normal sivi TAP’tir ve digeri azot yoksun sivi TAPtir (toplam
30 erlenmeyer sisesi).

3.8. BiiyumeveLipit icerigi izlenmesi

Alg kalintisinin transferinden sonra (kalan 8 giin) her 2 gunde bir 10 ml 6rnek her
erlenmeyerden alindi ve 15 mI’lik santrifiij tiplerine bosaltildi. 1 ml ile OD degerleri
680 ve 720 nm 'de Olculdu. Cooper et al. (2010) ve Cooksey et al. (1987) tarafindan
tarif edilen yag iceriginin belirlenmesi i¢in Nile Red boyamasi kullanildi. Nile Red
okumalari icin 720 nm'de degerlerini kullanarak 1 ml numunelerin OD degerleri,
microlagler icinde mevcut yag iceriginin bir temsili olarak 0.2'ye ayarlandi. 5ul Nile
Red, olctlecek Orneklerini iceren folyo ile kapli her ependorf tlpu icine eklendi.
Bunlar karanlik bir odada 20 dakika stre ile inkiibe edildi. Nispi floresan birimleri 486
nm'lik bir eksitasyon dalga boyunda ve 574 nm'lik bir emisyon dalga boyunda bir
fltioresan spektrofotometresi kullanilarak olctldi. Olgtimler olasi teknik farkliliklar
dikkate alindiginda U¢ kez tekrarlandi. Bu sirada kalan sivi 6rnekleri santrifdijlendi,
supernatantlar cikarildi, alg kalintilari 1 mI’lik ependorf tuplerinde tutuldu, tartildi ve
karbonhidrat, proteinler ve klorofil ve karotenoidlerin diger analizleri icin -86°C'de

saklandi.

3.9. Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FT-IR)

-86°C'de saklanmis microlag biyokutleleri 1 ml saf su icinde yeniden stispansiyon
haline getirildi ve santrifijlendi. Stpernatantlar atildi ve biyokitle 6 saat sire ile
40°C’lik vakumda kurutuldu. Perkin Elmer FT-IR Spektrometresi kullanilarak FTIR
okumalari kontrol ve azot yoksun mikroalglerin 1, 3, 5, 7, 10. guninde alindi.
Spektrumlar 4000-600 cm™ bir dalga sayisi aralii iizerinde 64 tarama ile toplanmistir.
Movasaghi et al. (2008) tarafindan daha once tarif edilen biyokimyasal standartlari
kullanilarak trigliseritlerin ester grubu titresimleri, amid | absorpsiyonu, C-N germesi
ve CHN proteinlerinden amidlerin egilme titresimlerine sirasiyla atfedilen 1744, 1652,
1544, 1145 ve 1045 cm™ ! bantlari analiz edildi.
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3.10. Klorofil ve Karotenoid Diizeylerinin Belirlenmes

Jeffrey Humphreys’in (1975) klorofil a , b, ¢ ve karotenoidler belirlenmesi icin
protokolii kucik degisiklikler yapilarak kullanildi. 30 mg kurutulmus mikroalg
biyokutlesine 1.5 ml %90 aseton eklendi. Cozelti vortekslendi ve 15 dakika sre ile
bir donduruct Gzerinde ters pozisyonda karistirildi. Numuneler 5 dakika boyunca
15000 rpm'de santrifijlendi ve her bir numuneden 1.5 ml slpernatant 1.5 ml’lik
spektro-kivete pipetlendi ve slipernatantlarin absorbans degeri % 90 aseton bosluga
karsi 750, 664, 647, 470, 630 nm’de Olculdu.

Asagidaki denklemler klorofil a, b, ¢ ve karotenoidler (ug/ml) konsantrasyonu

hesaplamak icin kullanildi:

Klorofil a= (11.85 * (E664 — E750) — 1.54 * (E647 — E750) — 0.08 * (E630 — E750))/

seyreltme orani

Klorofil b= (-5.43* (E664 — E750) + 21.03* (E647 — E750) — 2.66 * (E630 - E750))/

seyreltme orani

Klorofil ¢ = (-1.67 * (E664 — E750) — 7.60 * (E647 — E750) + 24.52 * (E630 — E750))/

seyreltme orani

Toplam karotenoidler = (1000 * E470 - 1.86 * Klorofil a— 74.08 * Klorofil b)/206

E belirli bir dalga boyunda absorbans degeridir.

3.11. Protein Konsantrasyonu

Kicuk degisikliklerle Weis’in (2002 ) protokolli bes Chlorella turtinin protein

konsantrasyonu belirlemek icin kullanildi.
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3.11.1. Protein Ekstraksiyonu

Dondurulmus hicre topaklari (70 ug), 50 mM Tris-HCI, pH 8, % 2 SDS, 10 mM
EDTA olusan 500 ul lizis tamponu i¢inde yeniden slspansiyon haline getirildi.
Numuneler 1 dakikadir sonikatorda kaldi. Sonra numuneler 1 dakika sure ile sivi azot
icinde donduruldu. Daha sonra, numuneler 20 dakika boyunca ters dondurtctide oda
sicakliginda inkiibe edildi ve daha sonra bir kere daha sonikatdre koyuldu. Ondan
sonra numuneler 4°C’de 20 dakika sure ile 13000 g'de santrifijlendi; peletler atildi ve

supernatantlar protein konsantrasyonu belirlemek icin kaydedildi.

3.11.2. Protein Diizeylerinin Belirlenmesi

Deneye gecmeden once IsI kabinesi 60°C’e kadar 1sitildi. 1 kisim % 4 bakir stilfat ve
50 parca Bicin Coninic asit solisyonu ( Sigma) iceren calisma reaktifi karistirildi. Bu
karisim karanlik bir odada oda sicakliginda saklandi. Standart protein numuneleri ve
1, 3, 5, 7, 10 glinde hasat bes Chlorella turtinin bilinmeyen protein konsantrasyonu
bir 96’11k kuyu plaka i¢inde hazirlandi. Standart numuneler, O, 1.5, 3, 5, 7.5 ve 10 ul
0.5 mg/mL konsantrasyonu olan bovin serum abiminiyle sirasiyle 10, 8.5, 7, 5, 2.5,
O ul saf sudeicerdi. Bilinmeyen numuneler aytklanmis 4 ul protein ve 6 ul suyu icerdi.
Daha sonra 200 ul ¢alisma reaktifi her bir 6rnege eklendi. Plaka 60°C'de 30 dakika
sire ile inkube edildi ve daha sonra oda sicakligina sogumaya birakildi. 562 nm'de
absorbans degeri alindi. Standart bir egri (ek olarak verilen) cizildi ve her bir mikroalg

bilinmeyen protein konsantrasyonu egrisi kullanilarak belirlendi.

3.12. istatistiksel Analiz

Sekilde sunulan veriler farkli zamanlarda yapilmis iki deneyin sonucu elde edilen
degerin ortalamasi olarak degerlendirilmistir. 0.01 ve 0.001 6nem ile iki ucu t-testi
kullanilarak butiin deneysel hesaplamalar ve istatistiksel karsilastirmalar MS- Excel
programi kullanilarak yapildi. Her veri igin kendi icindeki farklilasmalar + Standart

Hata cubuklari seklinde sunulmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Turkiye’de farkh volkanik gollerden izole edilen 5 farkli Chlorella turii oda
sicakhginda TAP buyume sollsyonu icinde 15 gunlik bilytme siirecine birakilmis,
yapilan her 6lgum igin; iki karsilastirma grubu kullaniimistir. Bunlar ayni kosullar
altinda yetistirilen bes Chlorella tirtnin biyomolekdllerinin toplam verimi arasindaki
karsilastirmalar ve azotsuz kontrolli sartlar altinda yetistirilen tek tdrlerin

biyomolekullerinin toplam verim karsilastirmalari.

4.1. Buyume

Mikroalglerin buylme miktarlarinin belirlenebilmesi icin absorbans degeri olarak 680

nm kullanilmistir. Azot achgr ve normal kosullar altinda mikroalglerdeki biyime

miktarlari Sekil 4.1.”de gosterilmistir.

A.U. (680nm)

1 3 5 7 9 11 13 15

Inkiibasyon Siiresi (Giin)

Chlorella ArM0029B

Chlorella vulgaris C-27

Chlorella vulgaris ESP-31

Chlorella sp. ESP-6

Chlorella variabilis

Sekil 4.1. 5 Chloréllatirinin kontrolli sartlar (A) ve azot a¢ ortamda (B) 15 glinliik

inkUbasyon slrecinde buytmesi.
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Chlorella sp. Arm0029B Chlorella vulgaris C-27

Chlorella vulgaris ESP-31

Chlorella sp. ESP-6

Chlorella variabilis

Sekil 4.1. Devami

Kontrollu sartlar altinda, Chlorella vulgaris C-27 ve ESP-31 inklibasyon sonunda en
yuksek buyime oranina sahiptir, daha sonra sirasiyla genellikle ayni buyime orani
gorulen Chlorella sp. ArM0029B, ESP-6 ve Chlorella variabilis’dir. Sonuclarin
aksine Ahn (2012)’nin bildirdigine gore kontrolll sartlar altinda ve oda sicakliginda
Chlorella sp. ArM0029B’nin buytime orani C. vulgaris’indekinden daha yuksektir, en
yuksek biyumenin dogal yasamindan, buzullardan, izole edildigi icin Chlorella sp.
ArM0029B’de mimkun oldugu goésterilmistir. Bu duruma ragmen, volkanik goller
(sicakhk 25-30°C) C. vulgaris tirleri icin daha iyi dogal ortamdir (Sharma et al.,
2012).

Normal TAP ortaminda biylyen mikroalgler inkiibasyonun ssel fazin baslangici olan
5. guiniinde, yeni normal TAP’a ve azot yoksun TAP’a transfer edilmistir. Burada diger
dort tir genellikle ayni buylme oranina sahip olmasina ragmen, Chlorella sp.
ArMO0029B en dustk buylme oranina sahiptir. Ayrica, sekil 4.2. bes ayri Chlorella

trandn kontrolli ve azot yoksun ortamlarda nasil buyidigina goésterir.
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Sekil 4.2. Kontrolli ve azot yoksun kosullarda, 15 gunluk inklbasyon siresince 5
Chlorella turinun butyumesi; Chlorella sp. ArM0029B (A) Chlorella
vulgaris C-27 (B) Chlorella vulgaris ESP-31 (C) Chlorella sp. ESP-6 (D)

ve Chlorella variabilis (E).
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Azot, bitki ve alglerin biyimesi icin gerekli olan en 6nemli besinlerden biridir. Birgok
calismaya gore, Converti et al. (2009), Cakmak et al. (2012), Piorreck et a. (1983),
azot yoksunlugu mikroalg biyimesinde dramatik bir azalmaya yol acar, baska bir
deyisle blylme, blyime ortamindaki azot konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Ayni
sekilde, inkubasyon siresi sonunda agartilan mikroalg kiltirt ve Ustteki grafikte
belirgin olarak gorulmusturki, bu calisma mikroalglerin kontrollt sartlar altinde
blyUimesi ile ilgili olarak her Chlorella turlerinin azot achgi altinda blylmesinin
azaldigini gdstermistir. inkiibasyon siiresinin sonunda bilyiimede Chlorella sp. ESP-6
ve C. variabilis’de yaklasik %10’a kadar azalma gorilmesine ragmen, Chlorella sp.
ArMO0029B, C. vulgaris C-27 ve ESP-31’de daha buyik azalma gorilmastur (%39’a
kadar).

4.2. Lipit icerigi

Isletilmesi gereken mikroalglerin en énemli biyokimyasal bilesimi lipit icerigidir.
Normal kosullarda en yiksek miktarda lipitleri Uretebilen en iyi mikroalglerin
secilmesi de Onemlidir. Bu calismada, yeni kontrollii ve azot yoksun TAP icine
mikroalg hticrelerinin transferinden sonra biyokditle, on gtin stre ile her iki giinde bu
iki biyume kosullarinda bes Chlorella tirindn lipit icerigini analiz etmek icin hasat
edildi.

Sekil 4.3. kontrollii ve azot yoksun kosullarda on gunlik inkiibasyon suresince bes

Chlorella tirtndn lipit icerigini gosterir.

Cooksey et al. (1987) tarafindan gelistirilen Nil Red protokoliini kullanarak floresan
boyama teknikleri lipit icerigini belirlemek icin kullanildi. Nil Red, biyolojik
uygulamalarda mikroalglerin lipit organlarini vurgulamak ve 6lgmek icin sikca
kullaniimaktadir. Nil Red maksimum emisyon degerleri, polar lipitler 637 nm veya
notr lipitler icinde 580 nm’dir (Greenspan et al., 1985; Cooksey et al., 1987). ikinci
olan, ama¢ biyodizel Urtinlerine donustrilecek notr lipitleri 6lgmek oldugu icin daha
siklikla kullaniimaktadir.
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Sekil 4.3. 5 Chlordlatirintn kontrolli sartlar (A) ve azot a¢ ortamda (B) 10
gunltk inkUbasyon slirecinde lipit igerigi.

Kontrolli  kosullarda, Chlorella sp. ArMO0029B’in en yuksek lipit miktari
inktibasyonun 10. guintindedir; C. vulagris C-27’indeki 8. glindedir; C. vulgaris ESP-
31’indeki 6. gundedir; Chlorella sp. ESP-6’indeki 4. gundedir; ve C. variabilis’ indeki
4, 6, 8. gunlerdedir. Genel olarak, bes Chlorella tirinden enfazlalipit miktarini Greten
biri Chlorella sp. ESP-6dir.
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Azot yoksunlugunda, Chlorella sp. ArMO0029B’in en vyiksek lipit miktari
inkiibasyonun 10. ginindedir; C. vulagris C-27’indeki 6, 8, 10. gunlerdedir; C.
vulgaris ESP-31’indeki 6. glindedir; Chlorella sp. ESP-6’indeki 4 ve 6. gunlerdedir;
ve C. variabilis’indeki 6 ve 10. giinlerdedir. Genel olarak, bes Chlorella tirtinden lipit

en fazla miktarini Ureten biri C. vulgaris C-27 ve ESP-31"dir.

Bircok calisma, azot eksikliginde mikroalglerin dogal olarak lipit icerigini artirarak
yanit verdigini ortaya koymaktadir. Sharma et al. (2012)’a gore, asiri ¢cevresel stres
altinda, mikroalgler lipit biyosentezini uyarmak igin fizyolojik yollari yeniden
programlamaktadir; lipitler, mikroalglerin olumsuz cevresel kosullari dayanmasini
saglayan hicredeki bir depolama fonksiyonunu saglamaktadir. Ayrica, lipit Gretimin
olusum ve kapsami mikroalg tirine Ozeldir; sonucta, organizmanin genetik

kompozisyonu tarafindan kontrol edilmektedir.

Sekil 4.4. azot yoksun ve kontrollii kosullarda yetistirilmis bes Chlorella tirinin her

birinin lipit iceriginde farklihgi gosterir.

Blylume, azot konsantrasyonu ile dogrudan orantilidi ama lipit igerigi azot
konsantrasyonu ile ters orantilidir (Nigam et al., 2011). Sonuclarimiz, kontrollii
kosullar ile karsilastirildiginda azot yoksunlugunda bireysel mikroalglerin lipit
iceriginde genel bir artis gostermektedir. inkiibasyon 4. giiniinde Chlorella sp. ESP-
6’nin lipit iceriginde %13 azamasi olmustur; 6. gunde Chlorella sp.
ArMO0029B’ nindekinde %26 ve C. vulagris C-27’indekinde %35 artisi olmustur; 2 ve
4. gunlerde C. wulgaris ESP-31’indekinde %31 artisi olmustur; 10. gunde C.

variabilis’indekinde en yiiksek olan %50 artisi olmustur.

Yeh et a. (2011), Praveenkumar et a. (2009), ve Converti et a. (2009), azot
yoksunlugunda en ¢ok Chlorella trlerinin lipit verimliliginin %17 oraninda arttigini
bildirmektedir. Sonuclarimiz, C. variabilis’in lipit iceriginin %50 veya C. vulgaris C-
27’nindekinin %35 oranina kadar artabildigini gostermektedir. Azot yoksun ortamda
yetistirilmis Scenedesmus obliquusve C. vulgaris’te sirasiyla %43 ve 40 oraninakadar
bir artisin oldugu bildirilmektedir (Gouevia & Oliveira, 2009; Ilman
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Sekil 4.4.  Kontrolli ve azot yoksun kosullarda, 10 ginlik inkibasyon stiresince 5
Chlorella tartinln lipit icerigi; Chlorella sp. ArM0029B (A) Chlorella
vulgaris C-27 (B) Chlorella vulgaris ESP-31 (C) Chlorella sp. ESP-6 (D)
ve Chlorella variabilis (E).
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et al., 2000). Ayrica, orta Uslu fazda %18 oraninda bir ortalama ile artis daha sikca
gozlendi; Bunlar, Ustel fazdalipit iceriginde %18 oraninda bir artis gozleyen Nigam et

al. (2011) tarafindan bildirilen sonuglara benzemektedir.

Bes mikroalgin buyime ve lipit icerigini analiz ederek, kontrolli kosullar ile
karsilastirildiginda azot aghginda blyumesi artar ama lipit igerigi azalmaktadir.
Widjgjaet al. (2009), azot stresi nedeniyle yiksek lipit Gretiminin 2-5 giin surebildigi
ve mikroalglerin yavas blylme oranlari oldugunu bildirmektedir. Cevresel stres,
besinler sinirl oldugunda hiicre béliinmesinin oraninda istikrarli bir diisuse neden
olmaktadir. Bu durumda, yeni membran bilesiklerin sentez yapilmasina bir ihtiyag
yoktur. Bu ylzden, hicreler TAG seklinde yag asitlerini depolamaktadir. Bu
kosullarda, TAG dretimi koruyucu bir mekanizmadir (Thompson, 1996). Normal
biylime kosullarinda, fotosentez tarafindan dretilen ATP ve NADPH biyokutle
Uretilerek tiketilmektedir; sonunda, ADP ve NADP+ fotosentez alici molekdilleri
olarak yeniden kullanilabilir bir hale gelmektedir. Hicre bdlinmesi besinlerin
eksikligi nedeniyle kesintiye ugradigi icin NADP+ tikenmis bir halde olmaktadir
(Sharma et al., 2012). Fotosentez 1sik yogunlugu tarafindan kontrol edildigi ve
tamamen durdurulacak olamadigi icin hiicre bilesenleri zarar gorebilmektedir. Bu
nedenle, NADPH, TAG olarak sonra depolanacak yagl asitlerin sentezinde
tuketilmektedir. Bu sekilde, NADP+ miktari yeniden doldurulmaktadir (Thompson,
1996; Hu et a., 2008).

Azot yoksun ve kontrolli kosullarda bireysel tir icinde ve bes ayri tir arasinda
blyUme ve lipit icerigi karsilastirmalari, biogibre veya hayvan gidasinin bir kaynagi
olarak biyokutleyi tretmek icin en degerli adayin, ikis de yuksek blydme profiline
sahip oldugundan C. vulgaris C -27 veya ESP- 31 oldudunu ortaya ¢ikarmaktadir;
biyodizel Uretiminin bir kaynagi olarak arzu edilen Uriin biyoyakitsa, azot yoksun
kosullarda en yuksek lipit miktarina sahip oldugundan en iyi adaylar da C. vulgaris C-
27 veya ESP-31"dir.
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4.3. Protenler

Weis’s et a. (2002) kucik degisikliklerle protokoll, bes mikroalgin protein
konsantrasyonunu belirlemek icin kullanildi. Bir standart protein egrisi OD592 nm’de
Olculdikten sonra cizildi ve bu, sekil 4.5.’de g0sterilen kontrol ve azot yoksun
kosullarda yetistirilmis 100 mg mikroalg kitlesinin bilinmeyen konsantrasyonlarini

belirlemek icin kullanildi.

Kontrollu kosullarda Chlorella sp. ArM0029B, C. wulgaris C-27, ve ESP-31’in en
yuksek protein konsantrasyonu inkibasyonun 10. gunindedir; Chlorella sp. ESP-
6’indeki 6 ve 10. gundedir; C. variabilis’indeki 6, 8, ve 10. glndedir; Genel olarak,

bes Chlorella birbirine gore proteinleri ayni miktarda tretti.

Azot yoksun kosullarda bes mikroalgin en yiksek protein konsantrasyonlari

inkibasyonun 10. giiniindedir.

Azot yoksun ve kontrolli kosullarda bes ayri tlrin protein konsantrasyonunda
farklilik sekil 4.6.’da gosterilir.

Kontrolli kosullarda Uretilen proteinlerin konsantrasyonu ile karsilastirildiginda azot
yoksunlugunda, inkibasyonun 10. glUninde dort Chlorela’nin protein
konsantrasyonlarinda belirgin bir azalma vardi. En yiksek dusls agisindan;
Inkiibasyonun 4. giiniinde Chlorella sp. ArM0029B’in protein konsantrasyonunda
%21 azalmasi vardir; 2. glinde C. vulgaris C-27’nindekinde %20 ve C. vulgaris ESP-
31’indekinde %16 azalmasi vardi; 4 ve 6. gunlerde Chlorella sp. ESP-6"nindekinde
%14 azalmasi vardir; 4. ginde diger dort mikroalgin aksine, C. variabilis’in protein
konsantrasyonunda % 27 artisi vardir.

Proteinler mikroalg hiicre kutlesinin yaklasik % 60-70'ini olusturmaktadir (Safi et al.,
2013). Calisimizda normal kosullarda protein konsantrasyonlari, inkiibasyonun
déneminin sonunda %80’ine kadar ylksektir, 6rengin Chlorella sp. ArM0029B, C.
vulgaris ESP-31 ve Chlorella sp. ESP-6’de. Proteinler %16 azot olusmaktadir (Jones,

1931); bu yuzden azot konsantrasyonu azaldikga proteinlerin konsantrasyonunun
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azalmasi da dogaldir. Sonuglarimiz, azot yoksunlugunda Uretilen proteinlerin
miktarinin genellikle %210-20 oraninda azaldigini gostermektedir. Ancak, C.
variabilis’in protein konsantrasyonunda % 27 artisi oldu; mikroalg protein
konsantrasyonunda baska bildirilen artis yoktur. C. variabilis'in Chlorovirus

Paramecium bursaria ile simbiyotik bir iliski kurdugu bilinmektedir. Rowe et al.
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Sekil 4.5. 5 Chlordlatirinin kontrolli sartlar (A) ve azot a¢ ortamda (B) 10
gunltk inkUbasyon siirecinde protein konsantrasyonu.
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(2013)’a gore, endosimbiyotik durumunda RNA susturan genler, enfeksiyon sirasinda

savunma bir mekanizmasi olarak C. variabilis’te ifade edilmektedir.
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Sekil 4.6. Kontrollli ve azot yoksun kosullarda, 10 gunlik inkibasyon siiresince 5

Chlorella turtinin protein konsantrasyonu; Chlorella sp. ArM0029B (A)
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Chlorella vulgaris C-27 (B) Chlorella vulgaris ESP-31 (C) Chlorella sp.
ESP-6 (D) ve Chlorella variabilis (E).

C. variabilis’in virus enfeksiyonu gibi baska stres turt (6rnegin azot yoksunlugu) ile
miucadele etmek i¢in ayni sekilde belli genleri ifade ederek ancak daha fazla proteinleri
Uretmeyerek tepki goztermesi mumkin olabilir, bdylece sonugcumuzda protein
duzeyinde tespit edilmis positif degisiklik. Ancak, daha fazla arastirma bu olayin

ihtimalini belirlemek icin yapiimalidir.

Kontrolli kosullarda azot yoksunlugundan biyimesinin (biyokiltle verimi) daha
yuksek (yaklasik %30 oraninda) oldugu ve normal kosullarda yetistirildiginde
proteinlerin en yiksek miktarini (biyokutlenin %80’i) verdigi icin biyoginre veya
insan gidasinin bir kaynagi olarak en iyi aday C. vularis ESP-31"dir.

4.4. Klorofil ve Karotenoidler

Jephrey ve Humphrey’s (1975) kiicik degisikliklerle protokolu, bes mikroalgin
klorofil ve karotenoidlerinin duzeylerini belirlemek icin kullanildi. Tablo 4.1.
kontrollii ve azot yoksun kosullarda bes Chlorella turtnin klorofil ve
karotenoidlerinin konsantrasyonlarini gostermektedir.

Kontrolli kosullarda bes microalgin her birisinin klorofil ve karotenoidlerinin
duizeylerinde zamana gore 6nemli bir degisiklik yoktur. Sadece hafif dalgalanmalar
hasat glininden giindne bulundu. Chlorella sp. ArM0029B’in en yiksek klorofil ve
karotenoidierin duzeyi sirasiyla inkiibasyonun 10. ve 6. gunindedir; C. vulgaris C-
27°nindekiler sirasiyla 4. ve 6. giindedir; C. vulgaris ESP-31’indekiler sirasiyla 4. ve
8. gundedir; Chlorella sp. ESP-6’nindekiler sirasiyla 2. ve, 6. ve 8. gundedir; C.
variabilis’indekiler sirasiyla 6. ve 10. gindedir; En yuksek klorofil duzeyi olan
mikroalg Chlorella sp. ESP-6’dir ve en ylksek karotenoidler diizeyi olan C.

variabilis’dir.
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Azot yoksun kosullarda zamana gore her bes mikroalgin klorofil ve karotenoidlerinin
duizeylerinde sirasiyla kademeli bir diisus ve artis oldu. En yuksek klorofil diizeyi olan
mikroalg C. vulgaris ESP-31’dir ve en yiiksek karotenoidler diizeyi olan mikroalg C.

vulgaris C-27’dir.

Cizelge 4.1. 5 Chlordla tarinin kontrolli sartlar ve azot a¢ ortamda 10 gunlik

inklbasyon sirecinde klorofiller ve karotenoidlerinin diizeyleri.

inkiibasyon Suresi (Giin)

2 4 6 8 10
Tiriin ismi
Kontrolli Kosullar
Klorofil (a veb) (ng/ml)
Chlorella sp. ArM0029B 51.0 55.6 52.8 53.6 57.4
Chloréella vulgaris C-27 52.7 56.4 54.9 55.2 544
Chlorella vulgaris ESP-31 48.0 54.6 50.7 54.5 49.7
Chlorella sp. ESP-6 64.2 55.5 54.8 53.8 55.4
Chlorella variabilis 52.3 50.9 53.4 46.9 43.0
Karotenidler (ug/ml)
Chlorella sp. ArM0029B 2.9 3.6 4.4 3.3 2.6
Chlorella vulgaris C-27 3.6 31 4.3 3.7 3.7
Chlorella vulgaris ESP-31 3.6 4.4 3.2 34 4.5
Chlorella sp. ESP-6 10 2.7 4.7 4.6 3.9
Chlorella variabilis 3.0 4.0 4.2 4.7 55

Azot Yoksunlugu
Klorofil (aveb) (ug/ml)
Chlorella sp. ArM0029B 45.9 41.5 48.4 39.9 36.0
Chloréella vulgaris C-27 43.5 43.0 41.0 38.8 30.7
ChlorellavulgarisESP-31  42.9 37.7 39.9 37.0 334
Chlorella sp. ESP-6 52.8 45.4 41.5 42.6 45.6

34



Chlordlavariabilis 54.0 524 54.8 45.2 40.5

Karotenoidler (ug/ml)
Chlorella sp. ArM0029B 6.0 5.2 5.3 5.9 8.6

Chlorella vulgaris C-27 54 4.4 6.2 6.7 9.3
Chlorella vulgaris ESP-31 4.7 5.6 6.0 6.4 7.3
Chlorella sp. ESP-6 5.4 59 6.8 7.2 6.1
Chlorella variabilis 4.6 5.6 4.7 5.0 6.0

Cizelge4.1. Devami

Bitkilerde ve aglerde fotosentez sisteminin etkinligini en Ust dizeye c¢ikarmaya
yardimci olan 6nemli bir parametre klorofil/karotenoidlerin orani’dir. Sekil 4.7.
kontrollli ve azot yoksun kosullarda bes mikroalgin klorofil/karotenoidlerinin oranini
gostermektedir. Sekil 4.8. azot yoksun ve kontrollli kosullarda her bes mikroalgin
klorofil/karotenoidlerinin oraninda farkliligi gostermektedir.

Bu grafikler, normal TAP ile karsilastirildiginda azot yoksun TAP’ta bes mikroalgin
her birisinin klorofil/karotenoidlerinin oraninin zamana goére azaldigini acikca
gostermektedir. Oraninda bu azalma, klorofil seviyesinde bir azalmanin, karotenoidler
seviyesinde bir artisin oldugunu gostermektedir. Piorreck et al. (1983), Cakmak et al.
(2012), ve Jalal et al. (2013), azot yoksunlugunda yesil alglerde klorofil dizeyi
azaldikca ve karotenoidler diizeyi arttikga klorofil/karotenoidlerin oraninin azaldigini

bildirmistir.

Fotosentez devam etmek icin 1sik enerjisini absorbe etmekten sorumlu olan klorofil,
bitkiler ve alglerde ana fotosentetik pigmenttir. Klorofil, kirmizi ve mavi 151k emer ve
yesil 151g1 yansitmaktadir; bdylece, bircok bitkiye yesil rengini vermektedir. Diger
yandan, karotenoidler yardimci pigmentler ctinkl uygun dalga boyunda 1s1§1 emmez,
yansitmaktadir; bu yizden bazi bitkilerin ¢ok renkli parcalari vardir (Scheer, 2008).

Ama, karotenoidler sadece bitkiler glizel yapmazlar, ayrica antioksidan reajanlardir
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(Guedes et al., 2011); diger bir deyisle, asiri enerjisine maruz kalan hiicreleri zararli
etkilerinden korumaktadir.
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Sekil 4.7. 5 Chlorellaturuntin kontrolli sartlar (A) ve azot ag¢ ortamda (B) 10 guinl ik

inkUbasyon siirecinde klorofiller/karotenoidlerinin orani.

Azot yoksun kosullarda klorofil dizeyinde onemli azalma, klorofil molekillerinin

kendi yapisinda dort nitrojen atomu oldugu i¢in azot yoksunlugunda hiicre
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Sekil 4.8. Kontrolli ve azot yoksun kosullarda, 10 ginlik inkibasyon stiresince 5
Chlorella turinun  klorofil/karotenoidlerinin - orani; Chlorella  sp.
ArMO0029B (A) Chlorella vulgaris C-27 (B) Chlorella wulgaris ESP-31
(C) Chloréla sp. ESP-6 (D) ve Chlorella variabilis (E).
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organellerinin Klorofili zor sentezlemesine bagli olabilir (Lichtenthaler, 1987; Pisal &
Lele, 2004). Ayrica, zamana gore asamali bir dislis oluyor ¢unki ag hucreleri
nitrojenin bir kaynagi olarak klorofili kullanmaktadir (Ratha et a., 2013; Li et a.,
2008). Bundan baska, azot yoksun kosullarda serbest radikallerin asiri olusumu
gerceklesmektedir (Jalal et al., 2013). Bu nedenle, antioksidan ozellikleri asiri reaktif
oksijen tdrlerini giderdigi, fazla enerjiyi dagittigi ve fizyolojik dengeyi geri
yukleyebildigi icin mikroalgler bir savunma tepki mekanizmasi olarak daha

karotenoidleri Uretmektedir.

Bes microalgden, Chlorella sp. ArM0029B, C. wulgaris C-27 ve ESP-31
klorofil/karotenoidleri oranlarinda (yaklasik %70 oraninda) en yuksek dsis yasadi;
Chlorella sp. ESP-6 ve C. variabilis %7 oranindan daha az bir disls yasadl. Bu
sonuglar, biytmelerinin klorofil ve karotenoidlerin dlzeyinde artisi ile dogrudan
orantili oldugunu goéstermektedir. Bllyume sonuglarinda, ilk t¢ belirtilen microalgin
azot yoksunlugunda biytimelerinde en yiiksek azalmasi vardir; Chlorella sp. ESP-6
ve C. variablis oldukca kiicuk bir dusts yasadi; bu, klorofil diizeyinde cok 6nemli bir

degisimin olmamasi nedeniyle mimkin ol abilir.

Sanayi ve ticaret sektorlerinde, gida ve ila¢ endustrilerinde uygulanacak dogal
pigmentlerin bir talebi vardir (Dufosse et al., 2005). Mikroalg pigmentlerinin dogal
oranlarda dogal izomerlerin tedarigi avantaji vardir (Pulz and Gross, 2004; Murthy et
al., 2005). Ayrica, antioksidan etkilerinden dolayr karotenoidler, kanser, asiri
sismanlik ve ylksek tansiyon gibi hastaliklarda yararhidir (Bux, 2013). Bu nedenle,
amag insan gidasl, boyalar, veya tibbi somiri icin en iyi kaynagi bulmak ise en disiik
klorofil/karotenoidler orani (en keskin dengesi) oldugu icin en iyi aday C. vulgaris C-
27°dir.

45. TAG veKarbonhidratlar
Lipit ve karbonhidrat icerigi daha fazla 6lcmek (ve Nil Red yontemi ile karsilastirmalar

yapmak) icin FTIR kullanildi. FTIR kullanimi mikroalg biyokimyasal

kompozisyonunu yerinde hizli 6lgmek icin nispeten yeni bir yoldur. Farkh
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makromolekdler gruplar, absorbans tzerine kendi kimlik ve miktarinin belirtilmesi
icin bazli izin karakteristik fonksiyonel gruplar ve kimyasal baglari icermektedir
(Mayers et a., 2013). FTIR spektrumu, belirli bir dalgasaysinda bu islevsel gruplarin
germe ve titresimlerini ortaya koymustur. Calismamizda, dort bant ile 6zel bir ilgi
vardi: 1,652 cm™’de amid | absorpsiyonu, 1,744 cm™’de triagil gliseridlerin ester grubu
(C=0) titresimleri, 1,145 cm™’de membran oligosakkaritinin C-OH bag, ve 1,045 cmv
I'de polisakkaritlerin C-OH gruplarinin germe ve egilme frekanslari (Movasaghi et al.
2008).

Kizil6tesi spektroskopisinde, kizilotesi 1simasi bir numune iginden gegirilmektedir.
Kizilétesi radyasyonun bir kismisi numune tarafindan emilir ve % gecirgenlik olarak
spektrometre tarafindan bildirilen baska bir kismisi gecmektedir (Thermo Nicolet
Corporation, 2001). Hedeflenen makromolekilt (lipitler , proteinler, karbonhidratlar)
6lgmek icin bu deger, absorbans birimine dontsturilmelidir; A.U. = logio (100/%T)

denklemiyle hesaplanmaktadir.

Bes mikroalgin her birisinin tim protein konsantrasyonunun ol¢iimleri, azot
yoksunlugunatepki olarak asgari degisiklikleri gosterdi. Ornegin, inkiibasyonun siiresi
boyunca, bir artisi olan C. variabilis’ten hari¢ microalglerin protein seviyesinde sadece
%10-20 azalmasi oldu. Illham et al. (2000) de distk azot konsantrasyonunun C.
emersonii ve C. protothecoides’in 6nemli dl¢lide protein igerigini azaltmadigini ortaya
cikarmistir. Normalde, Mayerset a. (2013), Cakmak et al. (2012), Miglio et a. (2013)
ve Dean et d. (2010) tarafindan gosterildigi gibi FTIR 6lcumlerinde, OD birimi kigik
oldugu icin makromolekdllerin, kosullar degistirilirken (molekillerin OD birimi/en
kicuk degisimini yasayan molekullerin) orani Gzerinde miktari belirtilmektedir.
Onlarin gibi, azot yoksunluguna tepki olarak protein iceriginde ¢ok az azalmanin
olmasi nedeniyle amid I grubunun emilimleri, FTIR spektrumunun normallestirilmesi
ve oranin belirlenmesi igin dahili referans bantlari olarak kullaniimistir. Sekil 4.9. bes

mikroalg icinde TAG’lar ve karbonhidratlarin bu oranini géstermektedir.

Kontrolli kosullarda inkiibasyonun 10. guniinde bes Chlorella tirinin ayni ve en

yuksek TAGler/proteinler orani vardi. Azot yoksun kosullarda zamana goére
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Sekil 4.9. 5 Chlorédla tarinin kontrolll sartlar (A, C, E) ve azot a¢ ortamda (B, D,
F) 10 gunlik inktbasyon stirecinde TAGlar (A,B), oligosakkaritler (C,D),
ve polisakkaritler/proteinler (E,F) orani.
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Chlorella sp. ArM0029B ve Chlorella sp. ESP-6’da TAG miktari sabit kaldi ama
2.’den 8. gune kadar C. vulgaris C-27°de ve 4.’den 8. gline kadar C. vulgaris ESP-31
ve C. variabilis’te kademeli bir artis oldu. Bes mikroalgden C. vulgaris ESP-31’in en
yuksek TAGIer/proteinler orani vardi; ayrica, zamana gore carpici kademeli artisi ile
C. wulgaris C-27’te ayni durum gosterilmektedir. Ayni zamanda, Nil Red metodu bu
iki mikroalgin azot yoksunlugunda en yiksek lipit iceriginin oldugunu ortaya

cikarmistir.

Kontrolli kosullarda inkiibasyonun 10. giniinde bes Chlorella tlrinin ayni ve en
yuksek karbonhidratlar (oligo- ve polysakkaritler)/proteinler orani vardi. Azot yoksun
kosullarda bu oran Chlorella sp. ArM0029B ve C. variabilis’te zamana gore sabit kaldi
ama C. wulgaris C-27, ESP-31 ve Chlorella sp. ESP-6’de zamana gore kademli bir
artts olmustur. Bes Chlorella’dan C. wulgaris ESP-31’in  en yuksek

karbonhitratlar/proteinler orani olmustur.

Sekil 4.10. azot yoksun ve kontrollii kosullarda bes Chlorella tirinin her birisinin

TAGlar/proteinler oraninde degisikligi gostermektedir.

Nil Red metodundan ¢ikilmis sonugclar gibi, bu sonuclar kontrollii kosullarda olanlar
ile karsilastirildiginda azot yoksunlugunda yetistirilmis mikroalglerin lipit iceriginde
onemli bir artisinin oldugunu bildirmektedir. Bes Chlorella turindn lipit iceriginde en
yuksek artis inkibasyonun 8. guniindedir. Fakat, diger dort mikroalgin lipit icerigi
inktbasyonun guninden giinine kademli olarak artirken Chlorella sp. ESP-6"nindeki
sadece 8. glinde artti; Nil Red metodu da bu tlrde hi¢ belli bir degisikligin zamana
gore olmadigini gostermistir. Ayrica, bu sonuclara gore, 10. gunde hi¢ bir degisiklik
yoktur ama Nil Red metodu Chlorella sp. ArM0029B, C. wulgaris C-27 ve C.
variabilis’'te 6nemli bir degisikligin oldugunu gostermisti. Sekil 4.10.’a gore
inkiibasyonun 8. giiniinde TAGlardaen yiksek artis (yaklasik 5 kat) C. vulgaris ESP-
31’de olmustur. Ancak, zamana gore kendi kademli artisi C. wvulgaris ESP-
31’indekinden daha yiksek oldugu icin C. vulgaris C-27’nin lipit iceriginde en yuksek
artis olmustur. Nil Red metodu da lipit iceriginde en ylksek artisin C. vulgaris C-27
ve ESP-31’de yasandigini gostermektedir.
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Sekil. 4.10. Kontrollu ve azot yoksun kosullarda, 10 gunlik inktbasyon siresince 5
Chlorella tirinin TAG/proteinler orani; Chlorella sp. ArM0029B (A)
Chlorella vulgaris C-27 (B) Chlorella vulgaris ESP-31 (C) Chlorella
sp. ESP-6 (D) ve Chlorella variabilis (E).
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Sekil. 4.11. ve 4.12. kontrolli kosullarda ve yoksunlugunda bes Chlorella turtntn her
birisinin karbonhidratlar (oligo- ve polisakkaritler)/proteinler oraninda degisikligi
gostermektedir.

Bu grafikler azot yoksun kosullarda oligosakkaritler ve poligosakkaritler diizeylerinin
ayni seklilde degistigini gostermektedir; C. vulgaris C-27, ESP-31 ve C. variabilis’in
oligosakkaritler ve polisakkaritler diizeylerinde zamana goére kademli bir artisi vardi.
Fakat, Chlorella sp. ArM0029B ve Chlorella sp. ESP-6’nin oligo- ve polisakkaritler
dizeyleri zamana gore degismemis bir halde kalmaktadir. Degisikliligin belirlendigi
durumda en yuksek artis inkibasyonun 6. ve 8. gunu arasinda meydana cikmaktadir;
bundan sonra, 10. ginde degisiklik her mikroalg tlrinde ©nemsiz oluyor.
Inkiibasyonun 8. giiniinde C. vulgaris ESP-31’de 2.5 kat artisi vardi; C. vulgaris C-27
ve C. variabilis'te 1.5 kat artisi olmustur. Dean et al. (2010) da azot yoksun kosullarda
Chlamydomonas reinhardtii ve Scenedesmus subspicatus’un karbonhidratlarinin
duzeylerinde sirasiyla 2.4 ve 1.55 kat artisinin ve ardindan inkiibasyonun 10. glintinde

bir disdisun oldugunu bildirmistir.

Karbonhidratlar, canli hiicreler ve organizmalara 6zel bir sekil veren birgok polimer
yapisindan sorumlu énemli molekullerdir. Ayrica, birbirleri ve cevre ile hiicrelerin
etkilesiminde 6zel bir role sahiptir (Albersheim et al., 1992). Oligosakkaritler ve
polisakkaritler kompleks karbonhidratlardir. Bunlar, monosakaritler glikoz, fruktoz ve
galaktoz ile olusmaktadir (Grant, 2014). Dean et a. (2010) ve Jakob et al. (2007)’a
gore, azot yoksun kosullarda karbon/nitrojen orani artryor clinkii amino asitler veya
proteinlerin Uretilmesinin azalmasi karbonun daha yiiksek miktarda o6zellikle
polisakkaritler olarak karbonhidratlarda depolanmasina neden olmaktadir. Bundan
baska, Courtois (2009), oligosakkaritlerin bitki eisitorleri oldugunu ve patojenlerin
istilasi, don, kurutma ve besinler sinirlanmasi gibi abiyotik ve biyotik stres
kosullarinda savunma tepkilerini ortaya ¢ikarmak icin bikiler ve alglerde daha fazla
miktarda biriktirildigini bildirmektedir. Ayrica, oligosakkaritlerin bitkiler ve algler
blylmesinin dizenleme ve gelistirmesine etkileri Uzerinde yogun c¢alismalar
yapilmistir. Bu yuzeden, sonuclarimiz ve baska bir ¢ok calismalar gosterdigi gibi,
oligosakkaritler duzeylerinde artis, polisakkaritler veya lipitler olarak karbon

bilesiklerinin depolanmasina neden olabilmistir.
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Sekil 4.11. Kontrolll ve azot yoksun kosullarda, 10 gunltk inklbasyon stiresince 5
Chlorella turintn oligosakkaritler/proteinler oraninda degisiklik;
Chlorella sp. ArM0029B (A) Chlorella vulgaris C-27 (B) Chlorella
vulgaris ESP-31 (C) Chlorella sp. ESP-6 (D) ve Chlorella variabilis (E).
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Sekil 4.12. Kontrollii ve azot yoksun kosullarda, 10 guinlUk inkibasyon sliresince 5

Chlorella turtinin polisakkaritler/proteinler orani degisiklik; Chlorella
sp. ArM0029B (A) Chlorella vulgaris C-27 (B) Chlorella vulgaris
ESP-31 (C) Chlorella sp. ESP-6 (D) ve Chlorella variabilis (E).
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Bir besin kaynagi olmasinin yani sira, bitkiler ve mikroaglerden polisakkaritler ve
oligosakkaritler, tedavi bilimi ve biyoteknoloji Uzerinde yiksek potansiyel
uygulamaya sahiptir. Probiyotikler olarak bilinen 6zel bakteri suslari ve prebiyotikler
bilinen belirli sindirilemeyen oligosakkaritler, konakgi hiicreler yada organizmalarin
refah ve saghigl Uzerine yarar vermektedir (Gibson, 2004). Bu oligosakkaritler,
sildirilemedigi icin konakcilya probiyotiklerin blylmesini ve aktivitesini uyararak
yarar veren secici mayalanmis maddelerin rolunasahiptir; diger bir deyisle, bagirsakta
bulunan uygun bakteri beslemeye yardim etmektedir. (Gibson, 2004; Gibson &
Roberfroid, 1995; Roberfroid, 2001; Grant, 2014). Bu nedenle, amag karbonhidratlarin
bir kaynagi olarak en iyi mikroalg se¢cmek ise, en yiksek biyime orani ve
karbonhidratlar dlzeylerine sahip olmasindan dolayr C. vulgaris ESP-31 en iyi

adaydir.
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5. SONUC

Mikroalgler gezegendeki en cesitli organizmalardir. Her tlr yada soy cevresel stres
faktorlerine farkl diizeylerde tepki verir. Calismalar, yalnizca Chlorella turlerinin bu
cevresel faktorlere diger tirlerden daha etkili ve daha hizli cevap verdigini
gostermistir. Yaptigimiz calismada bes farkli Chlorella tiri/soyu olan; Chlorella sp.
ArM0029B, C. wulgaris C-27, C. wlgaris ESP-31, Chlorella sp. ESP-6 ve C.
variabilis Turkiyedeki volkanik géllerden izole edilip, azot acligina birakilmistir. Bu
mikroalglerin cevaplari; blyume, lipit Gretimi, protein igerigi, klorofil ve karotenoid
konsantrasyonu ve karbohidrat/protein oranlari agisindan degerlendirilmistir ve bu

sonuclar 1s1ginda biyoteknolojik yarar agisindan en uygun aday belirlenebilir.

Azot achgr altinda, kontrollii sartlara gore karsilastirildiginda; Chlorella vulgaris C-
27 ve ESP-31 en yiksek buyime oranlarina sahip olmakla birlikte, mikroalglerde
blyUme genellikle azalmistir. Chlorella vulgaris C-27 ve ESP-31 ayrica en yuksek
lipit icerigini gostermistir. Bundan dolayl biyodizel ve biyogibre Uretimi icin
biyokitle kayngi olarak bu iki mikroalg en iyi aday olarak dustnulebilir. Protein
acisindan, daha 6nce herhangi bir calismada belirtilmemis olsada, C. variablis’te goze
carpar bir artis olmasina ragmen, diger dort mikroalgin protein konsantrasyonunda bir
azalma meydana gelmistir. Eger insan besin kaynagdi olarak en iyi adayr se¢mek
amaclansaydi, bu aday kontroll sartlar altinda blyudyen, protein konsantrasyonu ve
biylme orani en yiksek olan C. vulgaris ESP-31 olurdu. Klorofil/karotenoid orani,
azot acliginda klorofil miktarindaki azalmadan ve karotenoid miktarindaki artistan
dolay! bitin mikroalglerde azalmistir. EQer insan besin kaynagi, boya ve/yada tibbi
kullanimlar icin en iyi tlrid secmek amaclansaydi, C. vulgaris C-27 azot yoksun
kosullarda yetistirildiginde en iyi secim olurdu. FTIR 6lglimlerine gore azot acliginda
TAG/protein ve karbohidrat/protein oranlarinda bir artis vardir. Nil Red yontemi
kullanilarak elde edilen sonuclara benzeyen bu sonuclar biyodizel Gretimi igin en iyi
mikroalgin C. vulgaris C-27 ve ESP-31 oldugunu, ayrica ESP-31’in en iyi karbohidrat
kaynagdi oldugunu gdstermistir. Genel olarak bu veriler 1siginda, biyodizel ve
hammadde Gretim verimliligi ile ilgili en iyi adaylar Chlorella vulgaris C-27 ve C.
vulgaris ESP-31°dir.
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Gerekli kimyasallarin ve ekipmanlarin bulunmamasi nedeniyle microalglerin yag asidi
metil ester bilesimi analiz edilememistir; bundan dolayr bu parametre biyodizel
uretimi icin izlenmeye deger 6nemli bir husustur. Ayrica, mikroalglerin birbirlerine
nazaran neden cok farkl cevaplar verdigini anlamak icin gél suyunun kalite ve
ozelligini daha fazla analiz etmek, daha makul olacaktir. insan hatasini azaltmayi
amaclama ve bes mikroalgi daha fazla karakterize etme kapsaminda, her mikroalgi tek
tek incelemek ve onlari sicaklik, diger besin maddelerinin yoksunlugu ve pH gibi

stress faktorlerine maruz birakmak akillica olacaktir.
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EKLER

BG-11 and TAP kultar ortaminin protokolleri

BG11-Medium (modified)

Literature:

Kuhl, A. & Lorenzen, H. (1964): Handling and culturing of Chlorella. - In: Preston, D.M.
(ed.): Methods of cell physiology, Vol. 1: p. 159-187, Academic Press, London.

Rippka, R. & Herdman, H. (1992): Pasteur Culture Collection of Cyanobacteria Catalogue &

Taxonomic Handbook. 1. Catalogue of Strains. Institut Pasteur, Paris

Stanier, R.Y., Kunisawa, R., Mandel, M. & Cohen-Bazire, G. (19741): Purification and
properties of unicellular blue-green algae (order Chroococcales). - Bateriologoical Reviews
35(2): 171-205.

For 1000 mL final culture medium add the following quantities (Volume) of stock
solutions (SL) prepared at the given concentrations to 850 mL dd-H20. Add one

component after the other until each one has completely mixed and finally fill up
to 1000 mL.

All stock solutions should be stored unsterilised at 4 °C. Store sterile-filtered vitamin mix (SL

11) at -20 °C.
Stock Solution Volume Component Concentration in SL Conc. in final
(SL) Medium

SL1 60 mL NaNO3 2.50g- 100 mL? 1.76 - 102 M
SL2 10mL MgSO04 - 7H20 0.75g - 100 mL?t 3.04-10% M
SL3 20mL Na2CO3 0.10 g - 100 mL? 1.89 - 104 M
SL 4 53mL K2HPO4 0.75g - 100 mL?t 2,28-10%M
SL5 14 mL CaCl2 - 2H20 0.25g- 100 mL?t 2.38-10%M
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SL6
SL7

SL8

micronutrient

solution

(from Kuhl and

Lorenzen 1964)

Adjust to final pH of 8.4 and autoclave (15 min at 121 °C).

The addition a vitamin mix is advised as some algal species need one or two of the

6 mL
10 mL

10 mL
1mL

vitamins contained in the mix.

SL11

Vitamin mix

1mL

citrit acid
ferric ammonium

citrate

Na2EDTA - 2H20
H3BO3

MnSO4 - H20

ZnS0O4 - 7TH20

CuSO0Oa4 - 5H20

(NH4)6 M07024 - 4H20

Vit. B1 (Thiamine HCI)

Vit. H (Biotin)

Vit. B12 (Cyanocobalamin)  0.015 mg - 100 mL™

0.10g - 100 mL?
0.06 g - 100 mLt

0.01g-100 mL?
61.0mg-1L?
169.0mg-1 Lt
287.0mg-1 L1

25mg-1 Lt

125mg- 1 L

0.1g-100 mL?
0.025 mg - 100 mL?

3.12-10°M
2,26 -10° M

2.69-10%M
9.87-107"M
1.00 - 10

9.98-107 M

1.00 - 108

1.01-108

2.96 - 10%
1.02 - 10 m

1.11-1019m

For storage of this vitamin stock solution, acidify to a pH of 4.5-5.0 and autoclave, then

dispense aseptically in plastic containers, or sterile-filter directly through 0.2 um sterile
filters into plastic containers (reaction vials, cryovials, polycarbonate tubes) in 1 mL
aliquots and add aseptically to prepared medium after autoclaving and cooling.
Store at -20 °C.

For stock cultures on agar slants add 1.0-1.3 % Agar (e.g. purified high

strength, 1000 g - cm™) to prepared medium before autoclaving.
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TAP-Medium (Tris-Acetate-Phosphate)

Lit.:  Andersen, R.A. (ed.) (2005): Algal culturing techniques, 578pp, Elsevier Academic Press,
London. Gorman, D.S. & Levine, R.P. (1965): Cytochrome f and plastocyanin: their sequence in

the photosynthetic

electron transport chain of Chlamydomonas reinhardii. - Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 54: 1665-
1669. Harris, E.H. (1989): The Chlamydomonas sourcebook: a comprehensive guide to biology
and laboratory use.

Academic Press, San Diego, 780pp.

Sueoka, N. (1960): Mitotic replication of deoxyribonucleic acid in Chlamydomonas
reinhardi. - Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 46(1): 83-91.

TAP-Medium can be used for those algae which use NH4" instead of NO3™ as a nitrogen

source. Such algae lack the nitrate reductase which would enable them to reduce nitrate via

nitrite to ammonium.

For 1000 mL final culture medium add the following quantities (Volume) of stock solutions

(SL) prepared at the given concentrations to 850 mL dd-H20. Add one component after

the other until each one has completely mixed and finally fill up to 2000 mL.

All stock solutions can be stored unsterilised at 4 °C.

Stock Solution (SL) Volume Component Concentration in SL  Conc. in final Medium

Tris base 2.42g H2NC(CH20H)3 2.00 - 102 M
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

TAP-salts 25mL  NHaCl 15¢g- L7 7.00- 103 M

(Beijerinck salts) MgSO4 - 7H20 4g-L1 8.30-10*M
CaCl2 - 2H20 2g-L? 450-10%M

Phophate solution ~ 1mL  K2HPOa4 28.8g- 100 mL? 1.65 - 103 M
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KH2PO4

Trace elements 1mL Na2EDTA - 2H20
solution (Hutner ZnS04 - TH20
trace elements) H3BO3
MnCl2 - 4H20
FeSO4 - 7TH20
CoClz2 - 6H20
CuSO4 - 5H20
(NH4)6MoO3

Acetic acid, conc. 1mL CH3COOH

14449-

5.00( -
2209
1.149-
0.50¢g-
0509 -
0.16 g -
0.16g-
0.11g-

100 mL1

100 mLt
100 mLt
100 mLt
100 mLt
100 mLt
100 mLt
100 mLt
100 mLt

1.05-

1.34 -
1.36 -
1.84-
4.00 -
3.29 -
1.23-

1.00

4.44 -

First dissolve Na2EDTA - 2H20 in 100 mL dd-H20 by heating to 60-80 °C, then adjust pH

with KOH to 5.0. Add all trace elements separately and check the pH value constantly. The

103 M
104 M
104 M
104 M
10° M
10° M
10° M

©10° M

10

pH value should not increase above 6.8, otherwise MnSO4 may precipitate. Let the solution

stand at 4 °C; when the colour changes from orange to red after approx. 2 weeks, filter it,

split it and store at -20 °C teflon or polycarbonate containers (do not use glass containers

for trace elements as these tend to adsorb to the glass surface). After addition of acetic acid

the pH should range at about 7.0.

Adjust medium to final pH of 6.0 or as desired with acetic acid and autoclave at 121 °C

for 20

min.

For stock cultures on agar slants add 1.0-1.3 % Agar (e.g. purified high strength, 1000 g -

cm™) to

prepared medium before autoclaving.
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