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OZET

MIKROALGLERDE NOTRAL LIPID ICERIGININ ARTIRILMASI UZERINE
BiR ARASTIRMA

ELIBOL CAKMAK, Zeynep
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Doktora tezi
Danigsman: Prof. Dr. Yusuf MENEMEN
Ortak Danisman: Dog. Dr. Turgay TEKINAY
Ekim 2013, 171 sayfa

Bu doktora tezinde mikroalg caligmalarinda model organizma olarak kullanilan
Chlamydomonas reinhardtii P.A.Dangeard tiiriiniin CC-124 soyu ve bu mikroalgin
biliylime ortami olarak Tris-Asetat-Fosfat besiyeri kullanilmis, biiylime ortamlarinda
cok sayida makro ve mikroelementin hi¢ bulunmadigi veya 5x konsantrasyonda
bulunduklar1 ortamlarda 10 giin boyunca inkiibasyona birakilan mikroalgler
biliylimenin farkli evrelerinde 6rneklenmis, nétral lipid iiretimi ve biiylime ile ilgili
parametreler irdelenmistir. Yapilan calismalar sonucunda mikroalglerin biiylime
ortaminda N, S, P ve Mg elementlerinin hi¢ bulunmadigi veya N ve Zn
elementlerinin 5x konsantrasyonda bulunduklari ortamlarin lipid tretimini tesvik
edici ortamlar olduklar1 sonucuna varilmistir. Boylece bundan sonraki 6l¢iimler ile
sicaklik ve 151k uygulamalart kontrol ile birlikte 7 grup kullanilarak
gergeklestirilmigstir. Takip eden caligmalarda ise C. reinhardtii iizerinde yapilan
uygulamalarin fizyolojik etkilerini belirlemek amaci ile, belirlenen zamanlarda
orneklenen mikroalglerin yag asidi profillerinde, element iceriklerinde, protein,
klorofil, karotenoid igeriklerinde meydana gelen degisimler belirlenmis, mikroalglere
uygulanan stresin diizeyini yansitan parametreler olan reaktif oksijen tiirlerinin

olusumu ve antioksidan cevap irdelenmistir. Son olarak element manipiilasyonuna



cevapta mikroalglerde meydana gelen anatomik degisimler 151k mikroskobu,

konfokal ve TEM goriintiileri ile birlikte degerlendirilmistir.

C.reinhardtii’de makro- ve mikroelement kompozisyonu, farkli element rejimlerine
tepki olarak olduk¢a degisik cevaplar sergilemistir. C. reinhardtii’ye uygulanan
element rejimleri (N, S, P ve Mg aghigi ile N ve Zn fazlaligi) nedeniyle hiicre
sayisinda ki artisin baskilanmasi sonucunda, hiicre hacminde, karbonhidrat, nétral
lipid ve TAG igeriginde artis gibi ortak cevaplarin ortaya ¢iktigi belirlenmistir.
Ayrica konfokal ve TEM goriintiileri ile element agliklarina tepki olarak hiicre iginde
bol miktarda lipid cisimlerinin depolandigi gozlenmistir. Diger taraftan element
manipiilasyonu yapilarak mikroalglerde olusturulan stresin diizeyinin, lipid
icerigindeki artis ile dogru orantili oldugu ve oksidatif stresten kaynaklanan
membran lipidleri oksidasyonunun mikroalglerden biyodizel eldesi ig¢in uygun olan
doymus yag asidi olusumunu olumsuz etkilemedigi anlasilmistir. Biiyliime ile ilgili
parametreler ile TAG ve noétral lipid iiretimindeki artiglar dikkate alindiginda,
mikroalglerde lipid {iretimini artirmak i¢in S, P ve Mg acligi uygulamalarinin, N
achigina kiyasla daha etkili yollar oldugu, diger taraftan mikroalglerin icerdikleri
FAME profilleri degerlendirildiginde N, S ve P agliginin biyodizel eldesi igin
uluslararasi standartlar1 karsilayacak nitelikte yag asidi tretimini tesvik ettikleri
belirlenmistir. Bununla birlikte, C.reinhardtii mikroalginin su ortamlarindan ¢inko

gideriminde etkili bir biyolojik ara¢ olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Chlamydomonas reinhardtii, iyonom, besin rejimi, nétral lipid,

triacilgliserol, oksidatif stress, algal fizyoloji



ABSTRACT

A RESEARCH ON INCREASING NEUTRAL LIPID CONTENT IN
MICROALGAE

ELIBOL CAKMAK, Zeynep
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, Ph.D. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Yusuf MENEMEN
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr.Turgay TEKINAY
October 2013, 171 Pages

In this doctorate thesis, C.reinhardtii P.A.Dangeard CC-124 strain was incubated
under several element deprivation and overabundance (5x), neutral lipid production
and growth-related parameters were analysed during 10 days of incubation period.
Tris-Acetate-Phosphate growth solution was utilized as growth medium. In wiev of
the data obtained from neutral lipid production and growth parameters; N, S, P, Mg
deprivations, and N and Zn supplementations were found to induce lipid production
of microalgae effectively. Thus, temperature and light applications as second stress
factors and following measurements were achieved on these groups of microalgae.
Following measurements included analysis of fatty acid profiles, element
concentration, protein, chlorophyll, carotenoid contents of microalgae in order to
detect physiological effects of induction of lipid content, and ROS production and
antioxidant response were dissected for detecting the oxidative stress level caused by
element stress. Lastly, anatomical changes of microalgae under element stress were

detected by using light microscobe, confocal and TEM analysis.



Somewhat radical changes were detected on macro- and microelement composition
of microalgae under different element regimes. Suppression of growth, increase of
cellular biovolume, carbohydrate, neutral lipd and TAG content were defined as
common response of microalgae under different element regimes studied. Most of
the intracellular space was occupied by lipid bodies under all nutrient starvations, as
observed by confocal microscopy and supported by transmission electron
micrographs. On the other hand, the level of the oxidative stress was found to show
positive correlation with lipid production while saturated fatty acid formation was
not affected by oxidation of membrane lipids stemming from the oxidative stress.
When increase in neutral lipid and TAG content of microalgae was evaluated
together with growth parameters; S, P and Mg deprivations were found to superior to
N deprivation for induction of total lipid acquisition. On the other hand, FAME
profiles of the nitrogen, sulfur and phosphorus deprived cells were found to meet the
requirements of international standards for biodiesel. In addition, we infer that C.

reinhardtii can be used for zinc remediation from aquatic environments.

Key Words: Chlamydomonas reinhardtii, ionome, nutrient regime, neutral lipid,

triacylglycerol, oxidative stress, algal physiology
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1.GIRIS

Yeryliziindeki biitiin canlilarin kullandig1 enerjinin temel kaynagi gilines enerjisi
olup, bu enerji besin zincirinin ilk basamagini olusturan algler ve bitkiler gibi
fotosentez yapabilme kabiliyetine sahip canlilarin karbon fiksasyonu ile organik
bilesiklerde depolanir ve farkli kimyasal formlarda diger canlilara aktarilir. Besin
zincirinin temel tireticileri konumunda olan mikroalgler okyanus ve denizlerden tatl,
ac1 ve sodali sulara, su sizdiran kayalardan magaralara, ¢ollerden sicak su kaynaklari,
kar ve buzullara kadar ¢ok degisik ekolojik sartlara sahip sistemlere adapte olabilmis,
ototrof ve/veya heterotrof beslenme ozelligi gosterebilen, dkaryot ya da prokaryot
yapida ve milyarlarca yildir varliklarini gesitlenerek siirdiirebilmis, su sistemlerinde
serbest azotun baglanmasindan, su ve havadaki serbest oksijenin biiyiik bir kisminin
tretiminden ~ sorumlu  olan  6zel  mikroorganizmalardir.  Cyanobacteria
(Cyanophyceae), yesil algler (Chlorophyceae), diatomlar (Bacillariophyceae), sari
yesil algler (Xanthophyceae), altin sarisi algler (Chrysophyceae), kirmizi algler
(Rhodophyceae), kahverengi algler (Phaeophyceae), dinoflagellatlar (Dinophyceae)
ve pico-plankton (Prasinophyceae ve Eustimatophyceae) gibi gruplara ayrilmis olan
mikroalglerin simdiye kadar 40000’in {izerinde tiirii tanimlanmis olup bu rakamdan
daha fazla sayida tiire sahip olduklar1 tahmin edilmektedir (Van den Hoek vd.,
1995).

Bazi mikroalg tiirleri, yiizyillardir Dogu Asya, Kuzey Amerika ve Orta Afrika’nin
baz1 bolgelerinde yoresel topluluklar tarafindan toplanarak kurutulup besin olarak
tilketilmektedir (Chisti, 2007). Bilimsel ilerlemeler ile birlikte ancak 18. yiizyilin
sonlarinda baslatilan kiiltiire alma ¢alismalar1 1900°1i yillarin ilk ¢eyregi igerisinde
meyvelerini vermis, bugiin genis ¢apta biyokiitle ticareti yapilan Chlorella, Spirulina
ve Dunaliella tiirleri ilk olarak bu tarihlerde kiiltiire alinmistir (Chisti, 2008). Ticari
amagcla mikroalg tiretimi, ilk olarak Japonya’da 1960’larin baslarinda Chlorella cinsi
mikroalgler kullanilarak gergeklestirilmistir. Bunu takiben 1970°li yillarda
Meksika’da Spirulina cinsi bazi tiirlerin ticari {retimi gergeklestirilmeye

baglanmistir. Dunaliella tiirlerinden D.salina’nin genis dlgekli endiistriyel tiretimi,



ozellikle B-karoten kaynagi olarak 1980°li yillarin sonlarma dogru ilk kez
Avusturalya’da baglamis ve ¢ok kisa zamanda {iciincii biiylik mikroalg endiistrisi
haline gelmistir. Takip eden yillarda Israil, Hindistan ve Amerika’da da endiistriyel
amaglh biiyiik 6l¢ekli Dunaliella, Spirulina ve Chlorella iiretimi yapan ¢ok sayida
sirket kurulmus ve astaksantin bakimindan oldukg¢a zengin olan Haematococcus
pluvialis gibi diger mikroalg tiirlerinin de ilavesiyle mikroalg endiistrisi genislemistir
(Christenson ve Sims, 2011). Boylece 30 yil gibi kisa bir siirede mikroalg endiistrisi
cok hizli bir biiylime ve c¢esitlenme gostermistir. Giinlimiizde mikroalg endiistrisi
milyarlarca liralik hacmi ile ilkeler igin 6nemli bir ekonomik faaliyet alan1 olma

yolunda ilerlemektedir.

Bugiine kadar mikroalglerin kullanim alanlar1 iizerine ¢ok sayida ve birbirinden
degisik Oneriler getirilmistir ve bu konuda bir sinirlama yapmak pek uygun
goziikmemektedir. Ancak simdiye kadar tanimlanmis potansiyel kullanim alanlari

arasinda Okaryot ve prokaryot yapidaki degisik mikroalg tiirlerinin:

- Gida olarak; yetersiz ve diizensiz beslenen bireylerin beslenmesinde protein

kaynagi,

- Yem katki maddesi olarak; evcil hayvanlar, kiimes ve ahir hayvanlarinin

yemlerinde protein ve vitamin kaynagi,

- Su tirlinleri yetistiriciliginde; yumusakcalar ve kabuklu deniz hayvanlarinin
tiim yasam evrelerinde, eklembacakli ve balik larvalarinin temel besinini olusturan

zooplanktonlarin tiretilmesinde zengin besin kaynagi,

- Organik giibre olarak; azot fikse edebilen tiirlerin yaninda kompost halde

veya kat1 glibre olarak biyokiitle kaynagy,

- Atiklarin biyolojik aritiminda; o6zellikle sudaki yogun azot, fosfor ve

amonyagin arindirtlmasinda,

- Agir metallerin ¢evreden geri kazaniminda; canli veya kurutulmus biyokiitle

kaynagi,



- Kiiresel 1sinmayla miicadelede; yiiksek CO; seviyelerine toleransli olan bazi
mikroalglerin yogun CO; emisyonunun gergeklestirildigi endiistriyel bolgelerde ve

hatta fabrika bacalarinda yetistirilmesine yonelik biyokiitle kaynagi,

- Farmasotik ve terapotik amacli; bazi polisakkaritler, lipidler, vitaminler,

karotenoidler, enzim ve antibiyotik kaynagi,

- Kimyasal madde kaynagi olarak; gida, ila¢ ve kozmetik sanayisinde genis
kullanim alan1 bulan gliserol, degisik yag asitleri, vakslar, steroller, hidrokarbonlar,

enzim, vitamin ve polisakkarit kaynagi,

- Pigment ve antioksidan kaynagi olarak; gida, eczacilik, tekstil ve kozmetik
sanayiinde kullanilan klorofil a,b,c, B karoten, astaksantin, fikosiyanin, fikoeritrin ve

ksantofil gibi baz1 organik kdkenli pigmentlerin elde edilmesinde biyokiitle kaynagi

- Yenilenebilir enerji kaynagi olarak; biyometan, biyodizel ve biyohidrojen
iretimi i¢in biyokiitle ve lipid kaynagi olarak kullanilabilme potansiyelleri ile alakali
degisik arastirmalar rapor edilmistir (Chisti 2007; Chisti 2008; Stephens vd., 2010;
Christenson ve Sims, 2011)

Halen diinyada tiiketilen enerjinin % 90’ma yakini fosil kaynaklardan temin
edilmektedir. Fosil kdkenli yakitlarin (petrol, komiir vb.) emisyon degerlerinin uygun
olmayist, gelecek icin yeni Onlemleri ve yeni arayislart mecbur birakmaktadir.
Niifusun yogun oldugu bolgelerde bu kirletici bilesikler, insan sagligi agisindan ¢ok
onemli problemlere yol agmaktadir. Diinyanin fosil yakit rezervlerindeki giderek
azalma ile birlikte petrol fiyatlarindaki siirekli artiglar ve 6zellikle kiiresel 1sinmanin
tehlikeli boyutlara ulagmasi yenilenebilir enerjiye olan gereksinimi artirmaktadir.
Seker kamisi, kolza, soya ve aygigegi gibi bitkilerden biyodizel (Cizelge 1.1.) ve
etanol iireterek geleneksel fosil yakitlara alternatif bir yakit olusturacag: diisiliniilen
birinci nesil biyokiitle enerji kaynaklarinin yakin gegmiste gida piyasalari ve igme
suyu kaynaklar1 iizerinde bazi yan etkileri goriilmeye baslanmis ve daha cevreci
biyokiitle kaynaklar1 iizerinde c¢alismalar yogunlasmustir. Ote yandan seliilozik
biyokiitleden etanol iiretimine dayanan ve halen teknolojik ve ekonomik acidan
yeterli diizeye gelmesi i¢in yogun arastirma ve gelistirmeye ihtiya¢ duyulan ikinci

nesil biyokiitle enerji kaynaklari, kullanimdaki diger enerji tiirlerine alternatif



olmaktan uzak goziikmektedir (Chisti, 2007). Boylece tim diinyada tarim alanlari ve
su kaynaklar1 tlizerinde daha az baski yaratan, daha verimli ve gelisime daha agik

biyolojik yakit iiretimi lizerine arastirmalar yapilmaktadir.

Cizelge 1.1. Tiirkiye'nin yillik petrol ihtiyacinin (22 milyon ton) %50'sini karsilamak
icin  kullanilabilecek biyoiiriin yag verimi ve gerekli alanin

karsilastirilmasi
Yag verimi
Biyodizel kaynagi (Litre/hektar) Gerekli Alan (...bin hektar)
Misir 172 63953
Soya Faslilyesi 446 24663
Kolza 1190 9243
Jatropha 1892 5813
Hindistan cevizi 2689 4090
Afrika Palmiyesi 5950 1848
Mikroalg (%30 yag icerigi) 58700 187
Mikroalg (%70 yag icerigi) 136900 80

Tiim mikroalgler metabolizmalarindaki isleyise bagli olarak degisen oranlarda
protein, karbohidrat, yag ve niikleik asit icerirler. Yukarida belirtilen potansiyel
kullanim alanlari, mikroalglerin i¢erdikleri protein, karbohidrat, yag ve niikleik asit
miktar: ve bunlari olusturan katma degeri yiiksek molekiillerin oransal farkliliklarinin
belirlenmesi ile ortaya ¢ikmistir. Mikroalglerin diger tiim biyoteknolojik 6zellikleri
bir yana, mikroalglerdeki yag miktar1 genellikle %20-50 arasinda degisirken
bazilarinda bu oran %80’ e kadar ¢ikabilir (Cizelge 1.2). Mikroalglerde, lipidler ve
yag asitleri depolama firlinleri ve enerji kaynagi olarak sentezlenmektedir.
Dolayisiyla mikroalgler strese maruz kaldiklarinda, kolayca geri kazanabilecegi
enerji formu oldugundan, sitoplazmalarinda serbest yag cisimleri biriktirme
egilimindedirler. Mikroalgler tarafindan {iretilen dogal yag (lipid) formunun,
biyodizel iretimi igin uygun yapida olusu, mikroalgleri biyodizel iiretiminde
ayricalikli bir yere koymustur. Nitekim teorik olarak mikroalglerle kiyaslandiginda,
biyodizel eldesi i¢in de kullanilmakta olan misir bitkisinden hektar basina yaklasik
555 kat, kolza tohumundan 79 kat ve Afrika palmiyesinden 16 kat daha fazla
biyodizel elde etmek miimkiindiir (Cizelge 1.1). Mikroalgler su anda yiiksek lipid

igeriklerine bagli biyoyakit iiretimi icin alglerin en umut verici grubu olarak



goriilmektedir (Brennan, 2010). Ugiincii nesil biyolojik yakit kaynagi olarak goriilen
mikroalgler karasal bitkilere kiyasla ¢ok daha yiiksek biyokiitle olusturma hizina,
fotosentetik verime ve yag biriktirme potansiyeline sahiptirler. Bu nedenle biyolojik
yakit iiretimi ve bdylece fosil enerji kaynaklarina bagimliligi onemli oranda

azaltabilecek potansiyele sahiptirler.

Yenilenebilir bir dogal kaynak olmasi, ekilebilir tarim arazilerinin kullanilmasina
gerek duyulmamasi, bir¢ok yerde iiretim yapilmasi, atik sularda iiretilebilmesi ve
islem sonucunda katma degeri olan bir atik (hayvan yemi veya giibre katki maddesi
olarak kullanilan) olugmasi sebebiyle su yosunlarinin, &zellikle mikroalglerin
biyodizel iiretiminde kullanilmasi iizerine ¢aligmalar artarak devam etmektedir. Bu
alanda ki arastirmalarin ¢ogu, yiiksek yag igerigine sahip olan algal tiirlerin tespit
edilerek yaglarinin ekstrakte edilmesi ve islenmesi {izerinedir (Rodolfi vd., 2009).
Diger taraftan, yag igerigi yiiksek olan mikroalglerde (6rnegin Nannochloropsis,
Botyrococcus ve Neochloris cinslerine ait bazi tiirler) boliinme hizinin diisiik, buna
karsin yag icerigi diisiik olan mikroalglerde ise boliinme hizinin yiiksek oldugu

belirlenmistir (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2. Mikroalglerin ikiye katlanma siireleri ile lipid icerikleri arasindaki iligki

Lipid icerigi (% ikiye katlanma

Mikroalg Kuru Agirlik) siresi (saat) Referans bilgisi
Schizochytrium sp. 50-77 60-80 Yaguchi vd., 1997
Botryococcus braunii 25-75 48-72 Mata vd., 2010
Nannochloropsis sp. 31-68 30-35 Sydney vd., 2010
Neochloris oleoabundans 35-54 45-50 Murray vd., 2011
Nitzschia sp. 45-47 65-80 Krist ve Wiencke, 2008
Isochrysis galbana 25-33 70-80 Kaplan vd., 1986
Nannochloris sp. 20-35 30-40 Chisti, 2007
Chlorella sp. 28-32 5-25 Koh ve Ghazoul, 2008
Crypthecodinium cohnii 20-25 8-25 Schenk vd., 2008
Dunaliella primolecta 23-27 10-30 Li vd., 2008
Chlamydomonas reinhardtii  21-30 5-24 Harris, 2009




Boliinme hizinda ve lipid igeriklerindeki tezatliklar dikkate alindiginda Ornegin
Cizelge 1,2°de gosterilen tiirlerden lipid igerigi ortalama %25 olan Chlamydomonas
reinhardtii ile % 64 olan Schizochytrium sp. tiirlerinden birim siirede yaklasik olarak
ayni miktarlarda lipid elde edilebilecegi durumu ortaya ¢ikiyor. Bu durumu sayisal
olarak gostermek gerekirse, asagidaki tabloda goriilecegi gibi Schizochytrium sp.
tiriiniin ortalama lipid icerigi yaklasik olarak %64, ikiye katlanma siiresi ise 70
saattir. Diger taraftan Chlamydomonas reinhardtii tiiriiniin ortalama lipid icerigi
yaklasik olarak 925, ikiye katlanma siiresi ise 15 saattir. Lipid eldesi i¢in
yetistirildigi diigiiniildiigiinde 10 giiniin sonunda 1 Schizochytrium sp. mikroalginden
ortalama 3.4 mikroalg (240saat/70saat~3.4 mikroalg), 1 Chlamydomonas reinhardtii
mikroalginden de ortalama 16 mikroalg (240saat/15saat~16 mikroalg) tiireyecektir.
Boylece 1 Schizochytrium sp. tiirinden 64 birim, 1 Chlamydomonas reinhardtii
tiriinden de 25 birim lipid elde edilebilecegi diisiiniildiigiinde 10 giinlin sonunda 1
Schizochytrium sp. tiirlinden ortalama 220 birim (3.4 mikroalg x 64 birim lipid = 220
birim lipid), 1 Chlamydomonas reinhardtii tiirinden de ortalama 400 birim (16
mikroalg x 25 birim lipid = 400 birim lipid) lipid elde edilebilecektir. Elbette
Schizochytrium sp. tiirliniin sitoplazmik serbest lipid igeriginin de fazla olusu, hiicre
zarinda da bol miktarda lipid biriktirmis olmas1 ve boylece pratikte daha fazla lipid
saflastirilabilecegi durumlart g6z 6niinde bulunduruldugunda yukarida yapilan teorik
hesaplamalar pratikte gercek¢i olmayabilir. Burada anlatilmak istenen durum
esasinda dogadaki okaryotik yapida mikroalglerin bircogu lipid ekstraksiyonu amaci
ile kullanildiginda birbirleri arasinda verim agisindan ¢ok 6nemli farkliliklarin
olmayacagidir. Dolayisiyla lipid icerigi zaten yiiksek olan bir tiiriin bdliinme hizi
diisiik oldugundan, lipid icerigi nispeten diislik olan ancak boliinme hiz1 yiiksek olan
mikroalglerin boliinme hizin1 ¢ok diisirmeyecek, bununla birlikte lipid igerigini
onemli oranda artirabilecek uygulamalara ihtiyag vardir. Mikroalglerin degisik stres
sartlar1 altinda kolay geri doniistiiriilebilir enerji formu olan lipidleri biriktirdikleri
bilinmektedir (Chisti, 2007). Ancak simdiye kadar mikroalglerin lipid igeriginin
artirtlmasina yonelik olarak bu arastirma projesinde oldugu kadar kapsamli ve
karsilastirmali herhangi bir ¢calismaya rastlanmamistir. Bu arastirmada mikroalglerin
biiylime ortamlarindaki element konsantrasyonlari, sicaklik ve 11k parametrelerinin
tek bagina ve belli bir diizende kombinasyonlari sonucu mikroalglerin nétral lipid

icerigindeki degisim ve ilgili parametreler irdelenmistir.



Biiyiik oranda yag vermedigi dikkate alinan tek hiicreli yesil arazi algi
Chlamydomonas reinhardtii i¢in hayli gelismis molekiiler ve genetik araglardan
yararlanilarak, yag iiretiminin nasil yiikseltilebilecegini anlamak gibi kabul edilmis
tamamlayic1 bir yaklasim halen gelisme asamasindadir. (Sheehan vd.,1998; Harris,
2009). Diger taraftan basit yasam dongiisii, farkli dis ortam sartlarina karsi oldukga
hizli metabolik cevaplar vermesi, ikiye katlanma siiresinin diisiik olmasi, tim genom
haritasinin ¢ikarilmis olmasi ve ¢ok degisik mutant bireylerinin elde edilmis olmasi
ile tek hiicreli bir organizma olan Chlamydomonas reinhardtii fotosentez,
metabolizma diizenlenmesi, hiicrelerarasi tanima ve hiicre tutunmasi, beslenme
yetersizligine yanit, kamg1 hareketliligi, kloroplast dinamigi, biyogenesis ve genetik
arastirmalarinda, hidrojen {iretimi ve biyoyakit {iiretimi c¢alismalarinda model

organizma olarak kullanilmaktadir.

Bu doktora arastirmasinda da mikroalg c¢aligmalarinda model organizma olarak
kullanilan Chlamydomonas reinhardtii tiiriiniin yabanil tip CC-124 soyu kullanilarak,
ortam element konsantrasyonlar1 ve sicaklik ile 151k gibi dinamik biiyiime
parametrelerindeki degisimler ile mikroalglerden en yiiksek diizeyde ve kaliteli
biyodizel eldesi i¢in uygulanabilecek en uygun stres sartlarinin neler oldugunun ve

bu uygulamalarin fizyolojik etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir.

1.1.Chlamydomonas reinhardtii

Empire : Eukaryota

Alem : Plantae

Bolim : Chlorophyta

Simif  : Chlorophyceae

Takim : Chlamydomonadales

Familya: Chlamydomonadaceae

Cins : Chlamydomonas

Tir  : Chlamydomonas reinhardtii P.A.Dangeard



Sekil 1.1. Chlamydomonas reinhardtii (Internet: Chlamydomonas-SEM)

Chlorophyta (yesil algler) boliimii icerisinde tek tek hiicreler oldugu gibi koloni
olusturan, dallanmis ya da dallanmamis ipliksi, kismen farklilagma gostererek
genislemis talluslara sahip 6rneklerde bulunmaktadir. Ceperleri pektin ve seliilozdur.
Asimilasyon triinleri nisasta ve yaglardir. Cogu ototrof tiirlerden olusur. Eseysiz
lireme zoospor ve aplanosporlarla olur. Zoosporlar armut bigiminde ve esit uzunlukta
2 ya da 4 kamgiya sahiptirler. Eseyli liremeleri izogami, anizogami ve oogami iledir.
Yeryliziinde genis bir yayilima sahiptirler. %90 kadar1 tatli sularda, %10’u ise
denizlerde yasar. Nemli toprak ve kurak yerlerde yasayan tiirleri de vardir. Mantarlar
ile birleserek likenleri olustururlar. Chlamydomonaceae familyas: iiyeleri koloni

olusturmazlar, tek hiicreli ve hiicre bigcimleri olduk¢a yuvarlaktir (Giiner ve Aysel,
2006).

Tek hiicreli, yesil ve bir kamegili mikroalg tiirii olan C. reinhardtii mikroalg
caligmalarinda kullanilan model bir mikroorganizmadir. Tiim genom haritasi
c¢ikarilan bu mikroalgin ¢ok sayida mutant tiirleri de bulunmaktadir. Mikroalglerin
lipid igeriginin artirilmast i¢in uygulanabilecek en wuygun stres sartlarinin
tanimlanabilmesini amaclayan bu arastirmadan elde edilen sonuglarin lipid igerigi
zaten yiiksek olan tiirlere uygulanabilecegi diigiiniildiigiinden C. reinhardtii tiiriiniin
herhangi bir mutant tiirii kullanilmamis olup bu arastirma Kapsamli uygulamalar ve
analizlerle sadece yabamil tip C. reinhardtii CC-124 soyu kullanilarak
gergeklestirilmistir.



1.1.1. Habitat, morfoloji ve yasam dongiisii

Chlorophyceae smifi mikroalgler tek hiicreli yesil alglerdendir. Bu siifa ait algler
toprakta, tatli su ve denizlerde ve hatta daglarin karla kapli zirvelerinde de yayilis
gostermektedir. Bu siifa ait algler igerisinde laboratuvarda en sik iizerinde ¢alisilan
mikroalg C. reinhardtii mikroalgidir. C. reinhardtii, cap1 yaklasik 10 mikrometre
olan tek hiicreli yesil bir algdir ve iki kamegi ile yiizer. C. reinhardtii hidroksiprolin
zengini glikoproteinlerden olusan hiicre duvarina, biiyiik bir fincan seklinde
kloroplasta, biiylik bir pirenoide ve bir 151k algilayic1 "go6z lekesi"” ne sahiptir.
Fotosentez sonucu iiretilen nisastanin depolandigr pirenoid halkalar1 151k
mikroskobunda da ayirt edilebilir. Bu mikroalgde yine ¢ok sayida kii¢iik kofulun
yaninda hiicre i¢i su dengesini saglayan Ozellesmis kontraktil kofullar da

bulunmaktadir (Sekil 1.2).

Kamgi

Kontraktil koful

Goz lekesi

Cekirdek
Golgi

Mitokondri

Hiicre duvari
Kloroplast

Tilakoid membran
Pirenoid

Nisasta taneleri

Sekil 1.2. C. reinhardtii hiicre morfolojisi (internet: Chlamydomonas-Cronodon)

Chlamydomonas reinhardtii’nin nisbeten basit bir hayat devresi vardir (Sekil 1.3).
Vejetatif hiicreler monoploid (haploid), sadece zigot diploid yapidadir. Germinasyon
esnasinda zigot mayoza maruz kalarak 4 monoploid hiicre olusturur. Bunlar tamamen
fonksiyonel vejetatif hiicrelerdir. Bircok tiirdeki seksiiel iireme morfolojik olarak

izogamidir. Ancak gametler fizyolojik olarak art1 ve eksi soylara ayrilacak sekilde



farklilagsmistir. Zit yiiklii bireyler arasindaki kimyasal ¢ekim flagellalar aracilig ile

saglanir.

Hiicre duvarinin
parcalanmasi

YRVAYAY, g x # g Gamet aktivasyonu %.
i i S

TR IIT

mt- gametler mt+ gametler

A

Gametogenezis

Flagellar birlesme

CHLAMYDPM?N&S -
‘ g K K g g « g YASAM DONGUSE Eslesme yapilarninin
mt+ aktivasyonu
Vejetail:if hiicreler ‘
Mitoz
ii-0-¢
- --—
VEJetatlf hiicreler : Zigot (2n) Tamamlanms hiicre flizyonu ZT:?U:SWH tiipnn

Sekil 1.3. Chlamydomonas yasam dongiisii (Internet: Chlamy-Connection-
Educational)

Basit hayat dongiisii, kisa boliinme siiresi ve degisen ¢evresel kosullara hizla cevap
vermesinden dolayr C. reinhardtii mikroalgi bu arastirma icin biyolojik materyal
olarak secilmistir. Bu doktora c¢aligmasinda mikroalglerde lipid igeriginin
artirllmasma yonelik yapilan uygulamalar, diger uygulamalardan daha ekonomik
olan ve endistriyel olgekte iiretim i¢in maliyeti diisiiren parametrelerden farkli
yogunlukta ki besin elementleri, farkli siddetlerde ki 151k ve farkli derecelerde ki

sicaklik degerlerinden olusturulmustur.
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1.2. Mikroalglerin biiyiimesi iizerine etkili olan faktorler

Mikroalglerin biiyiimesi iizerine etkili olan faktorlerin basinda besin elementlerinin

varlig1 ve bunlarin miktarlari, sicaklik, 1s1k ve pH degerleri gelir.

1.2.1. Besin Elementleri

Mikroalglerin fototrofik iiretimlerinde gerekli olan besinler makro elementler, mikro
elementler ve vitaminlerdir. Alglerde en az 56 elementin var oldugu yapilan
calismalar ile ortaya ¢ikarilmistir. Bunlardan Azot (N), Fosfor (P), Potasyum (K),
Kiikiirt (S), Sodyum (Na), Magnezyum (Mg) ve Kalsiyum (Ca) gibi elementler ¢okga
bulunmaktadir. Makro elementlerden biri olan azot, en fazla gereksinim duyulan bir
element olup aminoasitler ve niikleik asitler dahil bir¢ok hiicre bilesenini
olustururlar. Bu nedenle azot eksikligi bliyiimeyi énemli 6lgiide engeller. Hiicrelerin
kuru agirliginin %7-10’unu olusturur ve kiiltiir bliyiimesini etkileyen ana faktordiir.
Genellikle kiiltiir ortamlarina nitrat, amonyak veya organik kaynakli iire olarak
konulur. Cesitli caligmalardan elde edilen sonuglar 1s181nda, yaglarin biyosentezi ve
biriktirilmesi, azotun smirli oldugu ve hi¢ azot olmayan durumlarda basarilmistir
(Chisti 2007). Azot kithigina maruz birakilmig bazi mikroalgal hiicreler notral yaglar
daha fazla iiretirken, buna karsit olarak da biliyiime ortaminda azot bulunan hiicreler
polar yaglari daha fazla iiretmislerdir (Becker, 1995; Jayasankar ve Polywal, 2000;
Sukatar, 2002; Richmond, 2004.)

Fosfor makronutrienti, hiicresel metabolik siireglerde, mikroalglerin biiyiimesi ve
gelismesi i¢in bazi yapisal ve fonksiyonel maddeleri olusturarak 6nemli bir rol oynar.
Fosfor ortamda fosfor tuzlart (K,HPO,4, KH,PO,4, Na;HPO,4.12H,0, Na,HPO,.7H,0,
NaH,PO,.7H,0) seklinde bulunmaktadir. Bu tuzlar fosfor kaynagi olarak
kullanilmakta ve ayni zamanda tampon 6zelliginden yararlanilarak besin ortaminin
pH dengesinin kurulmasini saglamaktadir (Sukatar, 2002; Richmond, 2004). Fosfor,
bitki hiicrelerinde solunum ve fotosentezin ara molekiilii seker-fosfat dahil, bitki
zarini olusturan fosfolipidler gibi 6nemli maddelerin bilesenidir. Ayrica bitki ve

mikroalglerin enerji metabolizmasinda ve niikleotidlerin yapisinda bulunur. Fosfor
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eksikliginde mikroalglerde lipid birikimi ve DHA (dokosaheksaenoik asit)
iretiminin ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (Sterner vd., 2004).

Kiikiirt, azot ile birlikte proteinlerin bilesenidir, kiikiirt ayrica tiamin ve biotin gibi
vitaminlerin yapisina girer. Canli bir hiicrede molekiiler kiikiirt, organik kiikiirte
cevrilir ve siilfat iyonu halinde hiicrede yeniden kiikiirt bilesikleri yapmada
kullanilmak {tizere birikir. Kiikiirt protein sentezi i¢in gerekli olup, ikincil hiicre
bilesenleri glukosinolat ve siilfolipidleri igeren kisminda bulunur (Leustek ve Saito,
1999). Kiikiirt yoklugunda Chlamydomonas reinhardtii hiicrelerinde béliinmedeki
yavaslama ile birlikte biyohidrojen {iretimi iyi karakterize edilmistir (Melis ve
Happe, 2001).

Potasyum, organizmada eriyebilir tuzlar seklinde bulunur. Hiicrelerin ozmotik
basinglarinin diizenlenmesinde dnemli gorevi vardir ve ozellikle erimis halde K*
katyonu seklinde bulunup turgor basincinin olusmasini saglar. Ayrica solunum ve
fotosentez enzimlerinin aktiflestirilmesinde de gorevlidir. K* iyonlari, proton
pompalari tarafindan yayilmis H® iyonlartyla ¢ok kolay yer degistiren iyonlardr;
boylece bu pompalarin siirekli olarak ¢aligmasini, iki kisim arasinda siirekli pH
gradientlerinin olusturulmasin1 ve dolayisiyla proton motor giiciiniin yaratilmasini
saglar. Bu giic mitokondri ile kloroplastlarda oksidorediiksiyonlar1 ve
fosforilasyonlar arasindaki birlesmeyi saglayan kuvvettir. Potasyum ayrica asit-baz
dengesini (+ ve — yiiklerin esitligi) saglayan temel elementtir. Bunlara ek olarak
potasyum, hiicre i¢i difiizyonda etkili olan elektriksel potansiyelin olusumunun esas

elemanidir.

Kalsiyum, Ca*? iyonlart seklinde hiicre ceperlerinin sentezlenmesinde kullanilir.
Hiicre zarlarinin normal c¢alismasi igin gereklidir ve canlinin g¢evresel etkilere
gosterdigi gesitli tepkilerin olusturulmasinda sekonder haberci rolii oynadigi kabul

edilir.

Magnezyum, hiicrelerde Mg*? iyonlar1 seklinde solunum, fotosentez, DNA ve RNA

sentezlenmesinde gorevli enzimlerin aktiflestirilmesinde spesifik gorev alir.
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Magnezyum ayrica klorofil molekiiliiniin  halkasal yapisinin  bir  kismudir.

Magnezyum fazlalig1 hiicrelerde zehir etkisi yapar (Taiz ve Zeiger, 2008).

Mangan, bakir, bor, kursun, ¢inko, demir, kobalt gibi iz elementler ¢ok az miktarda
besin ortamlarinda bulunmasi gereken biiyiime igin esansiyel mikronutrientlerdir

(Jayasankar ve Polywal, 2000).

Esansiyel iz elementlerden demir, redoks 6zelliginden dolayr 6nemlidir, fotosentez,
solunum, azot fiksasyonu ve DNA sentezi gibi prosesler dogrudan
etkilenebilmektedir. Demir, klorofil iiretiminde gerekli bir elementtir, ayrica birgok

enzimin komponentidir.

Bor hiicrenin yapisina katilarak destek verici bir mikronutrienttir. Bakir, karbohidrat
ve azot metabolizmasi i¢in gereklidir. Mangan fotosentez ve azot metabolizmasinda
onemlidir. Molibden, azot fiksasyonu ile iligkili enzim sistemlerinde yer alir, ayrica
azot metabolizmasi, protein sentezi ve siilfiir metabolizmasin1 da etkilemektedir.
Cinko, enerji iiretimi, protein sentezi ve biiyiimeyi kontrol eden c¢esitli enzim
sistemlerindeki esansiyel elementtir. Cinko klorofil biyosentezi i¢in de gerekli olup

birgok enzimin kofaktériidiir (Richmond, 2004; Internet: Ecochem).

1.2.2.Is1k

Isik, fotosentetik organizmalarin canliligini  silirdiirmeleri i¢in  zorunludur.
Fotosentetik biiylime, her bir hiicrenin kullandig 151k enerjisiyle orantili oldugundan,
tiretimlerde 15181 en uygun seviyelerde olmasi saglanmalidir. Isik yogunlugu da bitki
biiylimesinde 6nemli bir faktordiir. Bu sebeple tiretimlerde, kiiltiir kabinin derinligi
ile kiiltiir yogunlugu birbiriyle iligkilidir. Derinligi ve hiicre konsantrasyonu ytiksek
olan kiiltiirde, 151k penetrasyonunu saglamak ic¢in 151k yogunlugu arttirilir. Isik
yogunlugunun artmasi ile fotosentetik organizmalarin biiyiime hizlar1 da artmaktadir,
ancak belli bir noktadan sonra doygunluk seviyesine ulasilir. Bu noktadan itibaren
hiicreler trettikleri enerjiyi 1s1 olarak aciga c¢ikartir. Yiiksek 151k seviyelerinin devam

etmesi durumunda ise organizmanin dengesi bozularak iiretilen yiliksek miktarda
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enerji nedeniyle inhibisyon meydana gelir ve bu fotoinhibisyon durumunda

organizmada geri doniilmez zararlar olusabilir (Richmond, 2004).

Algler fotosentez yaptiklarindan biyokimyasal kompozisyonlar1 i¢in 1s1k etkisi
kontrol edilmelidir. Alg hiicrelerinin hiicre kompozisyonlarmin dinamigi degisime
ugrayarak, fotosentez ve hiicre gelisimi ile biyokimyasal ve fizyolojik 6zelligi
artmaktadir. Isik yogunlugunun azalmasi halinde genel trend, hiicrelerdeki klorofil-a
ve 15181 tutan pigmentlerin (klorofil-b, klorofil-c, fitobiliproteinler ve birincil
karotenoidler) artmasidir. Diger yandan yiiksek 1s1k yogunlugunda klorofil-a ve diger
pigmentler fotosentezin azalmasii gergeklestirirken ikincil karotenoidler artarak
(zeaksantin, [(-karoten, astaksantin) fotokoruyucu ajanlar olarak gdrev
yapmaktadirlar. Karotenoidlerin birikmesi tiirlerin yapisina goére degismektedir.
Omegin; plastidlerde bulunan plastoglobiiller veya sitoplazmik lipidler fotosentetik
canlilarin yiiksek 1siktan korunmasinda rol oynamaktadir. Stres kosullarinda, karbon

ve azotun hiicreye akisinin azalmasiyla karotenoidler birikir (Taiz ve Zeiger, 2008).

Isik, mikroalg fotosistemlerinin antenleri ile yakalanmaktadir. Antenler fotosentezin
gerceklesmesinde rol oynamaktadir. Bunlar, fotonlar1 tutarak enerji reaksiyon
merkezlerine gondermektedirler. Antenlerin yapisinda pigmentler ve proteinler gorev
almaktadir. Hiicreler farkli 151k yogunluklarina adapte olabilmek ic¢in fotosistem
sayilarinda veya anten boyutlarinda degisim gostermektedirler (Fox, 1996; Vonshak
ve Lu, 1999; Vonshak ve Lu, 2002).

Isik kaynagi dogal ya da yapay olabilir. Laboratuar ortaminda suni aydinlatma igin
floresan lambalar1 kullanilir. Farkli tipteki floresan lambalariin verdigi 151k siddeti
de farkli olmaktadir. Kullanilan 151k kaynaginin ortami 1sitmasindan kag¢inilmalidir.
Bu sebeple, 151k kaynagi olarak floresan lambalarinin kullanilmasi daha uygundur

(Sukatar, 2002) ve bu arastirmada da aydinlatma igin floresans 1s1k kullanilmistir.
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1.2.3.S1cakhk

Sicaklik, dogrudan Kkinetik olarak biyokimyasal reaksiyonlarin hizim1 ve algin
biyokimyasal kompozisyonunu etkiledigi icin Onemli bir c¢evresel faktordiir.
Mikroalgler farkli sicaklik araliklarinda yasayabilirler. Dogada bulunan alglerden
bazilar1 yliksek sicaklikta yasayabilirken bazilart bu sicaklikta canliligin
siirdiirememektedir. Bu nedenle iiretimi yapilacak tiirin optimum yasama sicakligina
dikkat edilmelidir.  Genel olarak mikroalg iiretimlerinde 16-27°C arasindaki
sicakliklar tercih edilmektedir. Zira 16°C’den disiik sicakliklar iiremeyi
yavaglatirken, 35°C’den yliksek sicakliklar genellikle oldiiriicii etki gostermektedir
(Sukatar, 2002).

Yapilan arastirmalar, sicakligin membran lipid iceriine etki ettigini gosterir
niteliktedir. Sicakligin azalmasiyla gelisim optimum seviyenin altina diigmekte ve
membran sisteminde bulunan doymamis lipidlerin derecesi artmaktadir. Hiicrelerin
membranlarinin  stabilitesi ve akigskanligi artmakta, tilakoid membranlar azalan
sicaklik  etkisinde fotosentetik  yapilari  korumak ic¢in  fotoinhibisyonu
gerceklestirmektedir  (Richmond, 2004). Bunun yaninda sicaklik artiglari
buharlagsmay1 arttirarak {iretimde hacim kaybina neden olurken kiiltiir dengesini
olumsuz yonde etkilemektedir (Vonshak ve Torzillo, 2003). Mikroalgler
metabolizmalarint  ve fizyolojik aktivitelerini  dogrudan etkileyen sicaklik
degisimlerine hemen tepki vermektedirler. Sicaklik arttiginda solunum hizi artmakta,

artan solunum biyokiitle kayiplarini arttirmaktadir (Cohen, 1999).

1.3. Literatiir Ozeti

Mikroalgler biyoyakit tiretimi i¢in yiiksek yapili bitkilerden daha yiiksek fotosentetik
verimle 1sik enerjisi ve karbondioksiti kullanabilen tek hiicreli fotosentetik
organizmalardir (Benemann, 1997, Miao ve Wu, 2006). Biyoyakit iiretiminin
yaninda mikroalgler, besin kaynagi, besin katki maddesi, atik su aritimi, agir metal

giderimi ve CO, emisyonuna yonelik ¢ok sayida calismalara konu olmustur

15



(Spolaore vd., 2006 ; Chisti, 2007; Chisti, 2008; Stephens vd., 2010; Christenson ve
Sims,2011). Mikroalglerden katma degeri yiiksek iriinler agisindan ozellikle yag
asitleri (y-linolenik, arasidonik, eikosapentaenoik, dokosaheksaenoik asitler, vb.)
(Cardozo vd., 2007; Valencia vd., 2007) pigmentler (karotenoidler, fikobilinler),
biyokimyasal sabit izotoplar (Borowitzka, 1991; Furuki vd., 2003; Olaizola, 2003;
Chisti, 2007), biyotin (Baker vd., 1981), vitamin C (Survase vd., 2006) ve E
(Running vd.,2002) gibi vitaminler bakimmdan zengin tiirler i¢erdigini ve disaridan
yapilan  uygulamalarla bu biyomolekiillerim igeriginin artirilabildigini, ayrica
mikroalglerden elde edilen bazi metabolitlerin de antikolesterolemik, antitiimoral,
bagisiklik sistemini diizenleyen, antibakteriyel ve antimikotik gibi bazi farmakolojik

aktivitelere sahip olduklar: belirtilmistir (Bremus vd., 2006).

Mikroalgler, lipidleri biiyiikk miktarlarda depo edebilen ve bunlart dogrudan
tiretebilme yetenegine sahip olan az sayidaki fotosentetik mikroorganizmalar
arasinda yer alir (Neenan vd., 1986). Mikroalglerden elde edilen lipidler, enerji
isletmesi i¢in buhar kazaninda veya dizel motorda basit bir yanmay igeren farkli
uygulamalarda kullanilabilirler. Yine de bu yagin kullanimindaki en iyi olasilik
kesinlikle biyoyakit olarak, oOzellikle de “biyodizel” olarak lipidlerin
transformasyonudur (Chisti, 2007). Diger taraftan mikroalg biyokiitlesi kuru agirlik
bazinda yaklasik olarak %50 karbon igerir (Sanchez vd., 2003). Hiicre i¢indeki
mevcut tim karbon genellikle karbondioksitten orijinlenir. 100 tonluk mikroalg
biyokiitlesi {iretimi igin, atmosferden 180 ton civarinda CO, fikse edilmesi ve
fotosentez i¢in dogal veya yapay 151k kullanilmasi gereklidir. Dolayisi ile biyodizel
tiretimi i¢in mikroalgler kullanildiginda atmosferden saglanabilecek olan CO;
emisyon potansiyeli de goz ardi edilmemelidir. Nitekim biyodizel iiretimi bir yana
mikroalglerin endiistriyel tiretiminin yogun oldugu bolgelerde yetistirilmesi sera gazi
emisyon kontrolii amacina da hizmet edebilecegi rapor edilmistir (Sawayama,1996;
Yun vd.,1997).

Mikroalglerin yag icerigi kuru agirhigin %1 ile %40 arasinda degigsmektedir ve hatta
belirli kosullar saglandiginda bu oran %80’lere ulasmaktadir. Algal yaglar, karbon
sayilar1 12 ile 22 arasinda degisen yag asitlerinin gliserol, sekerler ve bazlar ile

birlesimi seklindedir. Mikroalgler tarafindan {iretilen lipidler, depo lipidler (non-
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polar lipidler) ve yapisal lipidler (polar lipidler) olmak {izere iki kategoride
gruplandirilabilir. Depo lipidleri ¢ogunlukla doymus yag asitleri ve bazi doymamis
yag asitlerinden olusan Triagilgliserol (TAG) formundadir ki bu lipidler
transesterifikasyon ile biyodizel ve gliserol eldesinde kullanilabilirler. Yapisal
lipidler tipik olarak ¢oklu doymamis yag asitleri bakimindan zengindirler ve
hayvansal organizmalar i¢in Onemli bir besin kaynagidir. Polar lipidlerden
fosfolipidler ve steroller, hiicre ve organeller igin segici ve gegirgen zar olarak rol
oynayan hiicre membranlarinin énemli yapisal parcgalaridir. Dolayisiyla bu lipidler
spesifik membran fonksiyonunun siirdiiriilmesinde hayati 6neme sahiptirler. Yapisal
fonksiyona ek olarak, bazi polar lipidler hiicre sinyal yollarinda (inositol lipidler,
sifingolipidler, oksidatif iiriinler gibi) anahtar ara iriinler (veya ara iirlinlerin
baslaticis1) olarak rol alabilirler ve ¢evresel degisikliklere cevapta da rol oynarlar
(Sharma vd., 2012). Ozellikle filamentdz siyanobakteriler genelde ¢oklu doymamis
yag asitlerini icerme egilimi gosterirler. Okaryotik algler agirlikli olarak doymus ve

tekli doymamus yag asitleri igerirler (Sharma vd.,2012).

Non-polar lipidlerden TAG’ler metabolik enerji saglamak icin kolayca katabolize
olabilen depo trtinleridirler (Gurr vd., 2002). Genelde TAG’ler ¢ogunlukla 1sikta
sentezlenirler, sitozolik lipid cisimlerinde depo edilirler ve sonradan karanlikta polar
lipid sentezi i¢in tekrar kullanilirlar (Thompson,1996). Mikroalgal TAG’ler
genellikle her iki sekilde doymus ve doymamis tekli yag asitleri ile karakterize
edilirler. Bununla birlikte baz1 yag zengini tiirler, uzun zincirli ¢oklu doymamis yag
asitlerini de (PUFA) TAG formunda yiiksek miktarlarda depolayabilmektedirler.
Yesil bir mikroalg olan Parietochloris incisa ile yapilan bir ¢aligmada, azot agliginda
yiikksek miktarda TAG biriktiren bu tiiriin ortama azot kaynagi tekrar ilave
edildiginde bu sefer kloroplastik lipid biriktirdigi ve bdylece sitoplazmik TAG’lerin
enerji depo maddeleri olmanin disinda, baska bazi metabolik rollerinin de oldugu
gosterilmistir (Bigogno vd., 2002; Khozin-Goldberg ve Cohen,2006). Bu ¢aligmalar
PUFA icerigi yiiksek olan TAG’lerin metabolik olarak aktif olduklari, baz1 spesifik

yag asitlerinin iiretimi i¢in rezervuar olarak kullanilabildiklerini gostermistir.

Optimum biiylime kosullar1 altinda, algler kuru hiicre agirliklarinin %5-20 ‘sini

olusturan gliserol bazli membran lipidlerinin esterifikasyonu i¢in ¢ogunlukla yag
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asitlerini sentezlerler. Yag asitleri orta zincir (C10-C14), uzun zincir (C16-18) ve ¢ok
uzun zincir (<C20) tiirleri ve yag asiti ara tirlinleri igerirler. Bilyilk membran lipidleri
olan glikozil gliseritler kloroplastta bolca bulunurlar, ilaveten fosfogliseritlerin
onemli miktarlar1 baglica plazma membranlarit ve ¢ogu endoplazmik membran
sistemlerinde bulunurlar (Pohl ve Zurheide, 1979a, 1979b; Guckert ve Cooksey,
1990; Harwood, 1998; Wada ve Murata, 1998).

Biiylime i¢in olumsuz stres sartlar1 gelistiginde ise ¢ogu algler baslica triagilgliserol
(TAG) formunda nétral lipidlerin (%20-50 DCW) olusumu ve birikimine dogru
kendi lipid biyosentez yollarini1 degistirirler (Thompson 1996; Guschina ve Harwood
2006). TAG’ler sentez edildikten sonra, yogun olarak algal hiicrenin sitoplazmasinda
paketlenmis yag damlaciklar1 olarak birakilir. Lipid damlaciklarinin sitoplazmada
birikiminin yaninda Dunaliella bardawi gibi belirli bir yesil algde kloroplastin inter
tilakoit boslugunda da bulundugu bildirilmistir (Ben-Amotz vd., 1989). Bu da
TAG’lerin enerji kaynagi olmalarinin yaninda bagka metabolik rollerinin de

oldugunu gosterir nitelikte olmustur.

Yag icerigi yiiksek olan mikroalglerin bdliinme hizi diisik oldugundan bu
mikroalglerin direkt olarak {iiretilmeye c¢alisilmasinin elde edilebilecek biyoyakit
hammaddesi miktar1 az olacagindan ekonomik degerinin olmayacag asikardir. Cogu
mikroalg tiirleri, doymus ve doymamis yag asitlerini dogal olarak yiiksek besinsel
degere sahip ideal biiyiime kosullar1 altinda tretir fakat bu tiirler ergonomik
biyoyakit liretimi i¢in ideal degildir. Oysa stres kosullar1 altinda ¢ogu mikroalgin
sitoplazmik lipid damlaciklar1 biriktirdigi goze alindiginda, 6rnegin biyodizel
hammaddesi iiretimi amacit ile kullanilacak olan bir mikroalgin lipid
ekstraksiyonundan once uygun ve fazla bir maaliyeti olmayan bir stres faktoriine
maruz birakilmasi suretiyle biyoyakit iiretimini ekonomik degeri olan bir diizeye
tagityacagl disiiniilebilir. Stres sartlarina maruz birakilan ¢ogu tiirde nétral lipidler
TAG seklinde sentezlenirler ki bu da mikroalgleri biyodizel iiretimi ig¢in uygun
biyolojik materyaller yapar. Bu durum degerli derlemeler ve c¢alismalarla
gosterilmistir (Miao ve Wu 2006; Hu vd., 2008). Azot ve fosfor agligi, 151k stresi,

pH, sicaklik, agir metal ve diger kimyasallarin uygulanmasi ile mikroalglerde lipid
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iceriginin artirllmasina yonelik gerceklestirilen besin stresi yontemleri {izerine ¢ok

sayida arastirmalar rapor edilmistir (Sharma vd.,2012).

Mikroalgler, kuru hiicre agirliklarinin %70’ine kadar, sivi yakit {iretimi icin
hammadde olarak kullanilabilen lipidi 6nemli miktarlarda iiretebilirler (Metzger ve
Largeau, 2005; Hu vd., 2008). Total lipidin 6nemli bir kismi, ¢gogu kez triagilgliserol
(TAG) igeren noétral lipidlerdir (Tonon vd., 2002). TAG’ler yiiksek 151k veya besin
aclig1 gibi gevresel streslere cevapta toplanan lipid cismi organelleri i¢inde sentez ve
depo edilirler (Guschina ve Harwood, 2006; Hu vd., 2008). Mikroalglerde lipid
tiretimini artirmak i¢in birka¢ genetik uygulamada bulunulmustur (Sheehan vd.,
1998). Fakat bu girisimler basarisizlikla sonu¢lanmistir (Dunahay vd., 1995). Ancak
basit bir sekilde, mikroalglerin kiiltiir kosullar1 degistirildiginde (besinsel ve ¢evresel
faktorler) yag asitlerinin toplam miktari, kompozisyonlar1 ve kimyevi 6zelliklerinde

onemli degismeler gozlenmektedir (Sharma vd.,2012).

Besin mevcudiyeti, mikroalglerin biiyiime ve g¢ogalmasinda en Onemli etkendir.
Cevresel sartlardan biri olan, besinler optimumdan az oldugu durumda hiicre
boliinmesi baskilanir. Diger taraftan fotosentez i¢in yeterli 151k ve CO; saglanan bazi
alg tiirlerinde yliksek yag {iretiminin yaninda, nispeten yliksek boliinme hizina sahip
olduklar1 da rapor edilmistir ki yine de bu alg tiirlerinin dahi iiretim i¢in ekonomik
olamayacagi rapor edilmistir (Thompson,1996). Ancak algal biiyiime (hiicre
bliylimesiyle Ol¢iilen) yavagladiginda ve yeni membran bilesimlerinin sentezine
ihtiya¢ olmadiginda hiicreler yag asitlerini TAG halinde biriktirirler. Bu kosullar
altinda, TAG f{iretimi koruyucu bir mekanizma olarak aktif hale geciyor olabilir.
Normal biiyiime kosullar1 altinda, fotosentezle akseptor (alici) molekiiller olarak
uretilen ATP ve NADPH, icerdikleri bag enerjilerini, enerji gerektiren metabolik
olaylara aktararak ADP ve NADP* "~ ye déniisiirler. Hiicre biiyiimesi ve ¢ogalmasi
besinsizlik yiiziinden azaldiginda, fotosentezin baslica en son elektron akseptdrii
durumunda olan NADPH, icerdigi bag enerjisini normalde karbohidrat sentez
reaksiyonlarina aktarmasi gerekirken, bu metabolik yol yavasladigindan dolay1 lipid
biyosentez reaksiyonlarina aktarmak durumunda kalir. Zira NADPH, ¢ok reaktif bir
bilesik olup, hiicrede bu haliyle depolanamaz. Olustuktan hemen sonra icerdigi bag

enerjisini baska bir molekiile aktarmasi zorunludur. Ote yandan fotosentez esas
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olarak 1518 varligiyla kontrol edilen ve besin azligi durumunda bile tamamen
kapatilamayan bir metabolik olay oldugundan, NADPH sentezi besin azlig1
durumunda dahi devam eder. Hiicrede NADPH birikimi, potansiyel olarak hiicre
bilesenlerine zarar vererek hiicre i¢in tehlikeli bir duruma yol agabilir. Bu sebeple,
hiicre bundan kaginabilmek i¢in fotosentezle olusan NADPH’larin bag enerjisini yag
asit biyosentezinde kullanir. Bu yiizden biiyiimeyi sinirlayan kosullar, yag asitlerinin
tiretiminde (iistelik TAG’ler olarak depo edilirler) ve NADP" olusumunda artisa Yol
acar (Thompson,1996; Hu vd., 2008).

Besin agligi uygulamalari, mikroalgal TAG iiretiminde en fazla basvurulan yollardan
birisidir ve ¢ogu tiirde de calistlmistir. Ornegin diatom Stephanodiscus minutulus
silikon, nitrojen veya fosfor sinirlamasi altinda yetistirildiginde, TAG birikiminde bir
artis ve polar lipidlerde bir azalma (total lipidlerin yilizdesi olarak) besinle sinirlanan
kiiltiirlerin ¢ogunda belirlenmistir (Lynn vd., 2000). Yesil alg Chlamydomonas
moewusii ‘de besin smirlamasinin PUFA C16:3, C16:4 ve C18:3 miktarlarinda
azalmaya, oysa C16:1 ve C18:1 yag asitlerinin tiim seviyelerinde ise artisa yol actigi
rapor edilmistir (Arisz vd., 2000).

Azot, alglerde lipid metabolizmasini etkileyen en kritik besin elementidir. Azot aghgi
durumunda lipidlerin birikim gosterdigi, (6zellikle TAG) birgok mikroalg tiirii ve
soylarinda belirlenmistir (Hsieh ve Wu 2009;Yeh ve Chang 2011). Hu (2006), ¢ok
sayida yesil mikroalg, diyatom ve siyanobakterilerde N agligina cevapta lipid
tiretiminde 6nemli bir artis oldugunu bildirmistir. Rodolfi vd. (2009), birkag
diyatome, yesil alg, kirmizi1 alg, prymnesiophytes ve eustimatophytes’de besin aglig1
(nitrojen, fosfor) durumunda lipid tiretimi artisinin mekanizmasini detayli bir sekilde
sunmuglardir. Yine bu calismada azot aghiginda biiyilyen pek ¢ok mikroalg
kiiltiriinde yag igeriginin arttig1, buna karsin Dunaliella sp. ve Tetraselmis suecica
gibi baz tiirlerde ise yag igeriginin azaldigi, buna karsin karbohidrat iceriginin arttig1
bildirilmistir. Rodolfi vd. (2009), tarafindan rapor edilen 6nemli bir diger bulgu da,
cok sayida siyanobakterin azot kaynagi miktarindaki degisime ragmen, lipid
miktarinin 6nemli bir degisim gostermemis olmasidir. Richmond (2004), tarafindan

yapilan bir arastirmada, N konsantrasyonundaki artisin temel PUFA’larin (¢oklu
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doymamis yag asitleri) oranini azalttigi, diger taraftan P kitliginin ise toplam yag

miktarin1 degistirmeden bu temel PUFA’larin oranini arttirdigt rapor edilmistir.

Hiicre i¢inde lipidlerin miktar1 ve kalitesi, biiylime kosullarindaki (sicaklik, 1s1k
yogunlugu) veya besin ortam Ozelliklerindeki (nitrojen, fosfat, demir
konsantrasyonu), degisikliklerin bir sonucu olarak degisebilir (Illman vd., 2000, Liu
vd., 2008) . Kaynak sinirlamasi altinda yetisen algler, siirlanan besine ve sinirlama
derecesine bagl olarak kendi biyokimyasal kompozisyonlarinda onemli degisim
gosterirler (Sharma vd.,2012). Azot ve fosfordan baska diger besinsel agliklarin da
yag icerigini artirdigi rapor edilmistir. Ornegin diatomlarda, silisyum eksikliginde
yag orani artmaktadir. Diyatome Cyclotella cryptica’da silikon eksikliginde yiiksek
diizeyde notral lipidler (6ncelikle TAG) ve doymus ve tekli doymamis yag
asitlerinin yiiksek oranlarda tiretildigi rapor edilmistir (Miao ve Wu 2006). Bununla
birlikte, Phaeodactylum tricornutun mikroalginde N konsantrasyonundaki azalma ile
paralel olarak TAG diizeylerinde ve fosfolipid igeriginde de artiglar oldugu rapor
edilmistir (Alonso vd., 2000). Nitrojen veya fosfor kisitlamasina maruz kalan
Scenedesmus sp. tiirtiniin lipid igeriginin sirasiyla %30 ve %53 oraninda arttig1 rapor
edilmistir (Xin vd., 2010). Bir tatli su yesil algi Chlorella vulgaris ‘in lipid miktar
onemli derecede diisiik nitrojen igeren ortamda %40 civarinda artig gOstermistir
(lllman vd.,2000). Shifrin ve Chisholm (1981)’de azotla sinirlanmis yesil alglerin her
zaman daha yiiksek lipid iceriklerine sahip olduklarini, fakat Diatomlar’da durumun

boyle olmadigini rapor etmislerdir.

Mikroalglerdeki nitrojen agligi sadece yag asit metabolizmasini etkilemez aym
zamanda pigment kompozisyonunu da etkiler. Nitrojenle doymus ortamda yetistirilen
Parietochloris incise igin karotenoid ve klorofil oranlarinda onemli bir artig
kaydedilmistir (Solovchenko vd., 2008).

Mikroalg kiiltlirlerinde azot simirlamasinin  metabolitler {izerindeki etkilerinin
arastirildigr  bir ¢alismada, hiicre sayist ve klorofil-a miktarlarinda azalma
saptanirken, yag gibi organik bilesiklerin oranlarinda artis oldugu kaydedilmistir.
Bununla birlikte kiiltiirlerde karoten miktarinin artmasina bagl olarak renkte sararma

gozlenmistir (Shifrin ve Chisholm, 1981; Sukenik vd., 1989). Bir bagka calismada
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azot eksikligi sonucunda hiicre icerigi, klorofil degerleri, klorofil yapisi ve lipid
icerigi incelenmis, ortamda % 3 oraninda N elementi bulundugu durumda Chlorella
sp.’in 6. giinde maksimum yag asidi Urettigi belirlenmistir (Richardson vd., 1969).
Yine Chlorella protothecoides ile yapilan bir ¢alismada, ototrofik ve heterotrofik
biiyiime kosullart denenmistir. Heterotrofik hiicrelerde yag icerigi %.55,2’ye
ulasirken, ototrofik hiicrelerde bu oran %14,57°de kalmistir (Miao ve Wu, 2006).

Neochloris oleoabundans ile yapilan bir ¢alismada, standart Bold Basal Medium
(BBM)’da toplam yag icerigi kuru agirlikga %23 iken, azot acligi uygulanmis
kiiltirde yag iceriginin %37’ye ¢iktig1 gozlenmistir. Neochloris oleoabundans ile
yapilan bir baska calismada ise mikroalg Neochloris oleoabundans’'m, ozellikle
triacilgliseroller (TAG) ve lipidleri biriktirme yetenegine bakilmistir. Besin
sinirlamast olmadan en yliksek biyomas iiretim verimliligi 16,5g m_zgl'in'1 olarak
bulunmustur. Lipid birikmesine neden olan azot ac¢higinin etkileri arastirilmistir.
Farkli azot kaynaklar1 olarak amonyak, nitrat, nitrit ve lire denenmistir. Bu azot
kaynaklarindan nitratta biiylime hizi ve yag igerigi iiredekine gore daha fazla
olurken, amonyakta biiyiime ve yag c¢ok az olmustur. N. oleoabundans’da kuru
maddede toplam %23 lipid icerigi elde edilmistir (Hsieh ve Wu, 2009; Pruvost,
2009). Converti vd. (2009), ise iki farkli mikroalg tiiriinde (Nannochloropsis oculata
H. ve Chlorella vulgaris) sicaklik ve nitrojen konsantrasyonundaki degisiklikler
yapilmast sonucu, bu tlirlerde lipid miktarin1 artirmanin miimkiin oldugunu rapor

etmislerdir.

Wang vd. (2009), N aghiginda C. reinhardtii mikroalginin yalnizca nétral lipid
miktarinin degil bununla birlikte karbohidrat miktarmin da artirildigini rapor
etmiglerdir. Bu bulgular ayr1 ayr1 bir ¢ok ¢alismada da rapor edilmistir (Shifrin vd.,
1981; Ben-Amotz vd.,1982; Tornabene vd., 1983; Suen vd., 1987; Rossler, 1990;
Katz vd., 1995; Thompson, 1996; Weers vd., 1997; Mc, Ginnis, 1997; Khozin vd.,
2002; Rodolfi vd., 2009).

Yapilan bir diger ¢alismada ise 4 farkli mikroalg tiiriine (2 deniz tiirii ve 2 tath su
tiiril) azot eksikligi uygulanmis, yapay aydinlatmali alveolar panel sistemde dis

ortamda kiiltiire alinmiglardir. Nannochloropsis sp., tiiriiniin dort giin sonra alveolar
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panel sistemde uygulanan yiiksek aydinlatma altinda lipid oranimnin %60’a kadar
yiikseldigi rapor edilmistir, istelik biiylime parametrelerinin toplamda beklenenin
altinda diisiis gosterdigi rapor edilmistir. Diger taraftan yag asidi igeriginin ise azot
ve fosfor eksikliginde kuru agirliginin %50’sini gectigini ancak biiylimenin onemli

oranda baskilandig1 bildirilmistir (Rodolfi vd., 2003).

Phaeodactylum tricornutum, Chaetoceros sp., Isochrysis galbana ve Pavlova
lutheri, Nannochloris atomus, Tetraselmis sp., ve Gymnodinum sp. tiirleri farkli
miktarda besin siirlamalar ile kiiltiire alinmis ve tiirlerin lipid ve yag asitleri
icerigine bakilmistir. Isochrysis galbana ve Pavlova lutheri’de lipid orami kuru
agirlikta %8.3-29.5 arasinda degisim gostermistir. P. tricornotum, I. galbana,
Chaetoceros sp. ve P.lutheri fosfor sinirlamasi ile lipid igeriginde (TAG) artis
gosterirken, N. atomus ve Tetraselmis sp. tiirlerinde lipid miktar1 azalmistir.
Besleyici element sinirlamasinin da ¢ogunlukla uzun zincirli doymamis yag
asitlerinde azalmaya neden oldugu belirlenmistir (Reitan vd., 1994). Aksine yesil alg
Chlorella kessleri’nin fosfor aghginda fosfatidilkolin (PC), fosfatidilgliserol (PG),
digalaktosildiagilgliserol (DGDG), monogalaktosildiagilgliserol (MGDG) ve
stilfoquinovosildiagilgliserol (SQDG) olarak adlandirilan tiim tanimlanmis 6zgiin
lipidlerinde doymamis yag asitleri igeriginin yiikseldigi gézlenmistir (El-Sheek ve
Rady, 1995).

Sato vd. (2000), tarafindan yesil alg C. reinhardtii’de stlfiir ve fosfor eksikligi
tizerinde yapilan bir ¢alisma stilfiir eksikliginin SQDG’nin azalmasina yol actigini
fakat diger taraftan siilfur iceren lipidlerin fosfat igeren lipidlerin yerine
kullanildigin1 gosteren dengeleyici bir mekanizmayla PG’nin iki kat yiikseldigini,
gostermistir. C. reinhardtii sinirli fosfor ortaminda yetistirildiginde PG’de %40
oraninda bir azalma ve ayriyeten SQDG miktarinda uyarilmig bir artis goriilmiistiir.
Diger ¢aligmalar, siilfiir eksikliginin yesil algler Chlorella ve C.reinhardtii’de toplam

lipid miktarinin artmasina neden oldugunu gostermistir (Matthew vd., 2009).
Literatiir arastirmalar1 baz alinarak, tiim besin aglig1 yaklasimlar1 arasinda biyoyakit

tiretimi i¢in N a¢lig1 uygulamasinin hemen hemen tiim mikroalg tiirlerinde en genis

uygulanan yontem oldugu bilinmektedir. Yetistirme ortamindan nitrojen kaynaginin
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cikarilmasiyla mikroalglerde kontrollii nitrojen stresinin uygulanmasi nispeten
kolaydir. Dahas1 ¢alisilan mikroalg tiirlerinin ¢ogu, nitrojen stresi altinda TAG
iiretimini belirli bir seviyeye kadar artirir. Bununla birlikte hiicre boliinme hizinda ilk
glinden itibaren gozlenen keskin diisiisler N aglhiginda ekonomik agidan
degerlendirilince istenilen biyokiitleyi saglamadig ile ilgili ayrintili bilgi (Widjaja
vd.,2009) tarafindan rapor edilmistir.

Sicakligin, mikroalglerin yag asidi bilesimi iizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu
belirtilmistir (Morgan-Kiss vd., 2006; Guschina vd., 2006; Schuhmann vd., 2011).
Cogu mikroalg ve siyanobakterde sicaklik arttikca doymus yag asidi oraninin,
azaldiginda ise da doymamis yag asidi igeriginin arttigi rapor edilmistir (Sato ve
Murata 1980; Renaud vd., 2002). Genellikle yag asidi profilinde meydana gelen
degisiklikler cogu durumda membranlarin fiziksel 6zelliklerini degistirir ve normal
fonksiyonlar (6rnegin gecirgenlik, fotosentez ve solunum siirecleri gibi) bozulmadan
devam edebilir (Somerville, 1995). Sicaklik degisimini izleyen membran
lipidlerindeki en yaygin degisim doymamis yag asitlerindeki degisimdir (Harwood
ve Jones 1989). Geometrileri yliziinden, karbon karbon ¢ift bagl yag asitleri doymus
yag asitleri gibi yogun olarak sarmalanamaz, bu yiizden doymamis yag asidi igceren
membranlarin akigkanligi artar. Membran akiskanligi daha diisiik sicakliklarda

azaldig1 gibi, artan yag asidi doymamishigi degisen ¢evreye adaptasyonu saglar.

Dunaliella salina’nin biiyiime ortaminda sicaklik 30°C’den 12°C’ye diistirtildiigiinde
yag asidi kompozisyonunda doymamis yag asidi igeriginin %20 oraninda arttig1
rapor edilmistir. (Thompson,1996). Diger taraftan ortam sicaklig1 25°C’den 35°C’ye
artirildiginda Nannochloropsis salina’nin hem biiyiime hizi artmis ve hem de total

lipid igeriginde artiglar rapor edilmistir (Boussiba vd., 1987).

Baz1 yiiksek bitkilerde diisiik sicakligin etkileri lizerine yapilan c¢alismalarda,
doymamis yag asit miktarinin arttig1 gosterilmistir (Murata, 1983). Benzer sonuglar
doymamis yag asit miktarinin iki kat artig gosterdigi Chlorella ellipsoidea’da elde
edilmistir (Joh vd., 1993). Deniz mikroalgi Pavlova lutheri’de asidik lipid ve yag
asiti kompozisyonunda 25°C’dekine kiyasla 15°C’de yetistirilen kiiltiirlerde 6nemli

degisiklikler rapor edilmistir.15°C’de yetistirilen kiiltirde EPA ve DHA’nin artan
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nispi miktartyla sonuc¢lanmistir. (Tatsuzawa ve Takizawa,1995). Yetisme sicakligiyla
yag asiti kompozisyonundaki farkliliklar Fork vd., tarafindan termofilik siyanobakter
Synechococcus lividus’da ¢alisilmistir.  Biiyiime sicakligt 55°C’den 38°C’ye
diisiiriildiigiinde, doymamis yag asitleri C18:1 ve C16:1 artarken doymus yag asidi
C18:0 miktar1 azalmigtir. Genelde hiicreler daha diisiik sicaklikta yetistirildiginde
lipid smiflarinin tlimiinde daha ¢ok akigkan lipidlerde bir artis olmustur (Fork
vd.,1979).

Siyanobakter Spirulina platensis ve okaryotik mikroalgler Chlorella vulgaris ve
Botryococcus braunii’de hiicre i¢i yag asitlerinin bilesimi ve ortamdaki serbest yag
asitlerinin (FFA) olusumu iizerine ortam sicakliginin etkisi c¢aligilmistir. Her {i¢
tirde, degisen sicaklik rejimine karsi hiicre i¢ci doymamis yag asitlerinin azaldig
rapor edilmistir. Sicaklik artirildiginda doymamis yag asitlerinin kompozisyonu ise
degismemistir.  Taksonomik statiilerine bakilmadan yukarida calisilan tiirlerin
cogunda, hiicrei¢i yag asidi kompozisyonundaki benzer degisikliklerle sicaklik
rejimine cevapta cogu doymamis yag asitlerinin nispi miktarmin azaldig ve sicaklik

artistyla doymus yag asitlerinin arttig1 bildirilmistir (Sushchik vd., 2003).

Koru ve Cirik (2003), yaptiklar1 c¢alismada, laboratuvar kosullarinda Spirulina
platensis’in 2000 lux. 151k siddetinde ve 28°C’den 45°C’ye kadar olan sicakliklarda
metabolizmada meydana gelen degisiklikleri arastirmislardir. Sicaklik arttirilarak
filamentlerin morfolojisindeki, biiyiimesindeki, makromolekiiler yapisindaki, yag ve
yag asitleri iceriklerindeki degisimler arastirilmistir. Su sicakligi 43°C oldugunda,
protein igeriginde %20 gibi 6nemli bir azalma, yaglarda %45 ve karbohidratta %32
artma gozlenmigtir. S. platensis’in yogun iiretiminde biyokimyasal 6zelliklerinin ve

bliylimenin 35°C sicaklikta en uygun oldugu saptanmustir.

Isochrysis sp., Chaetoceros sp., Rhodomonas sp. ve Cryptomonas sp. tiirleri 5 farkli
sicaklik derecesinde (25, 27, 30, 33 ve 35 °C), % 0,25 tuzluluk, 8.3 pH ve 80 umol
foton m-%s-! 151k yogunlugunda, 12h:12h aydinlik-karanlik periyodu uygulanilarak
kiiltiire alinmis ve kimyasal kompozisyonu ile yag asidi kompozisyonu incelenmistir.
25°C’de Chaetoceros sp. %16,8 ile en yiiksek lipid oranina sahipken, 27-30°C’lerde
en yiiksek lipid oran1 %21,7 ile Isochrysis sp.’de bulunmustur (Renaud vd., 2002).
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Isochrysis galbananmn 15" ve 30°C’de kiiltiirii yapilmus ve bu iki sicaklikta olusan
yag degerleri kiyaslanmistir. Yiiksek sicaklikta toplam yag miktarin arttig1 ve non-
polar lipidlerde kii¢iik bir azalma, glikozilgliserit oraninda ise artis oldugu
goriilmiistiir. Buna ragmen fosfolipid oraninin degismedigi kaydedilmistir. Diisiik
sicaklikta yaptiklari deneyde ise daha yiiksek seviyelerde omega-3 yag asidi (DHA)
(dokosaheksaenoik asit) bulunmus, buna karsilik doymus yag asitlerinde azalmalar
kaydedilmistir (Guschina vd., 2006).

Ote yandan g¢esitli sicakliklarda yetistirilen Chlorella sorokiniana’da lipid
miktarinda 6nemli bir degisiklik gézlenmedigi rapor edilmistir (Patterson,1970) C.
reinhardtii’de asidik tilakoit lipidlerin, SQDG ve PG’nin miktar1 {izerinde sicaklik
degisiminin etkisinin olmadigi bildirilmistir (Sato vd., 2000). Sicaklik artis ve
azalisindan kaginmak i¢in, agik sistemlerle kiyaslandiginda pahali olan kapali sistem
fotobiyoreaktorlerinin ¢ok daha uygun oldugu, ayrica biyodizel iiretim amagh
yetistirilen alglerin ipid profillerinin farkli sicakliklarda oldugu gibi farkli
mevsimlerde ve farkli iklimsel sartlarda dadegisim gosterdigi rapor edilmistir.
Sicaklik istekleri dikkate alinarak, farkli alg soy veya tiirleri (6rnegin yaz veya kis
soylari) farkli mevsimlerde tercih edilerek kullanilabilir. Konuya diger bir yaklagim
olarak, daha soguk iklimlerde alg yetistiriciligini artirmak i¢in fabrika baca gazlarini
ve diger 1s1 kaynaklarmi kullanmak igin girisimler de siirmektedir (Sharma vd.,
2012).

Isik fotosentez icin, ototrofik yasamin devam edebilmesi veya ilerleyebilmesi disinda
en Onemli elementlerden biridir. Degisen 151k yogunluklarinda yetistirilen
mikroalglerin, biitlin kimyasal bilesiminde, pigment miktarinda ve fotosentetik
aktivitesinde dikkate deger degisiklikler bildirilmistir (Richardson vd., 1983).
Dahasi, farkli 151k yogunluklarinin ve dalga boylariin mikroalglerde lipid profilini
degistirerek lipid metabolizmasini degistirdikleri bildirilmistir (Harwood, 1998). Li
vd. (2010), model mikroalg olarak Chlamydomonas reinhardtii ve birkag 6nceden
izole edilmis nisastasiz mutantlart uygun (diisiik 151k ve nitrojen bollugu) ve stres
(yiiksek 151k ve nitrojen acligl) kosullarinda TAG iiretme yeteneklerini test etmek
icin kullanmiglardir. Mutantlar arasinda yiiksek 1sik altinda ve nitrojen agliginda

olusan ndtral lipidin total lipide orani ve nétral lipid miktarinda etkileyici artiglar
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gozlemlemislerdir. Diisiik 151k yogunlugunun polar lipidlerin 6zellikle kloroplast ile
iligkili membran polar lipidlerin olusumunu uyardigi, oysa yiiksek 151k yogunlugunun
ise notral depo lipidlerden Ozellikle TAG’lerin miktarinda eszamanli bir artisla
birlikte toplam polar lipid miktarini diisiirdiigli yoniinde ¢ok sayida arastirma rapor
edilmistir (Orcutt ve Patterson, 1974; Napolitano, 1994; Brown vd., 1996;
Khotimchenko ve Yakovleva, 2005). Yiiksek 1siga maruz birakilan Chladophora
sp.,’de toplam fosfolipid miktarinin azaldigi, (TAG olarak adlandirilan) non-polar
lipid diizeyinin de arttig1 bildirilmistir (Napolitano, 1994). Kirmizi mikroalg
Tichocarpus crinitus’da diisiik 151k yogunluguna maruz kalma bazi hiicre membran
lipidlerinin 6zellikle SQDG, PG ve PC’nin diizeylerinin artisiyla sonuglandigi, oysa
daha yiiksek 151tk yogunluklarmin TAG diizeyini artirdigr  bildirilmistir.
(Khotimchenko ve Yakovleva, 2005). Yiiksek 1sik kosullari altinda TAG iiretimi
hiicre i¢in koruyucu bir mekanizma olarak hizmet edebilir. Fotosentez mekanizmasi
tarafindan ihtiya¢ duyulan elektron alicilar1 yiiksek 1s1k kosullart altinda yetersiz
kalabilir. Boylece artan yag asit sentezi TAG olarak depolanir, ki bdylece TAG
potansiyel olarak hiicreye elektron alici havuzunu yeniden olusturmasi i¢in kaynak

molekiil roliinii Gistlenebilir (Sharma vd., 2012).

Isik yogunlugu mikroalglerde sadece yag asit bilesimini etkilemez, bundan baska
pigment bilesimini de etkiler. Yesil mikroalg Parietochloris incise’de diisiik 151k
altinda, kiiltiirlerin yavas biiylime ve nispeten diisiik bir karotenoit/klorofil orani
gosterdigi bildirilmistir. Daha yliksek 1s1k siddetinde bu algin daha yiiksek bir
biiyiime oran1 ve karotenoit miktarinda 6zellikle beta karoten ve lutein igeriginde

onemli bir artig gosterdigi rapor edilmistir (Solovchenko vd., 2008).

Cesitli mikroalgler ile yapilan g¢aligmalar neticesinde hiicrelerin yag ve toplam
doymamis yag asidi iceriklerinin 151k siddeti ile ters orantili olduklar1 bulunmustur.
Mesela Nannochloropsis ile yapilmigs bir diger calismada 1$181 smirlandirilmis
orneklerde daha yliksek oranlarda EPA (eikosapentaenoik asit) tespit edilmistir.
Bununla birlikte bazi1 farkli 6rnekler de mevcuttur. Belirli mikroalg tiirlerinde yiiksek
151k siddeti doymamis yag asitlerini arttirmak i¢in kullanilmaktadir (Richmond,

2004).
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Mikroalglerde lipid iceriginin artirtlmasina yonelik simdiye kadar uygulanmis olan
makrobesin element stresi, sicaklik ve 151k stresi uygulamalarinin yaninda ultraviyole
(UV) 1smn stresi, tuz stresi, pH ve agir metal stresi uygulamalar1 ile genetik

miihendisligi yaklagimlarina da basvurulmustur (Sharma vd., 2012).

Mikroalglerin lipid igerikleri ve lipid profillerindeki degisim {izerine UV
radyasyonunun etkisi ile ilgili calismalar rapor edilmistir. Yapilan caligmalar UV
radyasyonunun genis Olgekli kiiltivasyon sistemlerinde mikroalgal lipid igeriginde
artisa neden oldugunu gostermistir. Forjan vd. (2011), 7 giin boyunca UV-A
radyasyonuna maruz kalan Nannochloropsis sp.,’de yag asitlerinin {iretiminde
onemli artislar oldugunu rapor etmislerdir. Ancak UV-A 1sinlan kisa dalga boylu
1sinlar oldugundan bu 1sinlarin sabit kullanimi endiistriyel dlgekli kiiltivasyon i¢in
uygulanamaz. Diger taraftan daha giiclii UV radyasyonu mikroalglerin DNA’larina
zarar vermenin yaninda besin alinimini ve karbon asimilasyon mekanizmasini da
inhibe eder ve bu da mikroalgal lipid tiretimi ve bilesimi tizerine etkili olabilir.
Ancak UV uygulamasinin sebep oldugu dénemli genetik hasar dikkate alininca lipid

tiretimine sagladigi katki ekonomik olmaktan uzaktir.

Srinivas ve Ochs (2012), tarafindan yiriitillen bir calismada UV-A uygulamalarinin
Nannochloropsis oculata’da PUFA konsantrasyonunu 6nemli derecede artirdigt
gozlenmistir. Diger taraftan Liang vd., (2006), P. tricornutum ve Chaetoceros
muelleri diatomlarinda UV-A uygulamasinda tekli doymamis yag asidi igerigi
azalirken EPA ve PUFA konsantrasyonlarinda artis rapor etmislerdir. Yine ayni
calisgmada UV-A ve UV-B isinlari kombine bir sekilde uygulandiginda C. muelleri
diatomunda EPA ve PUFA yiizdeleri azalirken tekli doymamis yag asidi

konsantrasyonunda artis rapor edilmistir.

Dunaliella tiirleri yiiksek tuz konsantrasyonunu tolere edebilen mikroalglerin en iyi
orneklerini i¢inde bulundurur. Dunaliella tiiriiniin pratik olarak fazla ¢ogalma
yetenegi, tuzluluga doyum orani, onlar1 mikroalglerde tuzluluk etkilerini calismak
icin sik kullanilan organizmalardan biri yapar. Dunaliella tertiolecta’nin biiyiime
ortaminda baglangi¢c NaCl konsantrasyonunun 0.5M dan 2M’a artirilmasi ile hiicre

i¢i lipid miktarinda ve TAG igeriginde onemli bir artiga sebep oldugu rapor edilmistir

28



(Takagi ve Yoshida, 2006). Azachi vd., tarafindan yiiriitiilen bir ¢aligmada D.
salina’nin hiicreleri 0.5’dan 3.5M NaCl’e transfer edildiklerinde doymamis yag
asitlerinin doymus yag asitlerine oraninda énemli derecede artiglarin ortaya ¢iktig
rapor edilmistir (Azachi vd., 2002). Yine Dunaliella sp.’in biiyiime ortaminda tuz
konsantrasyonu 0.4M’dan 4M’a yiikseltildiginde bu mikroalgin igerdigi toplam
doymus yag ve tekli doymamig yag asitlerinin oraninda artis ve ¢oklu doymamis yag

asidi oraninda da azalma oldugu rapor edilmistir (Xu ve Beardall, 1997).

Diyatome Nitzschia laevis, yiiksek miktarlarda EPA iiretmesiyle bilinir. Bu hiicreler
belli bir dereceye kadar yiiksek tuz konsantrasyonuna maruz kaldiklarinda, hem
notral hem de polar lipid iceriklerinin arttig1 rapor edilmis, ancak ortam tuzlulugu
30g/L’ye ¢ikarildiginda yag asidi igeriginde azalma oldugu belirlenmistir (Chen vd.,
2008).

Ortamdaki pH degisimlerinin de mikroalglerde lipid bilesimini degistirdigi
bildirilmistir. Ornegin, alkali pH stresi Chlorella sp.’de TAG iceriginde artisa ve
membran lipidlerinde azalmaya sebep olmus, bununla birlikte alg biiyiime hizi
onemli oranda baskilanmistir (Guckert ve Cooksey,1990). Volkanik ve asidik
ozellikte bir golden izole edilen Chlamydomonas sp.’nin lipid ve yag asidi bilesimine
pH’in etkileri ¢alisitilmis ve Chlamydomonas reinhardtii ile kiyaslanmistir. Bu
aragtirmada Chlamydomonas sp.’de ortam asitligi arttiginda, nétral lipidlerden
TAG’1n nispi konsantrasyonlarinda 6nemli artiglar rapor edilmistir (Tatsuzawa vd.,
1996).

Kadmiyum, demir, bakir ve ¢inko gibi agir metallerin yiiksek konsantrasyonlarda
bazi mikroalglerde lipid miktarini artirdigi rapor edilmistir (Einicker-Lamas vd.,
2002). Ototrofik, heterotrofik (karanlikta) ve miksotrofik (organik karbon kaynag ile
1sikta)  kiiltiirlerde  yetistirilen  Euglena  gracilis’de  kadmiyumun  yliksek
konsantrasyonlarinin hiicre bagina toplam lipid miktarinda artisa neden oldugu
bildirilmistir (Einicker-Lamas vd., 2002). Diger taraftan Chlorella vulgaris’te
biiylime ve lipid birikimi {izerine demirin etkisi, Liu vd. (2008), tarafindan
arastirllmistir. Bu arastirmada ortam demir konsantrasyonu artirildiginda bu

mikroalgin toplam lipid konsantrasyonunun 6nemli oranda arttig1 rapor edilmistir.
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Genetik miihendisligi yontemleri kullanilarak mikroalglerin yag asidi igeriklerinin
zenginlestirilmesine yonelik arastirmalar rapor edilmistir. Yapilan caligmalar
cogunlukla yag asidi metabolizmasinda dondr molekiil olan Asetil CoA molekiiliiniin
daha cok miktarda Malonil CoA’ya doniisiimiinii saglamak ic¢in bu reaksiyonu
katalizleyen Asetil CoA Karboksilaz enzim aktivitesinin artirilmasi yoniindedir.
Ancak yapilan ¢alismalarin ¢ogunda bu enzimi kodlayan gen ifadesinin artirilmasi ile
mikroalglerde nétral lipid birikiminde 6nemli bir artis olmadigi rapor edilmistir

(Dunahay vd.,1995).

Farkli mikroalg tiirlerinin farkli streslere farkli yag asitlerini lireterek veya yag
asitlerinin bilesimini degistirerek reaksiyon verdikleri agiktir. Mikroalglerde lipid
iceriginin artirllmasina yonelik yapilan uygulamalar c¢evresel kosullara ve
kiiltivasyon sistemlerine bagli olarak degisik sonuglar dogurmaktadir. Elbette ticari
tiretimi yapilacak olan tiirlin lipid miktar1 ve iceriginde meydana gelen degisimler
lizerine c¢evresel sartlarin  etkileri Oncelikle laboratuar kosullar1 altinda
degerlendirilmelidir. Literatiirde bildirilen bilimsel yayinlar incelendiginde
mikroalglerin lipid igeriginin artirllmasma ydnelik en yaygin uygulamanin
mikroalgleri azot agligina maruz birakmak olup, bu yontem ¢ok sayida mikroalg
tiiriine uygulanmis ve lipid iceriginin arttig1 yoniinde raporlar bildirilmistir. Bu
aragtirmada da azot ag¢liginin C. reinhardtii’de nétral lipid igerigini 6énemli oranda
artirdigr gézlemlenmis, bu grup mikroalgler de diger uygulamalar i¢in bir baska
kiyaslamali kontrol grubu olarak degerlendirilmistir. Diger taraftan yukarida
belirtildigi gibi sicaklik, pH, tuzluluk ve agir metal konsantrasyonlarindaki degisimin
de mikroalglerde lipid igerigini artirdig1 yoniinde bulgular rapor edilmistir. Ancak bu
uygulamalarin genis Olcekli kiiltivasyon sistemlerinde ek maliyet getireceginden,
pratige aktarilabilmesi zor géziikmektedir. Ancak getirecegi ek maliyet bir yana hem
mikroalglerdeki lipid igerigini artiracak ve hem de birim zamanda elde edilebilecek
olan biyokiitlenin maliyetini diisiirecegi gibi bir avantaj g6z oOniine alindiginda,
uygulamasi agirt maliyet gerektirmeyecek olan sicaklik, 151k ve besin manipiilasyonu
uygulamalarinin dogru kombine edilmesi halinde, kapali sistem reaktorlerde
ekonomik olgekte algal biyodizel iretimin kapisi aralanabilir. Bu doktora

calismasinda bu durum arastirilmis, ¢arpici bulgular rapor edilmistir.
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1.4. Calismanin Amaci

Yeryliziiniin ekolojik agidan etkili ilk biyolojik CO2/O;, doniistiiriiciileri oldugu
diisiiniilen mikroalgler 6nemli metabolik ¢iktilar sunan essiz mikroorganizmalardir.
Son zamanlarda mikroalglerin atik su aritimi, protein bakimindan zengin besin ve
besin katki maddelerinin iiretimi, katma degeri yliksek maddelerin (pigmentler ve
vitaminler gibi) eldesi, hidrojen ve biyoyakit tretimi gibi degisik alanlarda
kullanildig1 goriilmektedir. Bu doktora ¢alismasinda, mikroalgler iizerinde yapilan
aragtirmalarda model organizma olarak tercih edilen Chlamydomonas reinhardtii
tirtiniin yabanil tip CC-124 soyu kullanilarak, kiltiir ortamindaki element
konsantrasyonlari, sicaklik ve 151tk parametrelerinin degisik kombinasyonlarda
uygulanmasi suretiyle s6z konusu mikroalglerden maksimum ve en kaliteli biyolojik
yakit elde etmek igin uygulanmasi gereken en uygun stres sartlarinin
tanimlanabilmesi ve uygulanan streslerin alg metabolizmasinda yol agtigi bazi

fizyolojik degisimlerin belirlenmesi hedeflenmistir.

Bu amagla; bliyime ortamlarinda 14N, 32S, 39K, 31P, 24Mg, 40Ca, ssZn, ve sgFe
elementlerinin hi¢ bulunmadig1 veya 5x konsantrasyonda bulunduklari ortamlarda 10
giin boyunca inkiibasyona birakilan mikroalgler, biiyliimenin tiim evrelerini yansitan
stireleri olarak belirlenen inkiibasyonun 1., 3., 5., 7. ve 10. giinlerde 6rneklenmis ve
orneklenen mikroalglerin ¢ogalmalari, hiicresel hacimleri, toplam nétral lipid ve

toplam nisasta igerikleri belirlenmistir.

Bunlarin yaninda ortam element manipiilasyonlarina cevapta mikroalglerin lipid
iceriklerindeki  degisim  konfokal lazer tarayicti mikroskop kullanilarak
goriintiilenmis, yine Fourier Dontistimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) analizleri
ile mikroalglerin igerdikleri triagilgliserol (TAG) ve karbohidrat miktarlarinda
meydana gelen degisimler belirlenmistir. Bu ¢alismalarla elde edilen bulgular ile
FTIR verileri birlikte degerlendirildiginde biiylime ortaminda 14N, 32S, 31P ve 24Mg
elementlerinin hi¢ bulunmadigi veya 14N ve gZn elementlerinin 5x konsantrasyonda
bulunduklar1 ortamlarin mikroalglerin biyodizel hammaddesi tiretimini tesvik edici
ortamlar olduklar1 sonucuna varilmistir. Bdylece bundan sonraki 6lgiimler kontrol de

dikkate alindiginda 7 grup ile gerceklestirilmistir.
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Bir sonraki adim olarak igerisinde 14N, 32S, 3P ve 24sMg elementlerinin hig
bulunmadigi ve 14N ve gZn elementlerinin 5x konsantrasyonlarda bulunduklari
ortamlarda inkiibasyona birakilarak inkiibasyonun 1., 3., 5., 7. ve 10. giinlerinde
orneklenen mikroalglerin yapilarinda bulundurduklar1 ve biiyiime ortamlarinda
bulunan makro (24Mg, 40Ca, 39K, 31P) ve mikroelement (ssMn, sgFe ,50C0, g5CU, g6ZN,
9sMo) konsantrasyonlarinda meydana gelen degisimler ICP-MS analizi ve CHNSO

element analizorii kullanilarak belirlenmistir.

Mikroalglerin trettikleri lipid miktar1 lizerine sicaklik ve 11k siddetinin etkilerini
belirlemek amaci ile segilen gruplara ait 6rnekler kontrol sicaklik ve 151k degerlerinin
yaninda ortam sicaklik ve 151tk yogunlugunun diisiik ve yliksek oldugu durumlarda
inkiibasyona birakilmis ve mikroalglerin igerdikleri nétral lipid igerigindeki degisim

ile birlikte biiyiimelerinde meydana gelen degisimler 6lglilmiistiir.

Takip eden caligmalarda ise yapilan uygulamalarda lipid igerigindeki artisin
fizyolojik etkilerini belirlemek amaci1 ile belirlenen zamanlarda O6rneklenen

mikroalglerdeki

e Toplam lipid miktar1 ve nispi kuru agirliklarinda meydana gelen degisimler

e Yag asidi profillerinde meydana gelen degisimler

e Klorofil ve karotenoid konsantrasyonlarinda meydana gelen degisimler

e Hidrojen Peroksit (H202) konsantrasyonunda meydana gelen degisimler

e Toplam ¢6ziiniir protein igeriginde meydana gelen degisimler

e Antioksidan enzimlerden Siiperoksit Dismutaz (SOD), Katalaz (CAT),
Askorbat Peroksidaz (AP) ve Glutatyon Rediiktaz (GR) enzim aktivitelerinde
meydana gelen degisimler

e Toplam antioksidan kapasiteleri

e Lipid Peroksidasyonu degerlerinde meydana gelen degisimler belirlenmistir.

Son olarak farkli ortamlarda (14N, 325, 31P ve 2sMg elementlerinin hi¢ olmadigi, 14N
ve gZn elementlerinin  5x konsantrasyonda bulunduklari) inkiibe edilen

mikroalglerin sitoplazmalarinda depoladiklart serbest lipidlerin gdriintiilenmesi
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amact ile TEM goriintiileri cekilmis olup, bodylece mikroalglerin nétral lipid
iceriklerinin artirilmasina yonelik yapilan uygulamalar sonrasinda mikroalglerin
uirettikleri notral lipid igerikleri, lipid kalitesi ve muhtemel oksidatif stresin derecesi
belirlenmis, tiim bu veriler bir arada degerlendirilerek mikroalglerden lipid eldesi

amagcli uygulanabilecek en uygun stres sartlari belirlenmeye ¢aligiimistir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Coklu parametre okuyucu : SpectraMax M5, USA.
Gaz Kromatografi-Kiitle Spektroskopisi (GC-MS) : Agilent 5975B, USA

Liyofilizator : Christ Alpha 1-2 LD plus,

Australia

Fourier Transform Infrared Spektroskobu (FT-IR) : Nicolet 6700 — Thermo
Scientific / USA

Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometry : Thermo X Series 11, USA

CHNS/O Element Analizor : Thermo Scientific Flash 2000,
USA

Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) : FEI, Tecnai Biotwin (CTEM),
Japonya

Konfokal Lazer Taramali Mikroskop : Carl Zeiss, LSM 510 Almanya

Floresans Mikroskop : Carl Zeiss, Almanya

Isik Mikroskobu : Carl Zeiss, Almanya

Thermomixer : Thermo, USA

Kuru Blok Isitici : Cole-Parmer, UK

Santrifii : VWR Himac CT6E, USA

Ultra mini santrifiij : VWR Galaxy Ministar, USA

Sogutmali santrifiij : VWR Himac CT15RE, USA
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Spektrofotometre

pH metre
Hassas terazi
Otomatik pipetler

Iklim Dolab1

Orbital Calkalayici

Sogutmali ¢alkalamali inkiibator

Isiticili manyetik karistiric

Derin Dondurucu (-20 °C)

Derin Dondurucu (-85 °C)
Kar makinesi
Otoklav

Kiil firmi
Kimyasal kabin

Bulasik makinasi

Cift distile su cihazi

Firin

VWR Tube Rotator
Vortex

Nutating mixer
Orbital ¢alkalayici

Steril kabin
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:Thermo scientific Genesys 10
Bio, USA

: VWR, USA
: Precisa XB220A, Isvicre
: Eppendorf, USA

: Sanyo MLR- 351H, Japonya
: VWR, USA

: Sartorius, Certomat BS-T,

Almanya

: VWR, USA

: Liebherr profiline, Almanya

: Thermo scientific, USA
: ZBE 250 Ziegra, UK
: Tuttnauer 3870 ELV, USA

: Nanoplas, DSB 6000, USA
:Kottermann, Almanya

: Miele Professional G7883,

Almanya

: Sartorius Arium 611VF,
Almanya

:Binder, Almanya

: VWR, USA

‘VWR, USA

‘VWR, USA

‘VWR

: Telstar, PMV, USA



2.1.2.Kullamlan Cozeltiler ve Hazirlamis Bicimleri

Arastirma siiresince kullanilan c¢ozeltilerin kullanildigi yerler ve hazirlanislar
asagida sunulmustur. Caligmalarimizda kullanilan kimyasal maddeler Sigma, Fluka,

Merck ve Fischer firmalarindan temin edilmistir.

1. Tris Asetat Fosfat Besiyeri Cozeltisi (Farkli element manipiilasyonu
uygulamalar1 i¢in bu besiyeri kullanilmis, uygun hesaplamalarla belli
degisiklikler yapilmistir): 2.42 g Tris-base tampon c¢ozeltisi igerisinde
hazirlanan ¢ozeltideki son makroelement konsantrasyonlart 7mM NHyCI,
0.4mM MgSO,7H,0, 0.34mM CaCl,2H,0, 0.61mM K;HPO,, 0.39mM
KH2PO,4, seklinde saglanmis mikroelement konsantrasyonlari ise 25uM
MnClI,4H,0, 6uM ZnSO47H,0, 0.183mM H3BO3;, 6uM CoCl,6H,0, 6uM
CuSO45H,0, 6uM (NH4)6M070244H,0, 17.9 uM FeSO47H,0 ¢ozeltileri
ilavesi ile tamamlanmistir. Son olarak ortama Iml/L asetik asit ilave edilmis
son pH degeri 7.1 olacak sekilde ayarlanmis ve otoklavlanmistir.

2. Liigol ¢ozeltisi 10 g potasyum iyodiir 100 ml suda eritilir. 5 g iyot kristali
calkalama sirasinda yavasca eklenir.

3. Nile Red (9-diethylamino-5H-benzo[a]phenoxazine-5-one) (Invitrogen):
0,0025g Nile Red kimyasal1 10ml aseton i¢inde ¢oziinerek hazirlanmigtir.

4. Safranin O gozeltisi: 4000 ml balon igerisine 2000 ml Etil Alkol konur.20 gr
Safranin Tozu etil alkoliin igerisine katilip ¢oziiliinceye kadar calkalanir.
Safranin'in tamami ¢oziildiikten sonra, tizerine saf su ilave edilerek 4000 ml'
ye tamamlanir.

5. Lizis tamponu (6rneklerin toplam protein tayini Olgimil  igin
kulanilmistir):50mM Tris-HCI (pH 8.0), 10 mM EDTA ve PIM (Protease
inhibitor mix)

6. Protein Olglim soliisyonu: 1 kat %4 bakir siilfat / 50 kat Bicinchoninic asit
soliisyonu (Sigma)

7. Total protein ekstraksiyon tamponu (6rneklerin protein miktarlarini
belirlemek ve CAT, SOD, GR enzim aktivitelerini belirlemek amagli protein

ekstraksiyonu i¢in kullanilmistir): %2 (w/v) ¢oziilebilir polyvinylpyrrolidon
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10.

11.

12.

13.

14.

ve 1 mM EDTA igeren 10 mM KH,PO, tamponu (pH 7.0). AP aktivitesinin
belirlendigi ekstrakt i¢in bu ¢ozeltiye 5 mM askorbat ilave edilmistir.

CAT reaksiyon karisimi (Katalaz enzim aktivitesi dl¢iimiinde kullanilmistir):
19 mM H,0; igeren 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0)

SOD reaksiyon karisimi (Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi dl¢limiinde
kullanilmistir): 13 mM methionin, 75 uM NBT, 2 uM riboflavin ve 0.1 mM
EDTA igeren 50 mM KH»PO, (pH 7.8) tampon ¢ozeltisi.

GR reaksiyon karisimi (Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi Ol¢limiinde
kullanilmistir): 0.5 mM GSSG ve 0.12 mM NADPH-Na, igeren 0.025 M
NaH,PO, (pH 7.8) tampon ¢ozeltisi.

AP reaksiyon karigimi (Askorbat peroksidaz enzim aktivitesi Ol¢iimiinde
kullanilmistir): 0.5mM askorbik asit ve 0.1 mM EDTA-Na; igeren 50mM
KH,;PO, tampon (pH 7.0) ¢ozeltisi.

Mikroalglerin oksijen radikal absorbans kapasiteleri (antioksidan kapasiteleri)
6lclimii i¢in ekstraksiyon soliisyonu (%0,2’ lik formik asit icinde hazirlanmig
%80’lik aseton)

Fluorescein soliisyonu (fosfat tamponu iginde fluorescein disodium tuzunun
¢ozililmesiyle hazirlandi, son konsantrasyonu 60nM)

Trolox’un kalibrasyon soliisyonlar1 (0, 6.25, 12.5, 25, 50 ve 100uM) fosfat

tamponu icerisinde hazirlanmistir.

15. MDA o6lgiimii igin kullanilan substrat ¢ozeltisi: % 0.65 thiobarbituric acid

16.

(TBA), % 0,01 butylated hydroxitoluene i¢eren %20’lik trichloroacetic acid
(TCA) igerisinde hazirlanmstir.

Gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM) i¢in 6rnek hazirlama ve goriintiileme
sodyum fosfat tamponu (1M, pH=7.0) kullanilarak hazirlanmis olan ve
igerisinde %1°lik paraformaldehid, %1°lik gluteraldehid ilave edilmistir, daha
sonra iizerine %1 konsantrasyonda olacak sekilde osmium tetroxide ilave

edilmistir.

17. FAMEs ekstraksiyon ¢ozeltisi: Metanol igerisinde %2 oraninda H,SO, ilave

edilerek hazirlanmistir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Deneysel Yaklasim

Mikroalgler biiyiimelerini etkileyecek herhangi bir sekilde olumsuz ¢evresel sartlara
maruz kaldiklarinda genel olarak sitoplazmalarinda lipid damlaciklar1 biriktirirler.
Bunun sebebi, lipidlerin kolay geri doniistiiriilebilir enerji formu olmalarindandir.
Ortam sartlar1 normale dondiigiinde mikroalgler sitoplazmalarinda depoladiklar
lipidleri tekrar parcalayarak hiicresel kompartmanlarinin yeniden insaasinda ve ilgili
metabolik faaliyetler icin gerekli enerjiyi Uiretirler. Mikroalglerin stres sartlar1 altinda
depoladiklar lipidler ¢cogunlukla nétral lipidlerdir ve bu nétral lipidlerin ¢ok biiyiik
kismi TAG’lerdir ve bu molekiiller de giinimiizde biyodizel hammaddesi olarak
kullanilirlar. Dolayistyla mikroalgleri strese maruz birakmak, mikroalglerden
biyodizel eldesi i¢in etkili bir yoldur. Mikroalglerin sitoplazmalarinda biriktirdikleri
notral lipidlerin miktar1 uygulanan stresin siddeti, siiresi ve sekli ile yakindan
iligkilidir. Literatiirde, mikroalglerin lipid iceriginin artirilmast amaci ile ¢cok degisik
stres faktorleri uygulanmis, bunlar icerisinde mikroalglerin besiyerlerinde bulunan
elementlerin konsantrasyonlarinda meydana gelen degisimin, sicaklik ve 151k sidddeti
gibi cevresel parametrelerin de etkili uygulamalar oldugu tespit edilmistir. Bu
sebeple bu doktora ¢alismasinda, mikroalglerin lipid igeriginin artirilmasinda ortam
element konsantrasyonunda, 151k ve sicaklik siddetinde meydana gelen degisimlerin
arastirilmasi uygun goriilmiistiir. Biyolojik materyal olarak da basit hayat dongiisii,
hizl1 boliinme siiresi, ¢cevresel degiskenlere hizli cevap vermesi sebeplerinden dolay1
tim genom haritas1 ¢ikarilmig olan C.reinhardtii mikroalginin yabanil tip CC-124
soyu kullanilmistir. Boylece uygulanan deneysel yaklasim asagida semalar

yardimiyla aciklandigi sekilde yiirtitiilmiistir.

Bu doktora arastirmasinda ilk olarak yabanil tip C.reinhardtii mikroalgi, igerisinde
N, S, P, K, Mg, Ca makroelementleri ile Fe veya Zn elementinin hi¢ bulunmadigi
veya 5x konsantrasyonda bulundugu besiyeri ortaminda 22°C sicaklik ve 100 PAR
151k siddeti altinda 10 giin boyunca sivi ortamda 120 rpm devirle c¢alisan
calkalayicilar {lizerinde inkiibasyona alinmistir. inkiibasyonun 1., 3., 5., 7. ve 10.

giinlerinde orneklenen mikroalglerin; bolinme hizlari, hiicresel hacimleri, toplam

38



nisasta icerikleri, notral lipid igerikleri ve TAG konsantrasyonlar1 belirlenmistir

(Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Doktora tez aragtirmalarinin ilk agamasinda yapilan deneysel uygulamalar
ve Olclimler. Belirtilen tiim ol¢iimler inkiibasyonun 1., 3., 5., 7. ve 10.
giinlerinde 6rneklenen mikroalgler kullanilarak yapilmistir. Tiim deneysel
olgtimler, en az 3 biyolojik tekrar grubu kullanilarak alinmigtir

Yapilan dlgiimler sonrasinda N, S, P, ve Mg elementlerinin hi¢ bulunmadigr ve N
veya Zn elementlerinin ortamda 5x konsantrasyonunda bulundugu durumlarda

mikroalglerin lipid igeriklerinin en uygun diizeyde artmis oldugu belirlenmistir.
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Burada mikroalglerin boliinme hizlarindaki diisiis ile nétral lipid ve TAG
iceriklerindeki artig degerleri 6zellikle dikkate alinarak boyle bir se¢im yapilmaistir.

Bir sonraki ¢alismada mikroalglerin besiyeri c¢ozeltilerinde N, S, P ve Mg
elementlerinin  hi¢  bulunmadigi ve N veya Zn elementlerinin  5x
konsantrasyonlarinda bulundugu ortamlarda kiiltiire alinan mikroalgler 151k siddeti
sabit (100 PAR) tutularak ortam sicakhiginin diisiik (15°C) veya yiiksek (35°C)
oldugu ortamda; ve sicaklik sabit tutularak (22°C) ortam 1s1k siddetinin diisiik (35
PAR) veya yiiksek (250 PAR) oldugu sartlarda inkiibasyona alindilar. Her iki
uygulama i¢in de kontrol degerleri 22°C sicaklik ve 100 PAR 1s1k siddeti degerleri
kullanilmigtir. Boylece bu ortamlarda inkiibasyona birakilan mikroalglerin boliinme

hizlar1 ve nétral lipid icerikleri 6lgtilmistiir (Sekil 2.2).

)
-N
s | 35°C /
100PAR
B 15°C /
100PAR
. Bolinme hizi
. . 22°C/
C.reinhardtii Kontrol 100PAR \
. Nétral lipid
22°C/
-Mg 35PAR
22°C/
2 250PAR
5xZn

Sekil 2.2. Uygun element manipiilasyonu belirlenen mikroalglerin biiylime ve notral
lipid igeriklerine sicaklik ve 1s1k siddetinin etkisinin arastirildigi ¢alisma
semast. Belirtilen tim Ol¢limler inkiibasyonun 1., 3., 5., 7. ve 10.
giinlerinde 6rneklenen mikroalgler kullanilarak yapilmigtir
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Yapilan degerlendirme neticesinde ortam sicaklik ve 1sik siddetindeki degisimin
element manipiilasyonu uygulanan mikroalglerde beklenenin altinda verimi artirdigi
belirlenmis ve bu uygulamalardan herhangi birinin yalniz uygulandiginda sagladigi
verim artiginin element manipiilasyonu ile birlikte uygulandiginda saglamadigi
durumu anlagilmig, sicaklik ve 11k uygulamalar1 ile kombine element stresi
uygulamalarinin hem beklenen verimi saglamadigi ve hem de ¢ok sayida degisken
oldugu i¢in bir degiskenin fizyolojik etkisinin a¢iklanmasinin giiglestigi sonucuna
varilmistir. Bu sebeple sicaklik ve 1sik uygulamalarinda daha ileri ol¢limlere

gidilmemis, detay ¢aligmalara mevcut deneysel gruplar ile devam edilmistir.

Boylece besiyeri ortaminda N, S, P ve Mg elementlerinin hi¢ bulunmadigi ve N
veya Zn elementlerinin 5x konsantrasyonda bulundugu ortamlarda inkiibasyona
aliman mikroalglerin bdliinme hizlari, hiicresel hacimleri, toplam lipid, nétral lipid,
toplam nisasta, toplam protein icerikleri (ekstrakte edilen proteinler kullanilarak
mikroalglerin CAT, SOD, AP ve GR antioksidan enzim aktiviteleri 6l¢iilmiistiir),
toplam klorofil, toplam karotenoid, H;O,, lipid peroksidasyonu (MDA bilesik
miktart), oksijen radikali absorblama kapasiteleri, makro ve mikro element igerikleri
(ICP-MS ve CHNSO element analizorii kullanilmistir), TAG ve karbonhidrat
icerikleri ve son olarak ta yag asidi metil ester (FAMESs) icerikleri belirlenmis,
mikroalgler fotograflanmis (TEM, Konfokal ve 1sik mikroskoplari ile) ve ¢alisma

tamamlanmistir. Tiim deneylerde en az 3 biyolojik tekrar grubu kullanilmistir.
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Sekil 2.3. Tez ¢alismasinin son agsamasinda gerceklestirilen deneysel ¢alismalar

2.2.2. Element manipiilasyonu icin besin ortamimin hazirlanmasi

Tris-Asetat-Fosfat (TAP) besiyeri ¢ozeltisi ¢ogu fotosentetik mikroalgler i¢in uygun

olmakla birlikte C. reinhardtii i¢in en uygun biiyiime ortamidir. Bu ¢aligmada C.
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reinhardtii CC-124 (mt-) soyu, 7mM NH,CI, 0.4mM MgSO,7H,0, 0.34mM
CaCly2H,0, 0.61mM K;HPQO4, 0.39mM KHyPO4, 6uM ZnSO,7H,0, 0.183mM
H3BOs3, 25uM MnCl4H,0, 6uM CoCl,6H,0, 6uM CuSOs5H,0, 6uM
(NHz)6M0;0244H,0, 17.9 uM FeSO47H,0 igeren TAP besiyeri ¢ozeltisinde (Harris
vd., 2009), 23°C sicaklik ve 100 pmol foton m? s? siddetinde siirekli 151k altinda
kiiltiire alinmistir. Bu asamada alglerde maksimum miktarda yag sentezlenmesini
saglamak igin besiyeri igindeki besin oranlariyla oynanmustir. Oncelikle ¢alisma
soliisyonunda birtakim degisiklikler yaparak herbirinden ii¢ tekrarli olmak iizere -N,-
S,-K,-P,-Mg,-Ca,-Zn ve —Fe ortamlar1 hazirland1 (Cizelge 2.1). Bunun yaninda yine
caligma soliisyonunda birtakim degisiklikler yaparak herbirinden ii¢ tekrarli olmak
izere iclerinde 5x konsantrasyonda N, S, K, P, Mg, Ca, Zn ve Fe igeren biiyiime

ortamlar1 hazirlandi (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.1. Element acligi uygulamalari i¢in hazirlanan besiyeri ¢ozeltilerinin

icerikleri
TAP Kontrol | -N -S -P -K -Ca -Mg -Zn -Fe
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L)
Tris-Base 2420 2420 2420 2420 2420 2420 2420 2420 2420
Glasiyal asetik | 1ml iml iml 1ml Iml Iml Iml Iml Iml
asit
K,HPO, 108 108 108 KCIl/ Na;HPO, | 108 108 108 108
122 / 105
KH,PO, 54 54 54 | - NaH:PO, | 54 54 54 54
/83
NH,CI 375 375 375 375 375 375 375 375
MgSQO,4.7H ,0 | 100 100 MgCl/59 | 100 100 100 100 100
CaCl,.2H,0 50 50 50 50 50 50 50 50
Iz elementler 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml
N -Zn Fe
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Cizelge 2.2. Element bollugu (5x) uygulamalari i¢in hazirlanan besiyeri
¢Ozeltilerinin icerikleri

TAP Kontrol 5xN 5xS 5xP 5xK 5xMg | 5xCa 5xZn 5xFe
(mg/L) (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L)
Tris-Base 2420 2420 2420 2420 2420 2420 2420 2420 2420
Glasiyal asetik iml Iml Iml iml iml Iml iml Iml Iml
asit
K;HPO, 108 108 108 108 108 108 108 108
KH,PO, 54 54 54 229 54 54 54 54 54
KClI 486
NaH,PO, 405
(NH,),S04 214
NH,CI 375 1875 202 375 375 375 375 375 375
MgS0,.7H,0 100 100 100 100 100 100 100 100 100
MgCl, 155
CaCl,.2H,0 50 50 50 50 50 50 250 50 50
iz elementler 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml
ZnS0,4.7H,0 22 22 22 22 22 22 22 110 22
FeS0,.7H,0 5 5 5 5 5 5 5 5 25

Cizelge 2.1 ve 2.2’ deki hesaplamalara gore hazirlanan besiyeri ¢ozeltileri 100 ml’
lik erlenlere 50’ser ml hacimle aktarildilar ve otoklavlanan ortamlara daha once
kontrol ortaminda 4 gilin boyunca kiiltiire alinmis olan mikroalg orneklerinden
(logaritmik biliylime evresinde olan oOrneklerin sec¢ilmesi amaci ile bu siiredeki
mikroalgler secilmistir) baslangic konsantrasyonu 1 ml biiylime ¢ozeltisinde 3x10*
hiicre olacak sekilde aktarim yapilarak 6rnekler 10 giin boyunca inkiibasyona

birakilmustir.

2.2.3. Ekim i¢in hiicre sayimi

Alglerin farkli siirelerde sayimi ic¢in kontrol ortaminda inkiibasyona birakilan 4
giinliik mikroalg kiiltiirtinden 100l alg soliisyonu alindi, esit miktarda liigol ¢ozeltisi
ile kanistirilarak hareketsiz kalmalar1 saglandi ve Nebauver hemositometresi
kullanilarak sayimlart yapildi (Spolaore vd., 2006). Diliisyon orani hesaba katilarak

stok hiicre konsantrasyonu hesaplandi. Baslangi¢ hiicre konsantrasyonu 3x10” olacak
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sekilde hesaplama yaparak stok kiiltiirden ne kadar hacimde hiicre ¢ozeltisi alinacagi
bulundu. Bu sekilde CC-124 stok ortamdan yeni hazirlanan ortamlarin her birine
cikan deger kadar 6rnek aktarildi. Steril kabinde ekim isleminden sonra yeni ekimi
yapilmis 27 6rnek ve CC-124 kontrol stok ortami 100 umol foton m? s giddetinde
stirekli 151k altinda 120rpm hizda 23°C sicaklikta ¢alkalamali inkiibatorde kiiltiire
alindilar. Inkiibasyonun 1., 3., 5., 7. ve 10. giinlerde alglerin bdliinme
zamanlari/biiylime hizlarmin belirlenmesi amaci ile orneklenen mikroalglerin

spektrofotometrede 750 nm dalga boyunda absorbanslari 6l¢iilerek kaydedildi.

2.2.4. Mikroalglerin hacim dl¢iimleri

Erlenlerden eppendorf tiiplerine belirli bir miktar 6rnek alinip %20 hacimde liigolle
hiicreleri sabitlestirip hacim Ol¢iimii i¢in alg preparatlart hazirlandi ve 1s1k
mikroskobunda x40’lik objektifte fotograflari ¢ekildikten sonra “Image J” programi

kullanilarak ortalama hacimleri hesaplanmistir (Collins, 2007).

2.2.5. Toplam nétral lipid tayini

Mikroalglerde toplam noétral lipid igeriginin miktarsal olarak belirlenmesi i¢in 750
nm dalga boyunda absorbansi 0,2 olarak hacimlenmis bir miktar alg c¢ozeltisi
alinarak son konsantrasyonu 0,26 pM olacak sekilde Nile Red (9-diethylamino-5H-
benzo[a]phenoxazine-5-one) (Invitrogen) boyasi ile 15 dk boyunca inkiibe edildikten
sonra, 5000rpm’de 3dk santrifiij edildi. Stipernatan atildi ve 6rneklerin her biri TAP
mediumla yikandi ve vortekslendi daha sonra Nile red ile boyanan 6rneklerin her
birinden 275 ul, 96 kuyucuklu mikroplakadaki kuyucuklara belirli bir siraya gore
pipetlenmistir. Her gruba ait Orneklerin Olglimleri 3 tekrarli ve 2 paralelde
gerceklesmistir. Daha sonra 490 nm eksitasyon ve 585 nm emisyon degerleri
kullanilarak floresans 0zelligi bulunan eliza okuyucusu sayesinde absorbans
degerlerine bakilarak lipid igeriklerinde meydana gelen degisiklikler tayin edilmistir

(Fedorov vd., 2005).
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2.2.6. Toplam nisasta tayini

Mikroalglerde karbohidrat igeriginin kantitatif belirlenmesi i¢in 750 nm dalga
boyunda absorbansi 0,2 olarak hacimlenmis bir miktar alg ¢ozeltisi alinarak son
konsantrasyonu %0,02 olacak sekilde ilave edilen Safranin O boyasi ile 15 dk
boyunca inkiibe edilmis ve 5000 rpm’de 3dk boyunca santrifiijlenmistir. Daha sonra
siipernatan atilmis ve Orneklerin her biri mikroalglerin yetistirildikleri TAP
mediumla yikanmustir. Safraninle boyanan Orneklerin herbirinden 275 ul, 96’lik
mikroplaka kuyucuklarina belirli bir siraya gore pipetlenmistir. Her gruba ait
orneklerin 6l¢iimleri 3 tekrarli ve 2 paralelde gerceklesmistir. Daha sonra 435 nm
eksitasyon ve 480 nm emisyon degerleri kullanilarak floresans 6zelligi bulunan eliza
okuyucusu sayesinde absorbans degerlerine bakilarak karbohidrat igeriklerinde

meydana gelen degisiklikler tayin edilmistir (Fedorov vd., 2005).

2.2.7. Isik mikroskopisi

Isik mikroskopisi dl¢timleri i¢in erlenlerin herbirinden eppendorf tiiplerine belirli bir
miktar 6rnek alinip %5 hacimde liigolle hiicreler sabitlestirilmis, inceleme i¢in 20ul
alg Ornegi alinarak hazirlanan gecici preparatlardaki mikroalgler x40’lik objektifte

goriintiilenmis ve fotograflari ¢ekilmistir.

2.2.8. Konfokal ve floresans mikroskopileri

Toplam nétral lipid tayini i¢in hazirlanan Ornekler seyreltilerek once floresans
mikroskopta goriintiillenmis, daha sonra uygun olan preparatlar Konfokal
mikroskopta analiz edilerek fotograflar1 alinmistir. Carl Zeiss marka LSM 510 model
konfokal lazer taramali mikroskop kullanarak (63 yag objektif lensleri 1.40 ile 0.60
arasindaki sayisal bir aralikla) fotograf cekimi yapilmistir. Gorilintillemede lazer
eksitasyon c¢izgisi 488nm ve emisyonu 570nm kullanilarak Nile red boyasmin lipid

icin verdigi sinyal, 633 nm eksitasyon ve 650 nm emisyon degerlerinde de bu
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boyanin klorofil i¢in verdigi sinyal yakalanmistir. Klorofil ve lipid i¢in saglanan

renkler ZEN 2008 CLSM arayiiz programi kullanilarak saglanmigtir.

2.2.9. FTIR analizi

Bu yontem, kizil 6tesi (IR) radyasyonun absorbsiyonu ile kimyasal baglarin
titresiminin 6l¢iilmesi prensibine dayanmaktadir. Bu arastirmada, FTIR 6l¢iimii Dean

vd. (2010), tarafindan tarif edildigi sekilde yapilmistir.

a. FTIR 6l¢ctimii i¢in 10 giin boyunca 14N, 32S, 39K, 31P, 24M0, 20Ca, e6Zn Ve sgFe
elementlerinin hi¢ bulunmadiklar1 veya 5x konsantrasyonlarinda bulunduklari
ortamlarda inkiibasyona birakilan ve inkiibasyonun 1., 3., 5., 7., ve 10.
giinlerinde 6rneklenen mikroalglerin yogunluklar1 esitlenmistir (750 nm dalga
boyunda verdikleri absorbans degerlerine bakilarak absorbans degeri 0.3’den
diisiik olanlardan daha fazla (1 ml’nin {izerinde), ve 0.3’den yiiksek
olanlardan daha diisiik (1 ml’nin altinda) hacimde alinarak esitlenmistir.

b. Esit yogunlukta alman mikroalgler 4°C” de ve 4000 rpm devir hizinda 5dk
boyunca santrifiijlenmis ve siipernatan atilarak dipte kalan mikroalgler sivi
azotta dondurulmus, FTIR 6l¢limii i¢in -80 °C dondurucuya aktarilmistir.

c. FTIR olgiimii igin 6rnekler dondurucudan ¢ikarilarak igerisine 100 ul ddH,O
ilave edilmis ve bir slire (yaklasik 5 dk) oda sicakliginda bekletilmis,
vortekslenmis ve 40 pl mikroalg sivist 96 kuyucuklu 6zel FTIR plakalarinin
kuyucuklarma aktarilmigtir.

d. Daha sonra igerisi 45°C’ye ayarlannms inkiibatorde —mikroalglerin
bulunduklar1 kuyucuklardaki su tamamen buharlasincaya kadar (45-60 dk)
inkiibe edilmis ve plakalar FTIR cihazina (Nicolet 6700 — Thermo Scientific /
USA) yerlestirilmistir.

e. Cihaza yerlestirilen Grneklerden 4000-600 cm™ arasi absorbans 6lgiimii ile
elde edilen degerler toplanmistir.

f. Her bir 6rnegin 6l¢iimii i¢in 128 tarama ortalamasi kullanilmistir.

g. Cevresel kosullardan fazla etkilenmiyen absorbsiyon bandi olan Amid 1

(1652 Cm'l) degeri dogrulama degeri olarak se¢ilmistir. Triagilgliserol (1744
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cm™) degerleri Amid 1 degerlerine oranlanarak mikroalglerdeki triagilgliserol
konsantrasyonlarinda meydana gelen degisiklikler tespit edilmistir

(Movasaghi vd., 2008).

2.2.10. ICP-MS analizi

Mikroalglerin icerdikleri ve biliylime ortamlarinda bulunan ¢ok sayida makro ve
mikroelementin  konsantrasyonunun  belirlenmesinde  ICP-MS  cihazindan
faydalanilmistir. ~ Mikroalglerin ~ biiyime  ortamlarinda  bulunan  element

konsantrasyonlarinda meydana gelen degisimlerin belirlenmesi i¢in;

a. Mikroalg ortamlarindan alinan c¢ozeltiler 8000 rpm devir hizinda 5 dk
boyunca santrifiijlenerek listte kalan slipernatant temiz bir tiipe aktarildu.

b. Daha sonra ornekler 0.22um’lik filtreden gegirilerek ¢o6zelti igerisinde
kalabilecek muhtemel kalintilar da arindirilmis oldu.

c. Bir sonraki agamada, su 6rneklerinin igerisine son konsantrasyonu %?2 olacak
sekilde derisik nitrik asit ¢ozeltisinden ilave edildi.

d. Son olarak 6rnekler ICP-MS tiiplerine aktarildi ve analiz gergeklestirildi.

€. Analiz i¢in her elementten igerisinde 0, 20, 50 ve 100 ppm/ppb
(makroelementler i¢in ppm diizeyinde, mikroelementler i¢in ppb diizeyinde
hazirlanmistir) konsantrasyonlarda element bulunan standart c¢ozeltiler
hazirlanmis ve miktarsal tanimlama bdylece hazirlanmis olan standart

¢ozeltiler yardimiyla gergeklestirilmistir (Kropat vd., 2011).

Mikroalglerin  icerdikleri element konsantrasyonlarinda meydana gelen

degisimlerin belirlenmesinde ise agagidaki yol takip edilmistir.

a. Olgiim icin her gruptan -80°C’de saklanan mikroalgler (yaklasik 1.4x10°
hiicre) oda sartlarina alinmis ve ¢ift deiyonize su ile vorteksledikten sonra
5000 rpm devir hizinda 5 dk santrifiijlemek suretiyle yitkanmistir. Bu islem 3
kez tekrarlanmistir.

b. Daha sonra mikroalgler kiil firmina alinmak iizere krozeler igerisine

aktarilmis ve 450 °C’ye ayarlanmus kiil firin1 icerisinde 48 saat bekletilmistir.
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c. Kiil firinindan c¢ikarilan 6rnekler 1 ml saf nitrik asit igerisinde 24 saat
boyunca bekletilmis, daha sonra 0.22um’lik filtreden gecirilen ornekler
ddH,0 ile 50 kat seyreltildikten sonra (%2 nitrik asit) ICP-MS tiiplerine

aktarilmis ve analiz gerceklestirilmistir.

Sekil 2.4. ICP-MS olglimleri i¢in kroze i¢ine yerlestirilen 6rneklerin kiil firinindaki

goriintiileri

Orneklenen mikroalglerin  yapilarinda bulunan N ve S elementlerinin
konsantrasyonlarinda meydana gelen degisimlerin belirlenmesi ICP-MS analizi ile
miimkiin degildir. Bu sebeple bu elementlerin dl¢limii i¢in Thermo Scientific Flash
2000 Series Elemental Analiz Cihazi kullanilmistir. Bu cihaz, 950-1000 °C deki
yiiksek sicaklikta yaklasik 2 mg olarak tartilan kat1 veya sivi organik bilesigi yakma
yoluyla ornekteki element yiizdelerini tayin etmektedir. Cihazda tasiyict gaz olarak
Helyum gaz1 (He), yakici gaz olarak ise Oksijen gazi kullanilmaktadir. Kati, sivi
veya gaz Orneklerde bulunan anorganik ve organik maddelerin yapisinda bulunan
Karbon (C), Hidrojen (H), Azot (N) ve Kiikiirt (S) “lin ayn1 anda tayinine yonelik bir
cihazdir (Internet: CHNS-O Elemental Analiz istanbul Universitesi).
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a. Olgiim icin ilk asamada 8-10 mg arast Vanadium oksit tartilmis ve darasi
alimustir.

b. Uzerine kurutulmus mikroalg 6rneginden 3.6-3.8 mg arasinda olacak sekilde
numune, kalay bir kapsiile konuldu ve daha sonra yakilarak yiikseltgenmesi
saglandi.

c. Sonugta olusan gaz karisimi, tasiyici inert bir gaz (He) ile bir kromatografi
kolonuna gonderilir. Burada oksijen gazi ile yakilarak olusan ve ayrilan
karisim gazlari bir termokondiiktif dedektore yonlendirilerek ayrilan her bir
gazin miktar1 ile orantili bir elektrik sinyali elde edilir. Bu elektrik sinyali
daha sonra spektrumda elde edilen egri alanlariyla orantili olarak Ornegin
elementel bilesim yiizdesini verir. Kantitatif yanma islemini tam olarak
yapmak i¢in yanma gaz karisimi bir yiikseltgen katalizor bolgesine gonderilir
(CuO). Daha sonra Bakir (Cu)’in bulundugu bir indirgenme bolgesinde azot
oksitler ve SO3 indirgenir. Boylece Ny, CO,, H,O ve SO, karigimi bir TCD
detektorle tek tek tespit edilir. Boylece elde edilen degerler excell ortaminda
degerlendirilerek mikroalglerdeki C, H, N ve S elementlerinin miktarlarinda

meydana gelen degisimler degerlendirilmistir (Makarevic¢iené vd., 2012).

2.2.11. Sicaklik ve 151k uygulamalari

Steril kabin igerisinde 14N, 32S, 31P ve 2sMg elementlerinin hi¢ bulunmadigi veya 14N
ve gZn elementlerinin 5x konsantrasyonda bulunduklari TAP biiyiitme ortami
bulunan 100ml’lik erlenler icerisine 1x10° hiicre/ml olacak sekilde hiicre ekimi

yapilmustir. Ekimi yapilan hiicre gruplari,

- Sicaklik uygulamasi i¢in igerisi 100 umol foton m?s? 151k siddetine ayarlanmis
ancak sicaklik degeri 15°C ya da 35°C olan iklimlendirme kabinlerinde,

- Isik uygulamasi igin ise igerisi 23°C ye ayarlanmis ancak 1sik siddeti 35 pmol
foton m? s ya da 250 umol foton m™ s olan iklimlendirme kabinlerinde 250rpm
devir hizina ayarlanmis calkalayicilar {izerinde 10 giin boyunca inkiibasyona

birakilmustir.
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- Kontrol olarak ortam sartlar1 22°C sicaklik ve 100 umol foton m? s? g1k siddeti

olarak uygulanmistir.

Inkiibasyonun 1., 3., 5., 7., ve 10. giinlerinde &rneklenen mikroalglerin
biiyiimelerinde ve noétral lipid igeriklerinde meydana gelen degisiklikler

kaydedilmistir.

2.2.12.Toplam lipid tayini

Mikroalglerin icerdikleri toplam lipid miktar1 Bligh ve Dyer (1959)’a gore

yapilmustir. Izlenen deneysel yol asagida detaylandirilmustir.

1. Farkli ortamlarda inkiibasyona birakilan mikroalglerden 40 ml 6rnek, agirlig
onceden tartilarak kaydedilmis olan falkon tiipline alinarak 5000 rpm devir
hizinda 3 dk santrifijjlendi, sivi atildi ve tiip tartildi. Tip igerisinde 1g
mikroalg 6rnegi oluncaya kadar ayni sekilde mikroalg 6rnekleri tiip icerisine
alinarak santrifiijlendi ve slipernatant atildi.

Tiip igerisinde bulunan mikroalgler ddHO ile iki kez yikand1

Tiip igerisine 10 ml metanol ilave edildi ve 30 sn vortekslendi

Daha sonra 5 ml kloroform ve 1 ml ddH,O ilave edilip 30 sn vortekslendi
Tiipler 3500 g devir hizinda, 20 °C sicaklikta 15 dk boyunca santrifiijlendiler

Ust kisimda bulunan metanol/su tabakas1 uzaklastirild:

N o a s~ WD

Alt kisimda bulunan metanol/kloroform tabakasi bir pastor pipeti yardimi ile

onceden tartilmig temiz bir tiipe aktarildi

8. Arta kalan katilar 4-7. basamaklar tekrar uygulanarak katilarda bulunan
lipidler de alinmis oldu

9. Elde edilen lipid s1vist Whatmann no 1 filtre kagidi kullanilarak filtrelendi ve

rotary evaporator kullanilarak (40°C sicaklik ve diisiik basing altinda)

metanol ve kloroformun buharlastirilmasi saglandi.
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10. Tiipler tekrar tartilarak lipid miktar1 agirliksal olarak hesaplandi. Ornekte
bulunan lipid miktarinin yiizde olarak hesaplanmasinda ise asagidaki formdil
kullanild1
Lipid yiizdesi = (ekstrakt edilen lipid miktar1 (gr) / mikroalg 6rnek agirligi
(9)) x 100

2.2.13. FAMEs analizi

Element manipiilasyonlarina cevapta mikroalglerin yag asidi profillerinde meydana
gelen degisimin belirlenmesi icin FAMEs analizi ger¢eklestirilmistir. Yag asitlerinin
ekstraksiyonu, metillestirilmesi ve analizi i¢in Xu vd. (2010), tarafindan onerilen

yontem modifiye edilerek uygulanmistir.

a. Bilyime ortamindan siirekli c¢oktiirerek saglanan yaklasik 0.5 g
mikroalg 6rnegi vida kapakli eppendorf tiiplerine alinmis, saf su ile 3
kez yikandiktan sonra iizerine 300 ul ekstraksiyon soliisyonu (metanol
icerisinde hazirlanmis %2’lik H,SO4 ¢ozeltisi) ilave edilmigtir

b. Internal standart olarak, kor numune dahil her tiipe 30 ug nonadecanoic
acid ilave edilmistir

c.  Ornekler 2 saat boyunca 80 °C sicaklikta termomikser yardimi ile 750
rpm devir hizinda siirekli ¢alkalanarak hiicrelerin parcalanmasi ve
lipidlerin agiga ¢ikmasi saglanmigtir

d. Inkiibasyon sonrasinda &rnekler 10 dk oda sartlarinda bekletilmis ve
sicakligin diismesi saglanmistir

e.  Tiplerin icerisine 300 pl %0.9 konsantrasyonda NaCl ve 300 pl hekzan
ilave edilmistir.

f.  Boylece metanolde bulunan lipidlerin hekzan fazina ge¢mesi igin
ornekler 30 sn boyunca vortekslenmis ve 10 dk boyunca da nutating
mikser lizerinde ¢alkalanmistir

g. Daha sonra drnekler 3 dk boyunca 20 °C sicaklikta 3000 g devir hizinda

santrifiijlenmistir
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h.  Son olarak iistteki hekzan tabakasindan 150 ul 6rnek alinarak GC-MS
tiiplerine aktarilmistir

i Tiplere aktarilan ornekler analiz i¢cin Agilent marka GC-MS cihazina
yerlestirilmistir. Olgiim i¢in cihaza 130°C baslangi¢ sicaklik, 240°C ye
kadar her 5°C de 5 dk beklenmesi talimat1 islenmistir.

j.  Olciim sonucu elde edilen pikler analiz edilmis, alan hesaplamasi
yapilarak belirlenen metil esterlerin yiizdeleri oransal olarak

sunulmustur.

2.2.14. Toplam klorofil ve toplam karotenoid tayini

Mikroalglerin igerdikleri klorofil a, b ve ¢ ve toplam karotenoid miktarlart Jeffrey ve

Humphrey (1975)’ e gore asagida anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir.

a. Derin dondurucudan (-80°C) ¢ikarilan mikroalg 6rneklerine 500ul ddH,O
eklendi, 6rnekler ¢oziildi ve vortekslendi. 2000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi.

b. Siipernatan atildi ve 450ul %90’lik aseton eklendikten sonra vortekslenerek
15 dk. alt-iist pozisyonunda karistirildi.

c. Daha sonra o6rnekler 15.000 rpm’de 5dk santrifiijlendi.

d. Daha sonra 96’lik mikroplaka kuyucuklarina her bir 6rnegin siipernatantindan
210ul pipetlendi.

e. Siipernatan absorbansi sirasiyla 750, 664, 647, 470 ve 630 nm’de %90’lik
aseton koriine karsi okundu.

f. Klorofil a, b ve ¢ konsantrasyonlari ile toplam karotenoid miktarlar1 Jeffrey
ve Humphrey (1975), denklemlerine gore asagidaki formulasyonlar

kullanilarak hesaplandi.

Klorofil a= (11.85(E664-E750)-1.54(E647-E75o)-0.08(E630-E750))><dﬂﬁsy01’1 orant
Klorofil b= (-5.43(E664-E75o)+21.03(E647-E75o)-2.66(E630-E75o))><dﬂﬁsy01’1 orant

Klorofil c= (-1.67(E664-E750)-7.60(E647-E750)+24.52(E630-E75o))><dilﬁsyon orant

53



Toplam karotenoid=(1000E470-(1.86xChla)-(74.08xChlb))/206

2.2.15. H,0; tayini

Mikroalglerdeki H,O, miktari tayini Shin vd., (2005) ‘e gore yapilmistir.

a. Olgiim icin yikanarak santrifiijlenip iizerine 120pul fosfat tamponu (20 mM
KH,PO,, pH 7.4) eklenen ve -80°C derin dondurucuya daha énce kaldirilmis
olan 6rnekler ¢éziinmeleri i¢in oda sicakligina alinmislardir.

b. Coziinen 6rnekler daha sonra 2 dk boyunca sonikasyona maruz birakilmis ve
12000 xg devir hizinda 4dk boyunca 4°C’ye ayarlanmig sartlarda
santrifiijlenmistir.

c. Santrifiij sonras1 50 pL siipernatan, oda sartlar1 ve karanlikta H,O, 6l¢iimii
icin, 50 pL siipernatan da peroxidase 6l¢iimil i¢in kullanilmistir.

d. Mikroplaka kuyucuklarina 50 pL siipernatan ve {izerine 50 uL. H,O, standart
sollisyonu eklenmistir.

e. Aym zamanda diger mikroplakaya ayni ornek i¢in 50 pL silipernatan ve
tizerine 50 uL enzim i¢in hazirlanan soliisyon eklenmis olup 30 dk inkiibe
edilmistir.

f. Inkiibasyondan sonra 544 nm eksitasyon ve 590 nm emisyon dalga
boylarinda Olgiilen floresans degerleri hazirlanmis olan standart grafikten

yola ¢ikarak, 6rneklerdeki H,O, miktarlar1 hesaplanmuistir.

Mikroalg 6rneklerindeki H,O; konsantrasyonlarini sayisal olarak hesaplamak icin

standart ¢ozeltiler hazirlanmistir.
a. Standart ¢ozelti hazirlamak icin ayr1 ayri olmak tlizere 10mM Amplex Red

bilesigi (10-acethyl-3,7-dihydrophenoxazine) ve 200 u/ml Horseradish

peroxidase (HRP) soliisyonlart hazirlanmstir.
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b. 8 adet falkon tiiplerinin her birine 10’ar ml fosfat tamponundan (20 mM
KH,POy,, pH 7.4) dokiilmiistiir.

C. Her birinin iizerinden sirayla 12.5; 25; 50; 75; 100; 150 ve 200ul fosfat
tampon ¢ozeltisi ¢ekilip atilmis olup iizerlerine atilan miktarlar kadar 1mM
H,0, eklenmistir.

d. Bu sekilde 10ml hacimde 0; 1.25; 2.5; 5; 7.5; 10; 15 ve 20uM H,0, olacak

sekilde standartlar hazirlanmistir.

o0 H20:2 Standart Grafik
5000 -
4000 -

3000 -

2000

Floresans (544-590)

y =956,48x+ 15,175

1000 R2 = 0,9986

umol H,0,

Sekil 2.5. H,0O; 6l¢iimii i¢in hazirlanan standart grafik

2.2.16. Toplam Protein Tayini

Orneklerdeki protein miktar1 Bichinconinic asit (BCA) metodu kullanilarak
belirlenmistir (Smith vd., 1985). Metod proteindeki peptid baglarmin CuSOq4
¢ozeltisindeki Cu*? iyonlarmm Cu*' iyonlarina indirgenmesi ve Cu*? iyonlarinin
indirgenmesiyle paralel olarak meydana gelen renk degisiminin spektrofotometrede

okunmasi esasina dayanir.
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10

11.

12.

13.

. Protein ekstraksiyonu i¢in lizis tamponunda oOnce sivi azot igerisinde

dondurulduktan sonra dondurucuya kaldirilmis olan mikroalg drnekleri oda

sicakliginda bir siire tutularak erimesi saglanmustir.

. Daha sonra 6rnekler 5 dk sonikasyona maruz birakilmastir.

Sonrasinda ornekler tekrar sivi azot igerisinde 1 dk bekletilmis ve oda
sicakliginda ¢oziilmeleri beklenmistir.

Bir sonraki basamakta oOrnekler vortekslenmis ve 3 dk siire ile tekrar
sonikasyon banyosunda bekletilmiglerdir.

Daha sonra 6rnekler 13000xg’de +4°C’de 20dk santrifiij edildiler.

Her bir Ornegin iizerinden 200ul silipernatan yeni etiketlenen eppendorf
tiiplerinin igine pipetlendi ve geriye kalan 6rneklerin pelletleri atildi.

En son s1v1 azotta dondurularak -80’e kondular.

Protein tayini 6ncesi 1s1 firin1 60°C’ye ayarlandi.

. Caligma soliisyonu karisimi: 1 kat %4 bakir stilfat / 50 kat Bicinchoninic asit

soliisyonu (Sigma) oda sicakliginda karanlikta saklandi.

. Standartlar hazirlandi. Standart icin 0,5 mg/ml Bovin Serum Albumin

¢ozeltisinden kuyucuklara sirastyla 0, 1.5, 3, 5, 7.5 ve 10 ul ilave edilerek
son hacim saf suyla 10 ul’ye tamamlandi. Daha sonra esas ¢alisma igin
mikroalg ekstraktlarindan 5ul alinarak 96 kuyucuklu mikroplakaya aktarildi
ve son hacim 10 pl’ye tamamlandi.

Daha sonra hazirlanmis olan ¢aligma soliisyonundan 190 pl alinarak 6rnekler
ve standartlarin lizerine ilave edildi.

Icerisinde standart ve érnekler bulunan 96 kuyucuklu mikroplaka 60°C de 30
dk boyunca inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon sonunda ornekler 5 dk
oda sicakliginda bekletilmis ve meydana gelen renk degisimi 562 nm de
okunmustur.

Elde edilen degerler, bovin serum albumin ile hazirlanmis olan standart

grafikten yola ¢ikilarak mg protein/gr 6rnek olacak sekilde hesaplanmaistir.
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Protein Standart Grafik
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0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

A562

y=0,0727x+ 0,0692
R? =0,9909

0 5 10 15 20 25
ug protein

Sekil 2.6. Protein tayini i¢in hazirlanmis standart grafik

2.2.17. Antioksidant enzim aktivite olciimleri

Hiicresel antioksidan enzimlerden katalaz (CAT; EC 1.11.1.6), siiperoksit dismutaz
(SOD; EC 1.15.1.1) ve glutatyon rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2) enzim ekstraksiyonlari
icin, 100 mg alg 6rnegi lizis tamponu igerisinde homojenize edilmis ve homojenat
12000xg’de 30 dk santrifiijlendikten sonra elde edilen siipernatan enzim ekstrakti
olarak kullanilmistir. Askorbat peroksidaz enzim ekstraksiyonu igin ise lizis

tamponuna ayriyeten 0.1mM askorbat ilave edilmistir.
2.2.17.1. Siiperoksit dismutaz (EC 1.15.1.1) aktivitesinin belirlenmesi

Stiperoksit dismutaz (SOD) antioksidatif stres savunma mekanizmasinin anahtar
enzimidir ve O, ‘i O, ve H,O, ye doniistirdigiinden O, ve H;O’nin hiicre

derisimlerini dogrudan belirler (Van Camp vd., 1994).
2H + + 20, -sgDHzoz + 0,

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi, nitro blue tetrazolium (NBT) bilesiginin

ortamda riboflavin varliginda siiperoksit radikalleri ile mavi renkli formazana
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fotokimyasal indirgenmesi reaksiyonunun SOD enzimi tarafindan engellenmesinin
spektrofotometrik olarak belirlenmesi esasina dayanir (Plumb-Dhindsa ve Thorpe,
1981).

Reaksiyon karigimi (3 ml); 50 mM KH,PO,4 (pH 7.8), 13 mM Methionin, 75 pM
NBT, 2 uM riboflavin ve 0.1 mM EDTA igermektedir. Aktivite 6l¢iimii i¢in 4 ml
spektrofotometre kiivetine yukaridaki riboflavin igermeyen reaksiyon karisimindan
2.9 ml alinmis ve lizerine 70 ul enzim ekstrakti ilave edilmistir. Reaksiyon, i¢inde
enzim Ornegi de bulunan spektrofotometre kiivetine 200 uM’lik riboflavin
cozeltisinden 30 pl pipetlenip karistirildiktan hemen sonra beyaz bir 151k kaynagi
Oniine yerlestirilmek suretiyle baslatilmistir. Kiivet, 151k kaynaginin karsisinda 20 dk
tutulmus ve reaksiyon 11k kaynaginin kapatilmasiyla durdurulmustur. 20 dk
icerisinde NBT’nin renk acilma yogunlugu 560 nm’de kor numuneye karsi
okunmustur. K6r numune, ayni islemin enzimsiz drneginden olugmaktadir. SOD
aktivitesinin 1 Tnitesi, 560 nm’de gozlenen NBT indirgenmesinin %350
inhibisyonuna neden olan enzim miktari, 1 enzim iinitesi olarak kabul edilmis ve

degerler EU/mg protein seklinde sunulmustur.

2.2.17.2. Katalaz (EC 1.11.1.6) aktivitesinin belirlenmesi

Katalaz (CAT) H,0;’in suya ve oksijene dismutasyonunu katalizleyen hem-igerikli
bir enzimdir. Bu enzim biitiin aerobik Okaryotlarda bulunur ve peroksizomlarda
meydana getirilen H,O;’i uzaklagtirllmasinda onemlidir (Redinbaugh vd., 1988;
Scandalios, 1990).  CAT 151k engellemesine ugradigi i¢in devamli olarak
sentezlenmesi gerekir. Protein sentezini engelleyen stres faktorleri CAT’in
aktivasyonunu da engeller (Volk ve Feierabend, 1989). CAT peroksizomlarda
yerlesmistir ve lipitlerin - oksidasyonunda ve solunumda iiretilen H,0’yi

temizleme isinden sorumludurlar (Scandalios vd., 1997).

H,0,, CAT ve peroksidazlar tarafindan temizlenir. CAT, Hy0;’yi O, ve H,O’ya
doniistiiriir.

2H,0,%AT0, + 2H,0
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Bu doktora calismasinda CAT aktivitesi tayini i¢in kullanilan yontem, Beers ve Sizer
(1952), tarafindan Onerilen yontemdir. Bu metotla aktivite olgtimii, CAT aktivite
Olctim ortamindaki CAT aktivitesine bagl olarak H,O, miktarinda meydana gelen

azalmanin 240 nm’de izlenmesi esasina dayanir.

CAT aktivite 6l¢iimii i¢in igerisinde 2.9 ml hacimde 19 mM H,0; igeren 50 mM
potasyum fosfat tamponu (pH 7.0) bulunan 4 ml’lik spektrofotometre kiivetine 100
ul enzim ekstraktindan ilave edildikten sonra 240 nm dalga boyunda reaksiyon
cozeltisindeki CAT enzim aktivitesine bagh olarak reaksiyon karisiminda meydana
gelen H,O, miktarindaki azalma 0. ve 3. dakikalarda kaydedildi. Enzim

ekstraktindaki protein miktari belirlendikten sonra CAT spesifik aktivitesi;

Spesifik aktivite (wmol H,O,/mg protein/dk) = ([AA 240 nmigk X 1000] / [ 43.6 X ( mg

protein/ ml reaksiyon karigimi)])

seklinde bir formiilasyon ile hesaplanmistir. Formiildeki “43.6” H,0O; i¢in molar

ekstinksiyon katsayisidir.

2.2.17.3. Askorbat peroksidaz (EC 1.11.1.11) aktivitesinin belirlenmesi

Askorbat peroksidaz (AP) enzim aktivitesi 6l¢iimii Nakano ve Asada (1981),
tarafindan Onerilen protokole gore yapilmistir. Metod, AP aktivitesi ile H,O, bagiml
askorbik asit oksidasyonundan kaynaklanan absorbans diislisiiniin 290 nm dalga

boyunda okunmasi esasina dayanir. Enzimin katalizledigi reaksiyon;

AP
Askorbat + H, O, ———— 3  Dehidroaskorbat + H,0O

seklinde gosterilebilir. Bir iinite AP aktivitesi dakikada 1 pmol askorbik asiti

oksidize edebilen enzim miktar1 olarak gosterildi.

Reaksiyon karigimi (2.5 ml); 50mM KH,PO, tamponu (pH 7.0), 0.5mM askorbik
asit, 0.1 mM EDTA-Na; igermektedir. Aktivite 6l¢iimii i¢in 4 ml spektrofotometre

kiivetine yukaridaki reaksiyon karigimindan 2.36 ml ilave edilmis ve bunun iizerine

59



0.07 ml enzim ekstraktindan ilave edilmistir. Reaksiyon, ortama 70 pL H,O; ilave
edilmesi ile baglatilmigtir. 290 nm dalga boyunda 3 dk boyunca absorbansta meydana
gelen degisim kaydedilmis ve enzim aktivitesi; Spesifik aktivite (umol yiikseltgenen
askorbat/mg protein/dk) = ([AA290 nm / 2.8]/mg protein) seklinde bir formiilasyonla
hesaplanmistir. Formiilde kullanilan “2.8” degeri askorbik asitin ekstinksiyon
katsayisini, “mg protein” ise reaksiyon karisgimina ilave edilen enzim ekstrakti

igerisinde bulunan protein miktarin1 gostermektedir.

2.2.17.4. Glutatyon rediiktaz (EC 1.6.4.2) aktivitesinin belirlenmesi

Glutatyon rediiktaz (GR) glutatyon disiilfitin (GSSG) glutatyona (GSH) indirgenmesi
icin gerekli olan bir flavoproteindir. Bu enzim ayni zamanda nikotinamid adenin
dintikleotid fosfat (NADPH)’1 da yiikseltger. Yani glutatyon rediiktaz enzimi
GSSG’in GSH’a indirgenmesinde NADPH-bagimli bir reaksiyonu katalizler.

Reaksiyon;

GR
NADPH + H' + GSSG——— 2 GSH + NADP"

seklinde gosterilebilir. Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesinin belirlenmesi
NADPH’m NADP" a oksidasyonu ile meydana gelen absorbans azalmasmin 340

nm’de Ol¢iilmesi esasina dayanir (Foyer ve Halliwel, 1976).

Reaksiyon karigimi (2.5 ml); 0.025 M NaH,PO, (pH 7.8), 0.5 mM GSSG, 0.12 mM
NADPH-Na, icermektedir. Aktivite Sl¢iimii i¢in 4 ml spektrofotometre kiivetine
yukaridaki reaksiyon karigtmindan 2.38 ml ilave edilmis ve bunun iizerine 0.07 ml
enzim ekstraktindan ilave edilmistir. En son karisima 10 mM konsantrasyonda
askorbat ¢ozeltisinden 50ul eklendikten sonra NADPH’in oksidasyonundan
kaynaklanan absorbanstaki diisiis 340 nm dalga boyunda 3 dk boyunca takip
edilmistir. 1 dakikada mg protein basina 1 uM NADPH’in oksidasyonu 1 enzim

{initesi olarak kabul edilmistir. Orneklerdeki GR aktivitesi;
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Spesifik aktivite (umol yiikseltgenmis NADPH/mg protein/dk) = ([AA 340
nm/6.22]/mg protein)

seklinde bir formiilasyonla hesaplanmistir. Formiilde kullanilan “6.22” degeri
NADPH’1in molar ekstinksiyon katsayisi (e=6.22 mM™ cm™) ve mg protein ise 0.1

ml enzim ekstraktinda bulunan protein miktarini gostermektedir.

2.2.18. Mikroalglerin oksijen radikal absorbans kapasitelerinin belirlenmesi

Mikroalglerde oksijen radikal absorbans kapasite (ORAC) olgiimleri Ciz vd.,
(2010)’e  gore yapilmistir. Olgiim, 37°C’de AAPH (2,2-azobis(2-amidino-
propane)dihydrochloride) soliisyonu ile wuyarilmig peroksil radikaline kars
antioksidan uzaklastirma fonksiyonunu 6lg¢er. Fluorescein, floresan probu olarak
kullanilir. Fluorescein’deki floresan kaybi peroksil radikaliyle onun reaksiyonunun

zarar boyutunun bir gostergesidir.
Ekstraksiyon i¢in;

1. Yaklagik 100 mg mikroalg iceren ependorf tiipleri icine 10 kati hacimde
(1ml) ekstraksiyon soliisyonu (%0,2° lik formik asit i¢inde hazirlanmis
%80’lik aseton) ilave edildi.

2. Ornekler vortekslendiler ve 1 saat karistiricida oda sicakliginda inkiibasyona
birakildilar.

3. Inkiibasyon sonras1 6rnekler 6400g’de 10dk 25°C sicaklikta santrifiij edildiler
ve slipernatanlar yeni etiketlenen eppendorf tiiplerine, tek kullanimlik siringa
uclarinda (gdzenek biiyiikliigii 0,20um olan) filtrelerden gecirilerek stiziildii.

4. Siizlintii fosfat tamponuyla (75mM, pH=7.4) 10 kat diliie edildi ve aktivite

Olclimii i¢in hazir hale getirildi.
Aktivite 0l¢limii i¢in;

1. 170 pl fluorescein soliisyonu (fosfat tamponu icinde fluorescein disodium
tuzunun ¢oziilmesiyle hazirlandi, son konsantrasyonu 60nM) ve 6rnekten 10
ul, 96’Iik mikroplaka kuyucuklarina ilave edilerek mikroplaka okuyucuda
37°C’de 30dk. inkiibe edildi.
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2. Inkiibasyon sonras1  2,2’-azobis(2-amidino-propane)  dihydrochloride
(AAPH’den (son konsantrasyonu 515mM) 20 pl, reaksiyonun baglamasi i¢in
cok kanalli pipet kullanilarak hizlica eklendi.

3. Floresans dlgiim degerleri (eksitasyon dalga boyu=485nm ve emisyon dalga
boyu=520nm) 1’er dakikalik aralarla kaydedildi ve mikroplaka her okumadan
once otomatik olarak karistirildi.

4. Standart grafigi elde etmek icin antioksidan olarak Trolox’un kalibrasyon
soliisyonlar1 (0, 6.25, 12.5, 25, 50 ve 100uM) fosfat tamponu igerisinde
hazirlanarak kullanilmistir (Sekil 2.7).

5. Son ORAC degerleri Trolox konsantrasyonu ve egri altindaki net bolge
arasindaki regresyon denklemi kullanilarak hesaplandi. ORAC degerleri
orneklerin taze agirliginin gram (veya mgr) basina umol Trolox esitlikleri

olarak belirlendi.

Trolox standart grafigi

Floresans (485-520)

10 - y =-0,5074x2 + 9,3487x+ 3,9651
R?=0,9947

0 2 4 6 8 10 12 14
Trolox (uM)

Sekil 2.7. Mikroalglerin ORAC degerlerinin belirlenmesi i¢in hazirlanmis olan
standart grafik

2.2.19. Mikroalglerin lipid peroksidasyonu diizeylerinin belirlenmesi

Mikroalglerde lipid peroksidasyonu Hodges vd., (1999)’ e gore yapilmistir.
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1. Alg 6rnegi 1.3 ml %80’lik etanol igerisinde 10 dk sonikasyona tabi tutulmus,
homojenat siv1 nitrojende dnce dondurulmus sonra ¢ozdiirilmiistir.

2. Daha sonra 3000xg’de 10 dk santrifiijlenmis ve siipernatan esit iki hacime
bollinmiistiir.

3. Siipernatanlardan birisine esit hacimde % 0.65 thiobarbituric acid (TBA), %
0,01 butylated hydroxitoluene iceren %20’lik trichloroacetic acid (TCA)
cozeltisi ve digerine de yine esit hacimde %0.01 butylated hydroxitoluene
iceren %20’lik TCA ¢ozeltisi ilave edilip tiipler 95°C’de 20 dk inkiibe
edilmistir.

4. Inkiibasyon sonrasinda ornekler buz banyosunda 5 dk tutulmak suretiyle
sogutulmus, bodylece reaksiyon durdurulmus ve tekrar 3000xg’de 10 dk
santrifiijlenmis ve siipernatan kismi alinarak absorbansi 532 nm’de okunmusg
ve daha sonra 440 nm (antosiyanin i¢in) ve 600 nm (sekerler icin) dalga

boyundaki non-spesifik absorbsiyon i¢in absorbans degerleri belirlenmistir.

Orneklerde lipid peroksidasyonu ile olusan malondialdehit (MDA) bilesiklerinin
miktarlar asagidaki formiile gore hesaplanmis, sonuglar gr dokuda bulunan MDA

bilesikleri (nmol MDA / gr doku) seklinde gosterilmistir.

[(A532+TBA) o (A600+TBA) . (A532-TBA _ AGOO-TBA)] =A
[(A*8n — A*®1184) 0.0571] = B

MDA bilesikleri (nmol/ml siipernatan) = (A— B/157000) 10

2.2.20. Gegirimli Elektron Mikroskobu i¢in 6rnek hazirlama ve goriintiileme

1. Santrifiijlenerek yogunlastirilan ve sivisi uzaklastirilmig olan 10-15mg mikroalg
pelleti 1.5 ml eppendorf tiiplerine alinmis, sodyum fosfat tamponu (1M, pH=7.0)
kullanilarak hazirlanmis olan ve igerisinde %1°lik paraformaldehid ve %1’ lik
gluteraldehid ¢ozeltisinde 24 saat oda sartlarinda inkiibe edilmistir.

2. Inkiibasyon sonrasinda tiipler en az ii¢ kez yikama soliisyonu ile (0.1M sodyum

fosfat tamponu, pH=7.0) yikanmis, yikama olay1 tiiplerin igerisine yikama
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soliisyonu birakildiktan sonra 15’er dakika yavasga alt-iist edildikten sonra 4°C
sicakliga ayarlanmis olan mikrosantrifiijde 800xg’de 5dk santrifiijlendikten sonra
sivi uzaklastirilarak gerceklestirilmistir.

3. Dabha sonra i¢inde mikroalg bulunan tiiplerin i¢cine %1 konsantrasyonda osmium
tetroxide ¢ozeltisi ilave edilmis ve rnekler 4°C sicaklikta 4 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyonun sonunda asir1 OsOy distile su ile 4°C sicaklikta 10 dk
boyunca 2 kez inkiibe edilerek yikanarak aritilmistir.

4. Bir sonraki adim olarak mikroalg pelleti bir seri alkol soliisyonlarinda 4°C
sicaklikta 10 dk boyunca EMBED-812 soliisyonu ve alkol soliisyonlarindan 1:1
oraninda olmak ve EMBED-812 soliisyonunun konsantrasyonunu sabit tutmak
kaydiyla %70, %80, %90, %96 ve %100 saflikta olan EtOH ile inkiibe edilmistir.
Daha sonra yalnizca EMBED-812 soliisyonunda 12 saat oda sicakliginda
ornekler inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonunda regine igine alinmis olan
mikroalg pelleti gdbmme tiipiine alinmis ve reginenin polimerize olmasi igin
ornekler 65°C’de 48 saat inkiibe edilmistir.

5. Daha sonra ultramikrotom kullanilarak alinan ultra-ince pargalar (70-80 nm
kalinlik) karbon 1zgaralara yerlestirilmistir.

6. Igerisinde 6rnek bulunan karbon 1zgaralar kursun sitrat ve uranil asetat ¢ozeltileri
ile boyanmis (Karnovsky, 1965) ve TEM cihazina yerlestirilen 6rnekler ortalama
80KeV elektron enerjisi kullanilarak resmedilmistir (Internet: ODTU Merkez

Laboratuvar1 Tem Ornek Hazirlama Uniteleri).

2.3. istatistiksel Analiz

Grafiklerde belirtilen degerler en az 3 farkli kiiltiirden iki farkli zamanda alinmis
verilerin ortalamasidir (n>6). Uygulamal1 gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklar
Student ttest (2;2) analizi ile belirlenmistir. Grafikler iizerinde belirtilen *;**;***
isaretleri Sirasiyla P<0,05; P<0,01; P<0,001 diizeyinde farklilig1 ifade eder. Degerler

tizerindeki sonlu ¢izgiler standart sapmay1 gosterir.
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3. BULGULAR

Bu c¢alismada, ortam element konsantrasyonlarinda meydana gelen degisimler ile
ayr1 ayr1 veya birlikte uygulanan sicaklik ve 1sik siddeti degisimlerinin C.
reinhardtii’nin noétral lipid igerigi ve ilgili parametreler {izerine olan etkilerini

gosteren bulgular, sekiller ve ¢izelgelerle ayrintili olarak sunulmustur.

3.1. Mikroalglerin Lipid I¢eriginin Artirllmasina Yénelik Uygun Besin

Manipiilasyonlarinin Belirlenmesi Calismalari

3.1.1.Mikroalglerin cogalmalar1 ve hiicresel hacimlerinde meydana gelen

degisimler

Mikroalglerin lipid igeriginin artirilmasina yonelik uygun besin manipiilasyonlarinin
belirlenmesi amaci ile dncelikle mikroalgler icerisinde N; S; K; P; Mg; Ca; Zn; Fe
elementlerinin hi¢ bulunmadig1 veya 5x konsantrasyonda bulunduklari ortamlarda 10
giin boyunca inkiibasyona birakildilar. Inkiibasyonun 1., 3., 5., 7. ve 10. giinlerinde
orneklenen mikroalglerin biiytime hizlar1 750 nm dalga boyunda verdikleri absorbans
degerlerine gore, hacim Olgiimleri de yontem kisminda belirtildigi sekilde Image J

programindan faydalanilarak gerceklestirilmistir.

Element acligma birakildiklarinda genel manada mikroalglerin biiylime ve
cogalmalar1 baskilanmustir (Sekil 3.1). Ozellikle N aghgina cevapta ilk giinden
itibaren biiyiime durmus hiicreler lineer faza girmislerdir. Ornegin inkiibasyonun
ticlincii glintinde N agligina maruz birakilmis hiicrelerin ¢ogalmalar1 %91.6 oraninda
baskilanmistir. Diger taraftan N acliga verilen cevap kadar dramatik olmamakla
birlikte S, P, Mg Ca ve Fe aglifina cevapta yine hiicre ¢ogalmasi baskilanmas,
baskilanma oranlar1 7 giinliik inkiibasyon periyodunun sonunda sirasiyla %37, %61,
%75.5, %27.3 ve %45.7 oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte Ca acligina cevapta

tic giinliikk inkiibasyon sonunda biiylime %84.7 oraninda baskilanmasina ragmen
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ilerleyen zamanlarda mikroalgler hizli bir biiyiime evresine girmis, biiylimenin
baskilanmas1 5., 7. ve 10. giinlerin sonunda sirastyla %30, %27.3 ve%18.3 olmustur.
Diger taraftan yapilan mikroskobik incelemelerde Ca agligina birakilan mikroalglerin
ti¢ giinliik inkiibasyon sonunda kiimelesme gosterdikleri fakat takip eden giinlerde bu
durumun kayboldugu gozlemlenmistir. Mikroalgler K ve Zn agligina cevapta hiicre
¢ogalmasi agisindan 6nemli bir degisim sergilememislerdir. Potasyum (K) gibi bir
makrobesin elementinin kisitlanmasinda hiicre ¢ogalmasinda onemli bir degisim
gozlenmemistir ancak biiyiitme ortamimna K iyonu K;HPO, ve KH,;PO, seklinde
saglandigt ve K achg i¢in hazirlanmis biiylitme ortaminda P iyonlarinin
konsantrasyonunu  sabit  tutmak amaciyla  biliylitme ortamma  uygun
konsantrasyonlarda Na,HPO, ve NaH,PO, ilave edilmis olmasindan dolay1 hiicre
icerisinde K iyonu yerine Na iyonunun kullanildigi ve bdylece K iyonu eksikliginden
kaynaklanacak zararlarin giderildigi diisincesindeyiz. Sonraki sekillerde de
goriilecegi gibi K hari¢ tim makrobesin element agliklarina cevapta hiicre gogalmasi
baskilanmig, hacmi genislemis ve notral lipid igerigi artmistir. Tim bu fizyolojik
cevaplarin da ortamda K yerine Na kullanilmis olmasiyla alakali oldugu

diisiincesindeyiz.
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Sekil 3.1. Mikroalglerin biiylimeleri iizerine element achiginin etkileri. Grafigin
iistlinde inkiibasyonun 10. giinlinde mikroalg kiiltlirlerinin fotograf
goriintiisti sunulmustur. Grafiklerde belirtilen degerler en az 3 farkh
kiltirden iki farkli zamanda alinmis verilerin ortalamasidir (n>6).
Uygulamali gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklar Student ttest (2;2)
analizi ile belirlenmistir. *;**;*** girasiyla P<0,05; P<0,01; P<0,001
diizeyinde farkliligi ifade eder. Degerler iizerindeki sonlu cizgiler
standart sapmay1 gosterir

Biiylitme ortaminda S, K, Ca, Mg ve Fe iyonlar1 normal konsantrasyonlarinin 5 kati

yiiksek konsantrasyonlarda kullanildiginda mikroalglerin biiylime ve ¢ogalmalarinda
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onemli degisiklikler kaydedilmemistir (Sekil 3.2). Diger taraftan ortam N, P ve Zn
konsantrasyonlar1 artirildiginda hiicre cogalmasi istatistiksel olarak énemli oranlarda

baskilanmuistir.
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Sekil 3.2.Mikroalglerin biiylimeleri iizerine element fazlaliginin (5x) etkileri.
Grafigin {istiinde inkiibasyonun 10. giinlinde mikroalg kiiltiirlerinin
fotograf goriintiisii sunulmustur
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Ozellikle ortam Zn element konsantrasyonu artirildiginda mikroalglerin ¢ogalmasi
ilk tic gilnliik inkiibasyon periyodunun sonunda %77.4 oraninda baskilanmig
olmasina ragmen inkiibasyonun ilerleyen evrelerinde %22-%27°lik diizeylere
gerilemistir (Sekil 3.2). Elde edilen bu bulgu Chlamydomonas reinhardtii yabanil tip

soyunun agir metal gideriminde etkili bir sekilde kullanilabilecegini gosterir.

Biiylime ortamlarinda K, Ca ve Zn eksikligine cevapta mikroalglerin hacimlerinde
onemli degisiklikler gozlemlenmemistir (Sekil 3.3). Diger taraftan N, S, P ve Mg
acligina cevapta mikroalglerin hacimleri artmis, Fe acligina cevapta azalmistir (Sekil
3.3). Yedi giinliik inkiibasyon periyodunun sonunda N, S, P ve Mg ac¢ligindan dolay1
mikroalglerin hacimleri sirasiyla %35, %138, %109 ve %64 artmus; Fe agligi
nedeniyle %16 oraninda azalmistir. Diatomlar haricinde genel olarak tek hiicreli
mikroalglerin hiicre g¢eperleri esnek bir yapiya sahiptir. Boylece degisen gevresel
sartlara tepki olarak hiicreler hacimlerini kiigiiltiir veya biiyiitebilirler. Toplam nétral
lipid sonugclar1 ile birlikte ele alindiginda (Sekil 3.5) hiicre hacminin artan lipid

icerigi ile dogru orantili oldugu sonucuna varilabilir.
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Sekil 3.3. Element agligina cevapta mikroalg hacimlerinde meydana gelen
degisiklikler

Biiyiitme ortaminda normalden 5 kat yiiksek konsantrasyonda N bulundugunda hiicre

hacmi artmistir. Diger taraftan artma veya azalma lineer olmadigi i¢in sayisal olarak

artis gosterse de K ve Fe bulundugunda hiicre hacminde meydana gelen artis ve

azalmalar anlamli bulunmamistir (Sekil 3.4). Diger elementler ortamda yiiksek

konsantrasyonlarda bulunduklarinda hiicre hacimlerinde 6nemli

belirlenmemistir.
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Sekil 3.4. Element bolluguna (5x) cevapta mikroalg hacimlerinde meydana gelen
degisiklikler

3.1.2. Mikroalglerin Nétral lipid iceriginde meydana gelen degisimler

Mikroalglerin ve bitkilerin icerdikleri nétral lipidlerin biiyiik bir kismi biyodizel
tiretiminde kullanilan triagilgliserollerdir. Biliylime ortaminda ¢alisilan tiim element
eksikliklerine cevapta mikroalglerde toplam nétral lipid igerikleri farkli diizeylerde
artiglar gostermistir (Sekil 3.5). Yedi ve On giinliik inkiibasyon sonrasinda N, S, K,
P, Mg, Ca, Zn ve Fe element agliklarina cevap olarak C. reinhardtii hiicrelerinin
noétral lipid igerikleri sirastyla %22-95, %87-128, %37-42, %137-407, %99-253,
%44-30, %15-79 ve %60-151 oranlarinda artiglar gostermistir. Bu sonuglara gore her
ne kadar P, Mg ve Fe acligi nedeniyle mikroalglerin toplam lipid igeriklerinde en
yiiksek artiglar Olciildii ise de bu element agliklarinda mikroalglerin biiylime ve
cogalmalart N hari¢ diger elementlere kiyasla ¢ok daha yiliksek oranda
baskilanmistir. Ornegin 7 giinliik inkiibasyon sonunda N, S, P, Mg, Ca ve Fe element

eksikliklerinden dolayr mikroalglerin g¢ogalmalar1 sirasiyla %95.1, %37, %61,
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%75.5, %273 ve %A45.7 oranlarinda baskilanmistir. Mikroalglerin ¢ogalma
hizlarindaki diisiis ile toplam lipid igeriklerindeki artiglar birlikte ele alindiginda S

acligina maruz birakmanin diger tim element agliklarindan daha avantajli sonuglar

verebilecegi sonucuna varilabilir.
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Sekil 3.5.FElement acgligina cevapta mikroalglerin toplam nétral lipid igeriginde
meydana gelen degisiklikler

Biiyiitme ortaminda ¢alisilan tiim elementlerin konsantrasyonlart 5 kat artirildiginda
toplam noétral lipid iceriginin genel olarak arttigi gozlemlenmistir (Sekil 3.6).
Bununla birlikte N, K, Mg ve Zn konsantrasyonlarindaki artigsa cevap olarak lipid
igeriklerindeki artiglar istatistiksel olarak onemli, dier gruplara ait degerlerin ise
kontrollerine kiyasla 6nemsiz olduklar1 belirlenmistir. Bilylime ortamlarinda ytiksek
konsantrasyonlarda N, K ve Mg bulunmasi ile bu elementlerin direkt olarak dahil
olduklar1 protein metabolizmasi, iyon tasinimi ve fotosentez olaylarinin hizlanmasi
sayesinde hiicresel redoks homeostazisinin dengede kalmasi i¢in gerekenden fazla

enerji formunun nigasta ve/veya lipid formunda depolanmasi sebebiyle bu element
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fazlaliklarinda mikroalglerde lipid igeriginin artmis olmasi Ongoriilebilir bir
durumdur. Ancak ortam Zn konsantrasyonunda bir artisin mikroalglerde lipid
igerigini neden artirdig1 sorusu, canli blinyesinde elementler arasindaki biyokimyasal

etkilesimin karmasikligini diistiniince, detayli arastirmaya deger bir problemdir.
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Sekil 3.6. Element bolluguna cevapta mikroalglerin toplam nétral lipid igeriginde
meydana gelen degisiklikler

3.1.3. Mikroalglerin toplam nisasta iceriklerinde meydana gelen degisiklikler

Diger canlilarda oldugu gibi mikroalglerde de metabolizmanin fizyolojik faaliyetleri
sonrasinda ag¢iga c¢ikan ancak yapiya katilmayan ergastik maddeler olan depolanabilir
enerji formlar protein, karbohidrat ve lipidlerdir. Degisen ¢evresel sartlara cevapta
canlilar temelde bu {i¢ metabolitin birbirine doniistliriilmesi sayesinde yasamlarin
stirdiiriirler. Biz farkli element manipiilasyonlarina cevap olarak ortaya ¢ikan ndtral
lipid igerigindeki degisimin toplam nisasta icerigindeki bir degisimle iliskili olup
olmadigini arastirdik. Yapilan olgtimlerde S, Mg, ve Ca aghig durumunda lipid
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iceriklerindeki dramatik artiglara ragmen, toplam nisasta iceriklerinde genel manada
cok Onemli ve siirekli degisiklikler olmadigin1 gozlemledik (Sekil 3.7). Farkli stres
sartlarina cevapta mikroalglerin lipid ve karbohidrat metabolizmas: arasindaki
baglant1 lizerine calismalar devam etmektedir. Bu doktora tezi kapsaminda yiiriitiilen
calismalardan birisi de Fourier Transform Infrared (FTIR) spektroskopisi ile
mikroalglerde triacilgliserol ile polisakkarit ve oligosakkarit icerigindeki
degisikliklerin arastirilmasi olmustur. Boylece yapilan diger fizyolojik olgiimler ile
birlikte ortam element manipiilasyonlarina cevapta mikroalglerde lipid ve
karbohidrat metabolizmas1 arasindaki baglanti ile ilgili degerli bulgular elde

edilmistir.
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Sekil 3.7. Element acligina cevapta toplam nisasta iceriginde meydana gelen
degisiklikler

Biiyiitme ortaminda N, S, K, Ca ve Zn konsantrasyonlar1 artirildiginda mikroalglerin
toplam nisasta iceriklerinde artiglar istatistiksel olarak anlamli bulunmus, diger

elementlerin fazlaligi durumunda ise 6nemli bir degisiklik belirlenememistir (Sekil
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3.8). Azot konsantrasyonundaki artisa ve yokluga cevapta C.reinhardtii’de hem lipid
hem de nisasta igeriginin Onemli oranda artmasi, N elementinin protein
metabolizmasinin yaninda lipid ve karbonhidrat metabolizmasinda da Onemli
roliinlin ~ oldugunu  gosterir. Diger bulgular bir tarafa, Zn element
konsantrasyonundaki artigla birlikte yine hem lipid {iretiminin ve hem de nigasta
igeriginin artmasi ise agir metal stresi nedeniyle bir yandan sekerler depolayarak ve
bunlar1 par¢alayarak metabolizmasini hizlandirmak sureti ile Zn gibi kofaktor olarak
kullanilabilecek agir metalleri temizleme yoluna giderek bir yandan da kolayca geri
dontistiiriilebilir bir element formu olan lipidleri depolamak sureti ile ikinci bir
savunma mekanizmas1 gelistirdigi diistintilebilir . Fizyolojik degerlendirmeler bir
yana, bu bulgular mikroalglerin kofaktor olarak kullanabilecekleri agir metallerin
gideriminde ve agir metal stresine ugrayan mikroalglerin karbonhidrat ve/veya lipid

eldesinde kullanilabilecegi diislincesini akla getirmektedir.
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Sekil 3.8. Element bolluguna cevapta toplam nisasta igeriginde meydana gelen
degisiklikler
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3.1.4. Element manipiilasyonu uygulanan mikroalglerin 151k ve konfokal

mikroskop goriintiileri

Boliinme hizlar, hiicresel hacimleri notral lipid ve nisasta icerikleri belirlenmis olan
mikroalglerin morfolojik 06zelliklerini incelemek ve element aglik ve bolluguna
cevapta biriktirdikleri nétral lipidlerin goriintiilenmesi amaci ile inkiibasyonun 10.
giiniinde oOrneklenen mikroalglerin 151k mikroskopu (Sekil 3.9) ve konfokal
mikroskop goriintiileri  (Sekil 3.10) almmustir. Isik mikroskopi goriintiileri
incelendiginde element acliginda inkiibasyona alinan mikroalglerin 6zellikle N, S, P
ve Mg acgliginda morfolojik yapilarinda bozulma oldugu, gozlemlenmistir. Bu
ortamlarda kiiltiire alinan mikroalglerin digerleri ile kiyaslandiginda hacimsel olarak
daha biiyiikk olduklar1 gdze carpan bir bulgudur. Nitekim image J programi
kullanarak yaptigimiz hacim hesaplamasinda da bu ortamlarda kiiltiire alinan
mikroalglerin hacimlerinin diger gruplara nazaran ¢ok daha yiiksek oldugunu
belirlemistik. Diger taraftan, Ca agligina birakilan mikroalglerin daha ¢ok kiimeler
halinde bulundugu hem kiiltiir incelendiginde ve hem de mikroskobik inceleme ile
rahatlikla gézlemlenebilmistir. ilging olan1 mikro ve makro &lcekte kiimelenmenin
baz1 giinlerde ortadan kalkmas1 idi. Ornegin Ca agligina cevapta inkiibasyonun ilk ii¢
giiniinde mikroalglerin kiimelesme gosterdigi, 4. ve 5. giinlerde gostermedigi
belirlenmistir. Nitekim Sekil 3.9°da da gosterildigi gibi inkiibasyonun 10. giiniinde
Ca acligma birakilan hiicrelerde kiimelenme goézlemlenmistir. Bu durum detayl
arastirmaya deger bir bulgu olarak rapor edilmistir, ancak bu aragtirmada ana tema
mikroalglerde lipid igeriginin artirilmasit oldugundan bu noktada arastirma
detaylandirilmamistir. Son olarak K, Zn ve Fe agligina maruz kalan mikroalglerin
morfolojik yapilarinda o6nemli bir degisiklik kaydedilmemistir. Zira bu grup
mikroalglerin noétral lipid igeriklerinde de ©nemli bir degisme kaydedilmemis,

bliylimedeki baskilanma istatistiksel olarak 6nemli diizeyde bulunmamas idi.
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M.B. 10x40

M.B. 10x40

Sekil 3.9. Ortam element eksikligi (iistte) ve bollugu (altta) sartlarinda 10 giin inkiibe
edilmis C. reinhardtii hiicrelerinin 11k mikroskopisi gériintiileri



Konfokal mikroskopisi i¢in yontem kisminda belirtildigi gibi 6rneklenen mikroalgler
bir siire nil kirmizisi boyasi ile inkiibe edilmis ve bdylece sitoplazmik lipid
cisimcikleri boyanmistir. Konfokal mikroskopisi goriintiileri incelendiginde (Sekil
3.10) ortam element manipiilasyonlarina cevapta mikroalglerde olusan sitoplazmik
lipid damlaciklar1 kirmizi renk ile, klorofil kiimeleri de yesil renk ile acik bir sekilde
goriilebilmektedir. Ozellikle N, S, P ve Mg agligina maruz kalan mikroalglerdeki
sitoplazmik lipid olusumlar1 dikkate deger diizeydedir. Konfokal goriintiileri
incelendiginde en ilging sonug¢ olarak karsimiza ¢ikan durum N element agliginda
neredeyse hi¢ klorofil goriintiilenememesinin yaninda S ve P agliginda klorofil
kiimelerinin biiyiik oranda tiiketilmis olmasi idi ancak beklenenin aksine Mg
aclhiginda kiiltiire alinan mikroalglerin icerdikleri klorofil kiimeleri diger 3 gruba ait
mikroalglerden daha belirgin idi. Oysa Mg atomu klorofil molekiiliiniin merkezinde
bulunan bir atomdur ve bu atomun yoklugunda yeni klorofil molekiillerinin
sentezlenememesi beklenir. Elde ettigimiz konfokal goriintiilerini ilerleyen

calismalarimizda belirledigimiz toplam klorofil sonuglar1 da desteklemektedir.

Diger taraftan K ve Fe acligina cevapta mikroalglerin morfolojik yapilarinda énemli
bir degisiklik olmadig1 gibi konfokal goriintiilerinden de anlasilacagi gibi dikkate
deger oranda lipid tretimi de goriintiilenememistir. Yine Ca agligma birakilan
hiicrelerin 151k mikroskopisinde gosterildigi gibi konfokal goriintiilerinde de kiimeler
halinde bulundugu, yogun klorofil igerikleriyle karakterize olan bu grup
mikroalglerin biriktirdikleri sitoplazmik nétral lipidler de goriintiilenebilmistir. Son
olarak Zn acligma birakilan mikroalglerin hacimlerinde ve morfolojik yapilarinda
onemli degisimler olmasa da sitoplazmalarinda dikkate deger oranda nétral lipid

biriktirdikleri gozlemlenmistir (Sekil 3.9, Sekil 3.10).
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10. giin

.B.1
ACLIK M 0x63

10. giin
BOLLUK

Sekil 3.10. Ortam element eksikligi (listte) ve bollugu (altta) sartlarinda 10 giin
inkiibe edilmig C. reinhardtii hiicrelerinin konfokal mikroskopisi
goriintiileri. Klorofiller yesil, Lipid cisimleri ise kirmizi renkte
gorilintiilenmistir
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3.1.5. Mikroalglerin icerdikleri TAG miktarlarinda meydana gelen degisiklikler

Mikroalglerin  TAG igeriklerinin  belirlenmesinde FT-IR  spektroskobundan
faydalanilmistir. FTIR Olgtimleri ile elde edilen veriler incelendiginde K, Zn ve Fe
achigina cevapta mikroalglerin triagilgliserol icerikleri genel olarak cok fazla
degismemis ancak N, S, P ve Mg acligina birakilan mikroalglerde tiim giinlerde
onemli artiglar kaydedilmistir (Sekil 3.11). Mikroalglerin TAG igeriklerinde ilk
gilinden itibaren en yiiksek artis N acliginda gézlemlenmistir. Diger taraftan N aglig
kadar ¢arpici olmamakla birlikte sirasiyla P, Mg ve S aclhiginda da 6nemli oranda
artislar kaydedilmistir. Ozellikle P ach@ina cevapta 3. giinden itibaren yiiksek
diizeyde TAG birikimi gozlemlenmistir. Siire bakimindan incelendiginde,
inkiibasyonun ilk giininde N aghgma birakilan mikroalglerde kontrol grubuna
kiyasla TAG konsantrasyonu yaklasik olarak 5.3 kat artmis ve bu artig lineer olarak
devam ederek 10 giinliikk inkiibasyonun sonunda yaklasitk 8.9 kat olarak
kaydedilmistir. Diger taraftan P acliginda ilk giinde TAG konsantrasyonu yaklasik
olarak 1.4 kat artis gosterse de bu artig istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur,
ancak inkiibasyonun 3. giiniinden itibaren ger¢eklesen ani artis inkiibasyon
periyodunun sonunda yaklasik olarak 6.5 kat olarak belirlenmistir (Sekil 3.11). Yine
Mg acligina birakilan mikroalglerde TAG igerigi ilk giinlin sonunda kontrol grubuna
kiyasla yaklasik olarak 2.5 kat artmis, bu artig 10 giinliik inkiibasyon periyodunun
sonunda 3.9 kat olarak ol¢iilmiistiir. Son olarak S acliginda inkiibasyona alinan
mikroalglerin TAG igerigi ilk giinlin sonunda kontrol grubuna kiyasla 1.7 kat artmus,
bu artis lineer olarak devam etmis ve inkiibasyon periyodunun sonunda kontrol
grubuna kiyasla 4.2 kat artmistir (Sekil 3.11). Kalsiyum agligmma birakilan
mikroalglerin igerdikleri lipid damlaciklar1 floresan mikroskop altinda rahatlikla
gozlemlenebilmekte idi. Nitekim Sekil 3.10’da da resimlendigi gibi bu grup
mikroalglerin kiimeler olusturdugu ve lipid biriktirdikleri gozlemlenmistir. Ancak bu
grup mikroalglerin TAG igeriklerinde zaman zaman 6nemli artiglar kaydedilse de
stirekli olmadig1 icin 6zel 6nem gosterilmemistir. Zira floresan Slgiimle belirlenen
toplam nétral lipid dl¢limlerinde de Ca acligina birakilan mikroalglerin notral lipid
iceriginin arttig1 (Sekil 3.5), ancak bu artisin N, S, P ve Mg acligimna birakilan
mikroalglerde oldugu kadar yiiksek olmadigr kaydedilmisti. Dolayisiyla tiim
gruplardan elde edilen veriler birlikte degerlendirildiginde FT-IR 6l¢iimleri ile elde
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edilen verilerin toplam nétral lipid 6lgtimleri (Sekil 3.5) ve goriintiiler (Sekil 3.10) ile
de uyumlu oldugu ortaya ¢ikmaktadir.
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Sekil 3.11. Element agligina cevapta mikroalglerin igerdikleri TAG miktarlarinda
meydana gelen degisimler

Ortam element konsantrasyonlar1 artirildiginda N, Zn ve Fe gruplarinin disinda ¢ogu
durumda TAG miktarlarinda 6nemli artiglara rastlanmamustir (Sekil 3.12). Ortam Fe
konsantrasyonu artirildiginda ilk gilinlerde meydana gelen degisimler istatistiksel
olarak 6dnemsiz bulunsa da inkiibasyonun son giiniinde kaydedilen yaklasik 1.7 kat
artig  istatistiksel olarak Onemli bulunmustur. Diger taraftan ortam N
konsantrasyonundaki artisa cevapta mikroalglerin TAG igeriklerinde ilk giinlerde
kaydedilen artislar istatistiksel olarak anlamli bulunmamis olsa da inkiibasyonun 7.
ve 10. giinlerinde gozlemlenen 2.3 ve 2.1 kat artislar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Element fazlalig1 uygulanan gruplar igerisinde en garpici sonuglar Zn
grubunda kaydedilmistir. Bu grup mikroalglerin TAG konsantrasyonlari kontrole
kiyasla ilk giinde 1.8 kat artmis, bu artis lineer olarak devam etmis ve inkiibasyonun
son giinlinde yaklasik olarak 2.7 kat olarak belirlenmistir. FTIR 6l¢timleri ile elde
edilen bu sonugclar floresans olciimler ile elde edilen toplam nétral lipid igerigindeki

degisiklikler ile ortiismektedir.
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Sekil 3.12. Element bolluguna cevapta mikroalglerin i¢erdikleri TAG miktarlarinda
meydana gelen degisimler. Sekili basitlestirmek adina 5xZn grubunun 7.
Giinti ile 10. Giiniinde elde edilen degerler i¢in ayr1 ayri 6nem isareti
kullanilmamustir

Sekil 3.11 ve 3.12°de elde edilen degerler; 600-4000 cmt dalga boylar1 arasinda
alinmis olan 6l¢iimlerden daha 6nce TAG igin spesifik oldugu belirlenen 1744 em™
ve karbonhidratlar icin spesifik oldugu bildirilen 1045, 1097 ve 1145 cm™ de
edinilen degerlerin, cevresel degisime cevapta onemli bir degisim sergilemedigi
belirtilen 1652 cm™ de absorbans veren Amid I degerine orani ile elde edilmistir.
Sekil 3.13 ve 3.14°de element acliklar1 ve fazlaliklarina cevapta FTIR ol¢limleri ile
elde edilen veriler ve ilgilendigimiz absorbans degeri olan 1744 cm™ de meydana

gelen degisimler ok isareti ile gosterilmistir.
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Sekil 3.14. Ortam element konsantrasyonunun fazla oldugu (5x) ortamda yetisen
mikroalglerden elde edilen FTIR wverileri. 5 giin boyunca element
bolluguna birakilmis mikroalglerin analizi ile elde edilen veriler

sunulmustur
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FTIR verileri igerisinde karbonhidrat i¢in pik verdigi daha once bildirilenen 1045,
1097 ve 1145 cm™ dalga boylarindaki degerler 1652 cm™ dalga boyundaki Amid |
piki ile oranlanarak mikroalglerin i¢erdikleri karbonhidrat miktarlarindaki degisim
sayisal olarak hesaplanmistir. Sekil 3.15’de de gosterildigi gibi element agligina
cevapta yalnizca TAG igerigi degil karbonhidrat igeriginde de Onemli artiglar
kaydedilmigtir. En yiliksek artiglar N agligina birakilan gruplarda kaydedilmistir.
Inkiibasyonun ilk giiniinde ani bir artisla yaklasik 2.6 kat olan karbonhidrat
igerigindeki artis ilerleyen giinlerde de slirmiis, inkiibasyonun 5. giliniinde yaklasik 3
kat ile maksimum degere ulagmistir. Ancak N aclhi§ina birakilan mikroalglerde
karbonhidrat igerigi TAG Oolglimlerinde kaydedilenin aksine 5. giinden itibaren
azalmaya baglamistir. Bu durum, mikroalglerin N agligina cevapta dncelikle hem
lipid hem de karbonhidrat biriktirdigini, zamanla birlikte hayatta kalmak icin
oncelikle biriktirdigi sekerleri pargaladigini gosterir. Kikiirt, P, Mg ve Fe acligina
cevapta ilk giinde Onemli bir degisiklik kaydedilmemis, ancak inkiibasyonun
ilerleyen giinlerinde o6nemli artiglar belirlenmistir. 10 gilinliikk  inkiibasyon
periyodunun sonunda S, P, Mg ve Fe ag¢ligina birakilan mikroalglerin karbonhidrat
icerikleri kontrol grubuna kiyasla siras1 ile yaklasik olarak 1.5, 1.8, 1.6 ve 1.4 kat

artis gostermis ve bu artiglar istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.
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Sekil 3.15.Element agligina cevapta mikroalglerin igerdikleri karbonhidrat
miktarlarinda meydana gelen degisimler
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Ortam element konsantrasyonu normalden 5 kat fazla oldugunda, ¢cogu durumda
mikroalglerin karbonhidrat iceriklerinde 6nemli bir degisim belirlenmemistir. Ancak
Zn fazlaliginda mikroalglerin karbonhidrat icerikleri ilk giin yaklasik 3 kat artmis, bu
artis 3. giinde 2.2 kat olarak belirlenmistir (Sekil 3.16). Inkiibasyonun ilerleyen
stirelerinde de azalma siirmiis ve 5. glinden itibaren 6lgiilen degerler kontrole kiyasla
istatistiksel olarak dnemsiz bulunmustur (Sekil 3.16). Bu durum agir metal stresine
cevapta mikroalglerin karbonhidrat biriktirdiklerini, stresin siiresinin uzamasi ile
birlikte biinyesinde biriktirdigi sekerleri kullanarak savunma mekanizmalarini

harekete gecirdigini gosterir
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Sekil 3.16. Element bolluguna cevapta mikroalglerin icerdikleri Karbonhidrat
miktarlarinda meydana gelen degisimler

FTIR olgiimleri ile elde edilen veriler daha Once gergeklestirilen floresans ve
mikroskobik dl¢iimler ile birlikte degerlendirildiginde bu asamadan sonra yapilacak
Olctim ve uygulamalarin lipid igerigi en fazla artis gosteren element uygulamalari

olan N, S, P ve Mg agliklar1 ile N ve Zn elementlerinin 5x konsantrasyonda
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bulunduklar1 ortamlarda kiiltiire alinan mikroalgler 6zne alinarak gercgeklestirilmesi

kararlastirilmistir.

3.2. Biiyiime ortamindaki element manipiilasyonunun mikroalglerin icerdikleri

ve kullandiklar: element yogunlugu iizerine etkisi

Mikroalglerin biiyiimesi ile ilgili degerlerle birlikte notral lipid i¢erigindeki artisin en
yiiksek ve nispeten uygun oldugu biiylime ortamlar1 olarak belirlenen, icerisinde N,
S, P, ve Mg elementlerinin hi¢ bulunmadigi ve N ve Zn elementlerinin 5x
konsantrasyonlarda bulunduklar1 ortamlarda inkiibasyona birakilarak inkiibasyonun
1., 3., 5., 7. ve 10. giinlerinde 6rneklenen mikroalglerin yapilarinda bulundurduklari
ve biiylime ortamlarinda bulunan bazi makro ve mikroelement (Mg, P, K, Ca, Mn,
Fe, Co, Cu, Zn, Mo) konsantrasyonlarinda meydana gelen degisimler ICP-MS analizi
ile  belirlenmistir. ICP-MS  analizi birgok makro ve mikroelementin
konsantrasyonlarinin belirlenmesinde ¢ok kesin sonuglar verebiliyor olsa da C, N, H
ve S konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in uygun degildir. Bu sebeple bu
elementlerin miktarlarinda meydana gelen degisimler CHNS/O elemental analizor

cihazi ile Ol¢lilmiistiir.
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Sekil 3.17. Farkli ortamlarda inkiibasyona birakilan mikroalglerin biiyiime
ortamlarindaki Mg, P, K, Ca, Fe ve Zn element konsantrasyonlarinda
meydana gelen degisiklikler

Farkli ortamlarda (N, S, P, ve Mg elementlerinin hi¢ olmadigi, N ve Zn
elementlerinin 5x konsantrasyonda bulunduklari) inkiibe edilen mikroalglerin
bliylime ortamlarindaki Mg, P, K, Ca, Fe ve Zn elementlerinin miktarlarinda 10
giinliik inkiibasyon siiresince meydana gelen degisiklikler incelendiginde, Slciilen
elementlerin hi¢ birinin 10 giinliik siire sonunda tiikkenmedigi, ancak Zn elementinin
biiyiitme ortaminda 5x konsantrasyonda bulundugunda Fe miktarinda ilk giinden
itibaren azalma gosterdigi kaydedilmistir (Sekil 3.17). Bu durum ortamda fazla
miktarda bulundugunda Zn elementinin Fe ile bilesik olusturdugu ve cokeldigini
gosterebilir. Bdylece Zn elementinin 5x konsantrasyonda bulundugu ortamda

bliyliyen mikroalglerin Fe alimimin da engellendigi sonucuna varilabilir. Bu haliyle,
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yalnizca biiylitme ortaminda bulunan element degisikliklerine bakildiginda Zn
elementinin 5x konsantrasyonda bulundugu ortamda biiyiiyen mikroalglerin lipid
igceriklerindeki artislar Zn fazlaligindan ziyade Fe alinamamas: ile iligkilendirilebilir.
Ancak Fe acgliginda mikroalglerin lipid igeriklerinde floresans dlgiimlere gore kiigiik
artiglar belirlenmis olsa da FTIR Ol¢limleri bu artisin digerleri kadar 6nemli
olmadigin1 gostermistir. Diger taraftan Zn elementinin 5x konsantrasyonda
bulundugu ortamdaki mikroalglerin notral lipid ve TAG igerikleri hem floresans hem
de FTIR o6l¢iimleri ile dogrulanmistir. Dolayisiyla ortamda Zn elementi bol miktarda

bulundugunda meydana gelen degisiklikler hem Zn elementinin fazla olmasindan ve

hem de Fe elementinin alinamamasindan kaynaklanabilir.
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Sekil 3.18.Mikroalglerin icerdikleri bazi makroelement miktarlarinda zamana gore
meydana gelen degisiklikler

Mikroalglerin biiylime ortamlarinda bulunan bazi1 elementlerin miktarlarinda

meydana gelen degisiklikler belirlendikten sonra mikroalglerin yapilarinda
bulundurduklar1 baz1 makro (Sekil 3.18) ve mikroelement (Sekil 3.20) miktarlarinda
meydana gelen degisiklikler belirlenmistir. Sekil 3.18 ’de gosterildigi gibi,
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mikroalglerin igerdikleri Mg element miktar1 element agliklarinda azalmistir. Azot ve
cinko fazlaliklarinda bu element aliminda azalma olmus ancak diger ortamlarda
oldugu gibi carpici degisiklikler belirlenmemistir. Ancak Mg elementi ile ilgili olarak
dikkati ¢eken bir nokta kiikiirt acliginda Mg alimimin artmast olmustur. Yine Ca
elementi kontrole kiyasla diger gruplarda az oranda iken kiikiirt acligina birakilan
mikroalglerde artis gdstermistir. Ilgi ¢eken diger bir nokta K elementinin element
manipulasyonu uygulanmis olan tim mikroalglerde kontrole kiyasla artis
gostermesidir. Bu durum detayli incelemeye deger bir bulgudur. Son olarak fosfor
elementi, N fazlaliginda yetisen mikroalgler disinda element manipulasyonu

uygulanan tiim mikroalglerde kontrole kiyasla azalma gostermistir.
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Sekil 3.19. Mikroalglerin N, S, C ve H element igeriklerinde meydana gelen
degisiklikler
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Mikroalglerin igerdikleri C, H, N ve S element konsantrasyonlarinin belirlenmesinde
CHNSO/Element analizériinden faydalanildi. Ozellikle kiikiirt aghginda kiiltiire
alian mikroalglerin N konsantrasyonlarindaki onemli ve keskin diisiis, S aclhigina

cevapta mikroalglerin N elementini de kullanimlarinin  engellendigini

90



gostermektedir. Dolayist ile S agligindan kaynaklanan metabolik degisiklikler S
elementinin olmayisindan mi, yoksa buna bagli olarak N elementinin yeterince
almamamasindan mi1 kaynaklandiginin arastirilmasi literatiire degerli katkilar
verecektir. Bu doktora calismasi ile elde edilen bu bulgu ileride detayli bir sekilde
irdelenecektir. Yine P agligina maruz birakilan mikroalglerin N icerikleri de zamanla
lineer bir azalma gostermistir. Bu durum da P ac¢lifinda mikroalglerin N elementini
almadiklarin1 gosterebilir. Dolayisiyla P ag¢liginda mikroalglerin biliyiime ortamindan
N elementini kullanabilmek i¢in gerekli tagiyici sistemde zamanla bir hasar olustugu
ve mikroalglerin kendi biinyelerinde bulunan azotu kullanma yoluna gittikleri sonucu
¢ikar. Ancak bu durumda S acliginda yetisen mikroalglerde, P acgliginda yetisenler
bir yana N agliginda yetisenlerden dahi daha diisiik N element konsantrasyonlarina
ilk glinden itibaren sert diisiisiin aciklamasi bu ¢aligmada merak edilen onemli bir
konudur. Bu durumu anlasilir ve bir o kadar da ilgin¢ kilan bulgu N acliginda
inkiibasyona birakilan mikroalglerin S element iceriklerinde ilk giinden itibaren yine
oldukea sert bir diisiisiin gerceklesmesi, ve ilerleyen gilinlerde de bu durumun devam
etmesidir. Dolayisi ile C.reinhardtii mikroalginde N ve S metabolizmasi birbiri ile
stki bir iligski icerisindedir ve bu elementlerden herhangi birinin olmayisi
mikroalglerin bliylimesini 6énemli oranda baskilar. Tabii burada N acliginda kiiltiire
alman mikroalglerin biiylimelerindeki baskilanmanin ortalama %90 diizeylerinde,

oysa S agliginda %40 diizeyinde oldugunu da vurgulamak gerekir (Sekil 3.19).
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Sekil 3.20. Mikroalglerin igerdikleri baz1 mikroelement miktarlarinda zamana gore
meydana gelen degisiklikler

Farkli ortamlarda inkiibe edilen mikroalglerin biiyiitme ortamlarinda kullanilan bazi
mikroelementlerin mikroalglerdeki miktarlarinda zamana goére meydana gelen
degisikliklere bakildiginda dikkati c¢eken genel durum kontrol sartlarindan
cikildiginda mikroalglerin mikroelement konsantrasyonlarinda genel manada bir
azalmanin olmamasi ve hatta artiglar olmasidir (Sekil 3.20). Farkli ortamlarda

yetistirilen mikroalglerde diger elementlerin miktarsal degisimlerine bakildiginda;

- N agligina birakilan hiicrelerin Fe ve Cu igeriklerinde,

- S aghigina birakilan hiicrelerin Cu ve Mo igeriklerinde,

- P agligina birakilan hiicrelerin Zn, Fe, Cu, Mo igeriklerinde,
- Mg achigina birakilan hiicrelerin Mn ve Cu igeriklerinde,

- N bollugunda (5x) yetisen hiicrelerin Fe ve Cu igeriklerinde,
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- Zn bollugunda (5x) yetisen hiicrelerin ise Ol¢iilen tiim mikroelementler
bakimindan kontrole kiyasla ¢ok daha yiliksek diizeyde artiglar

gozlemlenmistir.

Cinko elementinin fazla oldugu ortamlarda yetisen mikroalglerin biiylime
ortamlarinda Fe konsantrasyonunun ilk gilinden itibaren son derece diisiik oldugu
gozlemlenmis idi (Sekil 3.17). Bu durumda mikroalglerin yapilarinda bulunan Fe
konsantrasyonunun kontrole ve belki de diger ortamlarda yetisen mikroalglere
kiyasla ¢ok daha az miktarda olmasi beklenmesine ragmen bu ortamda biiyiitiilen
mikroalglerin Fe icerikleri kontrol ve diger ortamlarda yetisen mikroalglere kiyasla
yiiksek oranda oldugu belirlenmistir. Yine Zn elementinin fazla bulundugu ortamda
yetisen mikroalglerin Zn igeriklerinde kontrol ve diger gruplara kiyasla ¢cok onemli
oranda artiglar belirlenmis ve bdylece bu elementin fazlaliginda meydana gelen
notral lipid ve TAG artiglarinin ana etkeninin yalnizca bu elementin fazlaligi oldugu
sonucuna varilmistir. Biiylime ortaminda mikroalgler tarafindan kullanilan bir agir
metalin yliksek konsantrasyonda bulunmasi mikroalglerin kullandigi diger tiim
mikroelement konsantrasyonlarinda artisa yol acgiyor. Beklenenin aksine ortam
element konsantrasyonlar1 ile oynandiginda mikroalglerin icerdikleri mikroelement
konsantrasyonlarinda kontrol gruplarina kiyasla 6nemli artiglar olmasi tezin
yaziminda detayli bir sekilde tartisilacaktir fakat bu durum kontrol sartlarindan
uzaklastikca mikroalglerin bazi hayati metabolik yollarin sekteye ugramasi ve

boylece secicilik 6zelliklerinin azalmasi sonucu ile agiklanabilir.

3.3. Mikroalglerin biiyiimesi ve notral lipid i¢erikleri iizerine sicakhik ve 151k

siddetinin etkisi

Farkli ortamlarda inkiibasyona birakilan mikroalglerin nétral lipid igeriklerinde
ortam sicakligina ve 151k siddetine bagli olarak meydana gelen degisimlerin
belirlenmesi amaciyla yukarida bahsedildigi sekilde kontrol dahil 7 degisik ortama
ekilen mikroalgler; icerisi 35°C (£2°C) ya da 15°C (+2°C) sicakliga ayarlanmis veya
35 PAR ya da 250 PAR 1s1k siddetine ayarlanmis iklimlendirme kabinlerinde 10 giin

boyunca inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyonun 1., 3., 5., 7. ve 10. giinlerinde
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orneklenen mikroalglerin biiytime (Sekil 3.21, 3.22) ve nétral lipid (Sekil 3.23, 3.24)

iceriklerinde meydana gelen degisiklikler belirlenmistir.
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Sekil 3.21. Farkli element agligi ya da bollugu bulunan ortamlarda yetistirilen
mikroalglerin ortam sicaklik ve 151k siddeti degisimlerine cevapta
biliylimelerinde meydana gelen degisiklikler

Yukaridaki sekilde gosterildigi gibi kontrol sartlarinda (23°C sicaklik ve 100 PAR
151k siddeti) ortam element aclig1 veya bollugunda mikroalglerin biiylimeleri degisik
oranlarda baskilanmistir. Kontrol sartlarinda biliylimenin en fazla ve en az
baskilandig1 gruplar N elementinin olmadig1 ve bol miktarda bulundugu ortamlardir.
Ortam sicaklik ve 151k siddetinin diisiik oldugu (15°C ve 35PAR) durumlarda kontrol
grubunda da biiyiime 6nemli diizeyde baskilandigindan dolay1 kontrol sartlar1 (23°C
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ve 100PAR) altinda element manipulasyonu uygulanan mikroalglerin kontrollerine
kiyasla aralarindaki biiylime farkliliklar1 oldukga azalmistir. Diger taraftan ortam
sicaklik ve 151k degerleri artirildiginda (35°C ve 250 PAR) element manipulasyonu
uygulanan mikroalgler ile kontrol gruplar1 arasindaki biiyiime farkliliklarinda kontrol
sartlarina kiyasla 6dnemli bir fark gozlemlenmemistir (Sekil 3.21). Boylece diisiik
sicaklik ve 11k siddetleri mikroalglerin biiylimelerinde 6nemli sinirlayici etkenler

olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.22. Farkl biiylime ortamlarinda yetistirilen mikroalglerin biiytimeleri {izerine
ortam sicaklik ve 1s1k siddetinin etkisi

Ortam sicaklik ve 151k siddetleri degistirildiginde kontrol sartlarina kiyasla biiylime
ortaminda element manipulasyonu uygulanmis mikroalglerin biiylimelerinde
meydana gelen degisimlerin daha agik goOsterilmesi amaci1 ile, element
manipulasyonu uygulanan mikroalglerin farkli sicaklik ve 1sik siddetleri altinda
yalnizca tek bir grupda meydana gelen biiyiime oranlarindaki degisiklikler
gosterilmistir (Sekil 3.22). Sekil 3.22°de gosterildigi gibi kontrol, N ve S eksik, N ve

Zn fazlalig1 ortamlarinda yetisen mikroalglerin biiyiimeleri ortam sicaklik ve 1s1k
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siddeti degistirildiginde azalmis, diisiik sicaklik ve 151k siddetleri altinda biiyiimedeki
azalma daha yiiksek oranda gozlemlenmistir. Ancak Mg ve P aghiginda yetisen
mikroalglerin biiylimeleri sicaklik ve 151k degisiminden etkilenmemistir. Bu durum,
bu element agliginda biiylimede meydana gelen baskilanmanin, sicaklik ve 151k
degisiminde meydana gelen degisiklikler ile alakali olabilecegini gostermekle
beraber detayli arastirmaya deger bir konudur. Genel manada mikroalgler stres
sartlar1 olustugunda biiylimelerini yavaslatarak karbonhidrat ve lipid stoklarini
artirdiklarindan dolay1 ortam sicaklik ve 151k siddetindeki degisikligin mikroalglerin
notral lipid igerigini ve bdylece biyodizel hammaddesi iiretimini artiracaklari
diistiniilmiistiir. Bu sebeple ortam sicaklik ve 151k yogunlugunun degistigi
durumlarda farkli element manipulasyonu uygulanmis mikroalglerin ndtral lipid

iceriklerinde meydana gelen degisiklikler 6l¢iilmiistiir (Sekil 3.23, 3.24).
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Sekil 3.23. Farkli element aclhigi ya da bollugu bulunan ortamlarda yetistirilen
mikroalglerin ortam sicaklik ve 151k siddeti degisimlerine cevapta notral
lipid igeriklerinde meydana gelen degisiklikler
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Normal sartlar altinda mikroalglerin nétral lipid igerikleri calisilan tiim ortamlarda
kontrole kiyasla artiglar gostermisti. Bu durumun, ortam sicaklik ve 1sik siddetinin
degistigi durumlarda da benzer sekilde oldugu gézlemlenmistir. Bununla birlikte bazi
ozgil farklihklar da gozlemlenmistir. Ortam sicaklik ve 151k  siddetleri
degistirildiginde  kontrol sartlarina  kiyasla biliyime ortamimnda element
manipulasyonu uygulanmig mikroalglerin nétral lipid igeriklerinde meydana gelen
degisimlerin daha acik gosterilmesi amaci ile, element manipulasyonu uygulanan
mikroalglerin farkli sicaklik ve 1s1k siddetleri altinda yalmizca tek bir grupda
meydana gelen notral lipid igeriklerinde meydana gelen degisiklikler gosterilmistir
(Sekil 3.24).
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Sekil 3.24. Farkli biliylime ortamlarinda yetistirilen mikroalglerin noétral lipid
igerikleri lizerine ortam sicaklik ve 1s1k siddetinin etkisi

Genel olarak ortam sicakligr artirildiginda tiim ortamlarda yetisen mikroalglerin
notral lipid igeriklerinde kontrol ortaminda yetisenlere kiyasla artiglar belirlenmistir.

Ancak bazi gruplarda notral lipid artislari  olduk¢a yiiksek diizeylerde
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gerceklesmistir. Ornegin N agligina birakilan mikroalglerde 10. giin sonunda nétral
lipid igerikleri kontrol grubuna kiyasla yaklasik 1.95 kat artmis iken ortam sicakligi
35°C’ye ¢ikarildiginda nétral lipid igeriklerindeki artiglar ayni sicakliktaki kontrol
grubuna gore 4.35 kat, kontrol ortamindaki N eksik gruba gore ise 7.1 kat daha
yiikksek olmustur. Diger taraftan P agligina birakilan mikroalglerin nétral lipid
icerikleri kontrol sartlar1 altinda 10 giinliik bir inkiibasyonun sonunda kontrol
gruplarma kiyasla yaklasik olarak 5.1 kat artmis iken ortam sicakligi 15°C olan
sartlarda ayn1 sicakliktaki kontrol grubuna goére ise 5.6 kat daha yiiksek olmustur
(Sekil 3.23). Bu uygulamalarla elde edilen sonuglar, element eksikligi sayesinde
ndtral lipid {retimindeki artisa ragmen meydana gelen biiyiime hizindaki
yavaglamanin ortam sicakligr artirnlldiginda bir noktaya kadar giderilebildigini

gostermektedir.

3.4. Bilyiime ortamindaki element manipiilasyonunun mikroalglerin toplam

lipid iiretimleri iizerine etkileri

Mikroalglerin biiyiimesi ile ilgili degerlerle birlikte notral lipid igerigindeki artisin en
yiiksek ve nispeten uygun oldugu biiylime ortamlar1 olarak belirlenen, igerisinde N,
S, P ve Mg elementlerinin hi¢ bulunmadigt ve N ve Zn elementlerinin 5x
konsantrasyonlarda bulunduklari ortamlarda inkiibasyona birakilarak inkiibasyonun
10. giiniinde Orneklenen mikroalglerin toplam lipid iiretimi iizerine etkileri
belirlenmistir. Mikroalg orneklerinin kuru agirliklar tayin edilmis ve igerdikleri
toplam lipid miktar1 ile birlikte ayni1 sekil ilizerinde gosterilmistir. Sekil 3.25
incelendiginde N ve S acligima maruz birakilan mikroalglerin kuru agirliklar
kontrole kiyasla sirasiyla %28 ve %25.4 oraninda azalmis buna karsin toplam lipid
ierikleri sirasiyla 2.4 ve 2.3 kat artmistir. Ote yandan P ve Mg agligina birakilan
orneklerin kuru agirliklar1 kontrole kiyasla dnemli bir degisim sergilememis, oysa
toplam lipid igerikleri sirasiyla 2.8 ve 2.5 kat artig gostermistir. Yine ortam N ve Zn
konsantrasyonu normalin 5 kati artirildiginda mikroalglerin kuru agirliklarinda
onemli bir degisim gozlemlenmezken toplam lipid icerikleri sirasiyla 1.3 ve 1.6 kat

artmis, bu artiglar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Sekil 3.25. Ortam element agligi ve bolluguna cevapta mikroalglerin icerdikleri
toplam lipid miktar1 ve nispi kuru agirliklarinda meydana gelen
degisimler. Inkiibasyonun 10. Giiniinde &6rneklenen mikroalgler
kullanilmistir

3.5. Biiyiime ortamindaki element manipiilasyonunun mikroalglerin icerdikleri

yag asidi metil ester (FAMES) profillerinde sebep oldugu degisimler

Mikroalglerin biiytimesi ile 1ilgili degerlerle birlikte toplam ve nétral lipid
icerigindeki artisin en yiiksek ve nispeten uygun oldugu biiylime ortamlar1 olarak
belirlenen, igerisinde N, S, P ve Mg elementlerinin hi¢ bulunmadigi ve N ve Zn
elementlerinin  5x konsantrasyonlarda bulunduklar1 ortamlarda inkiibasyona
birakilarak inkiibasyonun 10. giiniinde Orneklenen mikroalglerin FAMEs
profillerinde meydana gelen degisimler belirlenmistir. Daha 6nce yapilan 6lgiimlerde
bu ortamlarda yetistirilen mikroalglerin toplam ve nétral lipid igerikleri Onemli

oranda artmig, biiylimedeki baskilanma da N agligina birakilan mikroalglerde ¢ok
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yiiksek diizeyde olsa da diger gruplarda nispeten makul oranlarda oldugu, dolayisi ile
mikroalglerden biyodizel {iretim amagli lipid eldesinde bu ortamlarin
kullanilabilecegi kanisina varilmis idi. Ancak mikroalglerin ekstraksiyonu ile elde
edilen yagin yag asidi profillerinin de bilinmesi, biyodizel iiretimi i¢in Gnem
tagimaktadir. Biyodizel iiretilecek olan yagda doymus yag asitlerinin (SFA) ve tekli
doymamig yag asitlerinin (MUFA) yiiksek oranda bulunmasi, diger taraftan ¢oklu

doymamis yag asitlerinin (PUFA) de diisiik oranlarda bulunmasi aranan bir 6zelliktir.

Sekil 3.26°da gosterildigi gibi kontrol ortaminda kiiltiire alinan mikroalglerin toplam
SFA, MUFA ve PUFA oranlar1 sirasi ile %62.5, %10.7 ve %?26.8 olarak
belirlenmistir. Azot ve P aghigina birakilan mikroalglerin kontrole kiyasla SFA
(9%57.2 ve %58.7) ve PUFA (%21.9 ve %22.2) oranlar1 azalmig buna karsin MUFA
(%20.9 ve %19.1) oranlarinda artislar belirlenmistir. Bununla birlikte, S ac¢liginda
kiiltiire alinan mikroalglerin SFA (%71.1) ve MUFA (%]14.7) oranlar1 artmig ve
bununla birlikte PUFA (%14.2) oranindada da énemli bir azalma kaydedilmistir. Ote
yandan Mg aghiginda kiiltiire alinan mikroalglerin MUFA konsantrasyonlarinda
(%9,1) onemli bir degisim olmamis, SFA igerigi (%48.1) onemli oranda azalmas,

buna karsin PUFA igerikleri de (%42.8) dikkate deger diizeyde artmustir.

Biiylime ortaminda normalden 5 kat fazla N veya Zn elementi bulundugunda
mikroalglerin igerdikleri SFA konsantrasyonlar1 (%51.4 ve %48.3) azalmig, buna
karsin MUFA konsantrasyonlari (%20.1 ve % 14.4) artmistir. Diger taraftan PUFA
konsantrasyonu N fazlaliginda (%28.5) kontrole kiyasla Onemli bir degisim

sergilememis, ancak Zn fazlaliginda (%37.3) 6nemli oranda artmustir (Sekil 3.26).

100



100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%

30%
20%
10%

0%

C N S P Mg 5xN 5xZn

Sekil 3.26. Ortam element agligi ve bolluguna cevapta mikroalglerin igerdikleri
doymus, tekli doymamis ve coklu doymamis yag asidi oranlarinda
meydana gelen degisimler. Inkiibasyonun 10. giiniinde 6rneklenen
mikroalgler kullanilarak 6l¢iim yapilmistir.

Cizelge 3.1°de mikroalglerin FAMEs degerleri yiizde olarak sunulmus (a), ayrica
mikroalglerin igerdikleri FAMEs degerleri sayisal olarak (ug FAMEs/mg liyofilize
hiicre) verilmistir (b). Cizelge 3.1 incelendiginde, ortam element yoklugu veya
bolluguna cevapta kontrol grubunda belirlenmis olan yag asidi metil esterlerin
oranlarinda degisiklik olmasinin yaninda bazi yag asitlerinin belirlenemedigi ve
kontrol grubunda olmayan bazi yag asidi metil esterlerinin de farkli oranlarda ortaya
ciktig1 goriilebilir. Kontrol grubunun icerdigi FAMEs igerisinde en yiiksek orani
doymus yag asitleri (SFA) olan Palmitik asit ve Stearik asit oranlari yaklagik olarak
%32.3, %29.2, ¢oklu doymamis yag asidi (PUFA) olan Linolenik asit ve tekli
doymamis yag asidi (MUFA) olan Oleik asit sirastyla %21.1 ve %8.3 ¢oklugu ile
olusturmaktadir. Mikroalglerin biiyiime ortamlarinda N veya S elementi
cikarildiginda mikroalglerin icerdikleri bu yag asitleri yiizdeleri sirasi ile %43.3 ve
%39.3 oranlarinda Palmitik asit, %12.9 ve 30.6 oranlarinda Stearik asit, %4.3 ve 3.7
oranlarinda linolenik asit ve %19.3 ve 11.6 oranlarinda da Oleik asit olusturmaktadir.
Burada ¢arpici olan sonu¢ doymus yag asidi oranlarinda énemli artiglarin yaninda
doymamig yag asidi igeriginde de onemli oranda diisiisler gerceklesmistir. Ancak

tekli doymamis yag asidi igeriginde artis olmasinin yaninda bir baska c¢oklu
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doymamis yag asidi olan linoleik asit yogunlugunun da artmasi idi. Kontrol
grubunda yaklasik olarak %4.75 oraninda bulunan linoleik asit yiizdesi N ve S
acliklarinda siras1 ile %15.4 ve %7.2’ye kadar artiglar gostermistir (Cizelge 3.1.a,
Cizelge 3.1.b).

Biiylime ortaminda P elementi bulunmadigi durumda mikroalglerin icerdikleri
Palmitik asit ve Stearik asit konsantrasyonlarinda kontrol grubuna kiyasla énemli bir
degisme kaydedilmemistir. Bu grup mikroalglerin igerdikleri Linolenik asit
konsantrasyonunda %46 oranlarinda azalma belirlenmis, doymamis yag asitleri olan
Oleik asit ve Linoleik asit konsantrasyonlarinda sirasi ile yaklasik olarak %80 ve
%104 oraninda artislar dlgiilmiistiir. Ote yandan Mg agligina birakilan mikroalglerin
Palmitik asit ve Linolenik asit igeriklerinde 6nemli bir degisim belirlenmemesine
ragmen Stearik asit icerikleri yaklasik olarak %48 oraninda azalmis bu durumun P
aclhigina birakilan mikroalglerdekine benzer oldugu kaydedilmistir. Ancak bu grup
mikroalglerde kontrol grubunda belirlenememesine karsin bir baska ¢coklu doymamis
yag asidi olan Palmitoleik asit ve FEikosatrienoik asit siras1 ile %7.2 ve 2.3
oranlarinda, ve bir tekli doymamis yag asidi olan Hipogeik asit %1.3 oraninda ortaya
¢ikmig, bununla birlikte Oleik asit i¢erigi de yaklasik olarak %37 oraninda azalmistir
(Cizelge 3.1.a, Cizelge 3.1.b).

Biiylime ortamlarinda normalden 5 kat fazla konsantrasyonda N veya Zn elementi
bulundugu durumlarda mikroalglerin icerdikleri Palmitik asit konsantrasyonlarinda
Oonemli bir degisim belirlenmemis, buna karsin Stearik asit ile Linolenik asit
konsantrasyonlarinda kontrole kiyasla siras1 ile yaklasik olarak %39 ve %45 ile %24
ve %20 oranlarinda azalmalar kaydedilmistir. Yine ortam N konsantrasyonu
artirlldiginda kontrol grubunda belirlenememesine karsin ¢oklu doymamis yag
asitleri olan Palmitoleik asit, Heksadekatrienoik asit, Eikosatrienoik Asit ve tekli
doymamis yag asitleri olan 7-Oktadesenoik asit, Hipogeik asit ve Nevronik asit
bilesikleri dikkate deger oranlarda ortaya cikmistir. Ote yandan ortam Zn
konsantrasyonu artirildiginda da kontrol grubunda rastlanamamasina ragmen coklu
doymamis yag asitleri olan Palmitoleik asit, Heksadekatrienoik asit, Eikosatrienoik
Asit ve Eikosapentaenoik asit ile tekli doymamis yag asidi olan Lignoserik Asitin

onemli oranlarda oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 3.1.a, b. Mikroalglerin FAMEs igeriklerinde meydana gelen yiizde (a) ve
miktarsal (b) degisimler

% oran (Ortalama * Standart Sapma)

a) FAMES Dogasi
C -N -S -P -Mg 5xN 5xZn
Myristik asit 140 | gpp | 0,55+0,1 | 0,9+0,15 0,2+0,03
Pentadekanoik asit 150 | gga | 0,6%0,05 1,3+0,2 | 0,8+0,1 | 1,8+0,3 | 0,8+0,1
Palmitik asit 16,0 | SFA | 32,3+3,4 | 43,3+1,1 | 39,3+£2,5 | 33,3+4,1 | 31,3£3 | 32,7+5,1 | 32,3+4,1
Palmitoleik asit 16;2 | PUFA 7,2+0,8 | 2,8+1,1 1+0,2
7 Hekzadesenoik asit 161 | MUFA | 24406 | 1,70.4 | 2,9:04 | 43+13 | 2,60,5 | 2,9+12 | 1,6+0,2
7,10-heksadekadienoik asit 16:2 | PUFA 0,9+0,05 | 2,2+0,3 1+0,2 1,1£0,2 | 1,1+0,1 | 1,1+0,2 | 3,1+0,3
7,10,13 Heksadekatrienoik asit | 16;3 | PUFA - 0,5+0,06 | 1,7+0,6
Hipogeik asit 16;1 | MUFA 1,3+0,2 | 3,2+0,7
Stearik Asit 18;0 SFA 29,2+6,4 | 12,9+1,2 | 33#5,8 | 24,5+#5,8 | 15+2,1 | 17,9+2,4| 16,3%3,1
Lignoserik Asit 18;1 | MUFA - - - - - - 3,40,6
7-Oktadesenoik asit 181 | MmuUFA -—- - - - - 3,3+1,1 -
Oleik asit 18;1 | MUFA | 8,3+2,1 | 19,3+0,5 | 11,6+2,7 | 14,9+2,7 | 5,2+1,2 | 10,4+1,4 | 9,5+2,3
Linoleik asit 18;2 | PUFA | 4,65+1,1 | 15,4+0,2 | 7,2+0,9 9,7£1 5,8+0,8 | 6,3+1,2 | 9,1#1,9
Linolenik Asit 18;3 | PUFA | 21,1#54 | 4,3+0,2 | 3,7+1 |11,2+3,2 | 26,4+4,1 | 16,1+2,6 | 16,8+2,8
Arasidik asit 20;0 SFA -—- - - 0,2+0,01 - - -
11,14,17 Eikosatrienoik Asit 20;3 | PUFA - - - - 2,3+0,4 | 1,7¢0,3 | 1,6%0,2
Eikosapentaenoik asit 20;5 | PUFA - - - - - - 3,4+0,9
Nevronik asit 241 | MUFA -—- - - - - 0,3+0,04 -
ug/mg liyofilize hiicre
b) FAMES
Dogasi C -N -s -P -Mg 5xN 5xZn
14:0 0,35+0,0
Myristik asit ! SFA 1 1,5+0,2 - 0,2+0,03
+
Pentadekanoik asit B0 s 0,456_010 — | 09%01 | 1203 | 1,3:03 | 0601 | -
Palmitik asit 16,0 | SFA | 26,8114 | 39 6+4,2 | 27,4435 | 43,645,1 | 32,6¢4,5 | 24,7¢4,1 | 25,6+2,8
Palmitoleik asit 16;2 | PUFA - . . . 6,140,9 | 2,1#0,3 | 0,9+0,1
7 Hekzadesenoik asit 16;1 | MUFA | 1,840,2 | 1,6+0,5 20,2 5,4+0,9 | 1,8+0,5 1,66 1,4+0,3

7,10-heksadekadienoik asit 16;2 | PUFA | 0,710,04 | 2,2+0,4 | 0,6+0,1 | 1,5+0,2 1+0,2 0,94 2,7+0,3

7,10,13 Heksadekatrienoik asit | 16;3 | PUFA - . . . . . 15405
Hipogeik asit 16;1 | MUFA 2,8+0,4 2,89 -
31,552
ik Asi 18,0 | SFA + ! !
Stearik Asit L1 0 a1 | 244021 | 7 |183#36| 13,04 | 12,6423
Lignoserik Asit 18;1 | MUFA -—- . . . . . 15402
7-Oktadesenoik asit 181 | Mmura 2,27
Oleik asit 181 | MUFA | 6,680,2 | 17 6365 | 7,7+2,1 | 19,516 | 54£1,1 | 7,48 | 8,6%2,1
Linoleik asit 18;2 | PUFA | 3,931,4 | 14243,4| 4,3t1,4 | 12,7+1,3 | 5413 | 4,52 | 8,2+1,1
Linolenik Asit 183 | PUFA | 17,741,1] 41411 | 3,5+1,2 | 154#4,5 | 25243,5| 13,68 | 15:2,3
Arasidik asit 20,0 | opp o - o 0,1+0.02 — — —
11,14,17 Eikosatrienoik Asit 20;3 PUFA - . . . 48407 115 15+02
Eikosapentaenoik asit 20,5 | PUFA --- 3,610,7
Nevronik asit 24;1 MUFA . o . - . 0,20158 .
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3.6. Mikroalglerin icerdikleri klorofil ve karotenoid miktarlarinda meydana

gelen degisimler

Mikroalgler metabolik faaliyetleri ve dolayisiyla cogalmalari i¢in fotosenteze ihtiyag
duyarlar. Fotosentez yapma etkinlikleri yapilarinda bulundurduklar1 klorofil ve
karotenoid miktarlar1 ile paralellik gosterir. Stres altinda mikroalgler metabolik
aktivitelerini yavaslatirlar hatta zigot olustururlar, dolayisiyla fotosentez hizini da
yavaglatmak i¢in stres altinda mikroalglerin ¢ogunlukla klorofil igeriklerini
azaltmalar1 beklenen bir sonugtur. Yapilan 6l¢timlerde mikroalglerin toplam klorofil
igerikleri N, S ve Mg achigina birakilan 6rneklerde azalmis, N elementinin fazla
bulundugu durumlarda ise 6zellikle ilerleyen 7 ve 10. giinlerde artis gdstermistir.
Klorofil igeriginde en Onemli azalma N agligina birakilan Orneklerde
gbzlemlenmistir. Kiikiirt ve Mg acligina cevapta mikroalglerin klorofil igeriklerinde
ilk giin meydana gelen diisiis istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmus, diger giinlerde
yapilan Ol¢iimler sonucu elde edilen degerler klorofil igeriginin kontrole kiyasla
onemli oranda azaldigini gostermistir. Ote yandan P acgh@ina maruz birakilan
mikroalglerin klorofil igeriklerinde kontrole kiyasla istatistiksel olarak 6nemli bir
degisim kaydedilmemistir. Cinko fazlaligina cevapta klorofil igerigi ilk giin diisiik
olarak bulunsa da ilerleyen giinlerde yapilan Ol¢iimler kontrole kiyasla bu grup
mikroalglerde klorofil iceriginin 6nemli oranda degismedigini gostermistir (Sekil
3.27). Diger taraftan klorofil a / klorofil b oranlari N ve S acliginda ilk giinden
itibaren, Zn ve N fazlaliginda ise inkiibasyonun siiresinin uzamasi ile énemli oranda
azalmalar gostermistir (Sekil 3.27). Bununla birlikte klorofil a/b oran1 P ve Mg

acligina cevapta lineer bir degisim goéstermemistir.
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Sekil 3.27. Mikroalglerin toplam klorofil, klorofil a/b ve toplam karotenoid
iceriklerinde meydana gelen degisimler

Yapilan olglimler genel olarak strese cevapta mikroalglerin karotenoid igeriklerinin
arttigint  gostermistir. Karotenoidler fotosentezdeki islevlerinin yani sira Snemli
antioksidant molekiillerdir. Dolayisiyla stresin siiresi arttikca karotenoid igeriginin
artmasi sasirtict bir sonug¢ degildir. Yapilan tiim uygulamalarda stresin siiresi
uzadikca mikroalglerin karotenoid igeriklerinde lineer artiglar gozlemlenmistir.
Ancak Mg aghginda ilk giinden itibaren 6nemli bir degisiklik kaydedilmemistir
(Sekil 3.27).
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3.7. Mikroalglerin icerdikleri Hidrojen Peroksit (H,O,) konsantrasyonunda

meydana gelen degisimler

Canli organizmalar strese maruz kaldiklarinda reaktif oksijen tiirlerinin salinimi artar
ve eger reaktif oksijen tiirleri etkili bir bicimde temizlenemez ise meydana gelen
oksidatif stres organizmay1 oliime siiriikleyebilir. Farkli element manipulasyonlarina
cevapta mikroalglerde meydana gelen oksidatif stresin diizeyini belirlemek amaci ile
bu arastirmada farkli giinlerde H;0, miktarlar1 oOlgiilmiistir. Sekil 3.28 ’de
gosterildigi gibi HyO, miktari, N acligina birakilan mikroalglerde ilk giinden itibaren
onemli oranda artmustir. Ote yandan S, P ve Mg agligina birakilan mikroalgler ile Zn
fazlaliginda ilk giinlerde H,O, miktarlarinda 6nemli bir degisim gozlemlenmemis

olsa da 7. ve 10. giinlerde 6nemli oranda artmaistir.
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Sekil 3.28. Mikroalglerin yapisinda bulundurduklart H,O, miktarlarinda meydana
gelen degisimler
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3.8. Mikroalglerin protein iceriklerinde meydana gelen degisimler

Enzimler, protein yapida olduklarindan dolayr mikroalglerde meydana gelen enzim
aktivitesindeki degisimleri belirlemek icin metod kisminda belirtildigi gibi protein
ekstraksiyonu yapilmis ve ekstraktlardaki protein miktarlar1 6l¢iilmiistiir. Boylece
hem protein konsantrasyonlarinda meydana gelen degisimler belirlenmis ve hem de
enzim aktivitesi O0l¢limii i¢in hesaplamalarla farkli hacimlerde, ancak esit miktarda
proteinde bulunan ¢ézeltilerde enzim aktiviteleri tayin edilmistir. Ol¢iim sonuclarina
gore N ve S acgligina birakildiginda mikroalglerin i¢erdikleri protein konsantrasyonu
diismiis, N ve Zn elementlerinin normalden 5 kat yiiksek miktarda bulundugu

ortamlarda artig gostermistir (Sekil 3.29).
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Sekil 3.29. Mikroalglerin protein igeriklerinde meydana gelen degisimler

3.9. Mikroalglerin antioksidant enzim aktivitelerinde meydana gelen degisimler

Farkli ortamlarda (N, S, P, ve Mg elementlerinin hi¢ olmadigi, N ve Zn

elementlerinin 5x konsantrasyonda bulunduklar1) inkiibe edilen mikroalglerin
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antioksidant enzim aktivitelerinde farkli sonuglar elde edilmistir. Antioksidant
enzimlerden SOD, iki siiperoksit molekiiliinii hidrojen peroksit ve oksijene
indirgemekte ve hidrojen peroksit molekiilii de ¢ogunlukla CAT enzimi tarafindan
etkili bir sekilde suya donistiiriilmektedir. Dolayisiyla mikroalglerde element
achigina ve fazlahigina cevapta meydana gelen oksidatif stresin diizeyinin
belirlenmesinde H,0, miktarindaki degisimin yaninda antioksidant enzim

aktivitelerindeki degisim de 6nemli yer tutar.

3.9.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) aktivitesinde meydana gelen

degisimler

Siiperoksit Dismutaz enzim aktivitesi element aglhigina cevapta inkiibasyonun ilk
giiniinde 6nemli artiglar sergilemistir. Ancak inkiibasyon siiresi ile birlikte aktivitede
zayiflama baslamis, 10 giinliik inkiibasyon periyodunun sonunda element agligina
cevapta mikroalglerde 6l¢iilen SOD aktiviteleri kontrol ile kiyaslandiginda ya diisiik
(N ve S agliklar1) ¢ikmis veya o6nemli bir farklilik belirlenmemistir (P ve Mg
acliklar). N ve S ac¢higr uygulanmis mikroalglerde SOD aktivitesi kontrole oranla
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (Sekil 3.30). Azot ve S
acligma cevapta inkiibasyonun ilk giinii SOD aktivitesi sirasiyla %34.8 ve %42
oranlarinda artmig olmasina ragmen aktivite, ilerleyen giinlerde diismiis ve
inkiibasyonun son giinii SOD aktivitesinin bu gruplarda kontrole kiyasla %58.2 ve
%10.3 oraninda azaldigi belirlenmistir (Sekil 3.30). Son olarak ortam N ve Zn
bolluguna cevapta aktivite diizeyinde énemli artiglar gézlemlenmistir. Inkiibasyonun
ilk giinlinde N bolluguna cevapta onemli bir degigsme belirlenmezken ilerleyen
giinlerdeki lineer artis inkiibasyonun sonuna kadar siirmiis ve inkiibasyonun sonunda
% 46 oraninda bir artis kaydedilmistir. Zn bolluguna cevapta ise inkiibasyonun ilk
giiniinde SOD aktivitesinde ¢ok dnemli diizeyde bir artig belirlenmis (%83.4) ancak
ilerleyen glinlerde aktivite ilk giine oranla zayiflasa da on giinliik inkiibasyon
periyodunun sonunda kontrol grubuna kiyasla %32.3 oraninda bir artis
kaydedilmistir (Sekil 3.30).
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Sekil 3.30. Siiperoksit Dismutaz enzim aktivitesinde meydana gelen degisimler

3.9.2. Katalaz (CAT; EC 1.11.1.6) aktivitesinde meydana gelen degisimler

Yapilan o6l¢iimlerde N agligina birakilan hiicrelerde H,O, miktar1 artmis olmasina
ragmen CAT enzim aktivitesi de ilk giinden itibaren énemli oranda diismiistiir. Azot
acligina cevapta CAT aktivitesi inkiibasyonun ilk giiniinde kontrole kiyasla % 40.8
oraninda azalmis, aktivitedeki azalma lineer olarak devam etmis ve 10 giinlik
inkiibasyon sonrasinda aktivitedeki azalma %=84.2 olarak hesaplanmistir (Sekil 3.31).
Kiikiirt aclhigmma birakilmis olan mikroalglerde CAT aktivitesi 6nemli bir degisim
sergilememigstir. Diger taraftan P agligina birakilan mikroalglerde ilk giinlerdeki
degisim O6nemli bulunmamis olsa da takip eden giinlerde aktivitede keskin diisiisler
gozlemlenmis bu diisiisler istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Yine Mg
aclhiginda ilk giinlerde CAT enzim aktivitesi 6nemli bir degisiklik gostermemis olsa
da 5. gilinden itibaren dikkate deger azalmalar belirlenmistir. Katalaz enzimi H,0,’in
temizlenmesinde en 6nemli enzimdir. Bu enzimin aktivitesinde istatistiksel olarak

onemli bulunmasa da S, P ve Mg agliginda bazi durumlarda 6nce artig, sonra 6nemli
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oranda azalma goriilmesi, N agliginda da ilk giinden itibaren 6nemli bir diislisiin
gbzlemlenmesi durumu mikroalglerin bu ortamlarda ilk giinlerde antioksidan enzim
sistemlerini aktive ederek basa ¢ikmaya calistiklarini, ancak ilerleyen gilinlerde hayati
faaliyetlerini  yavaslattiklarin1  gdostermektedir.Nitekim ortamda 5 kat fazla
konsantrasyonda N bulundugunda CAT aktivitesi ilk giiniin sonunda 6nemli bir
degisim sergilememis olsa da ilerleyen siirelerde aktivitede lineer bir artig
gozlemlenmis, 10 giinliik inkiibasyon periyodunun sonunda CAT aktivitesindeki artig
kontrole kiyasla %87 olarak Olciilmiistiir. Yine Zn fazlaligima cevapta ilk giinde
onemli bir degisim belirlenmezken CAT aktivitesi ilerleyen gilinlerde 6nemli oranda
artmis, ancak inkiibasyonun sonuna yaklastiginda aktivitedeki degisim asagi yonde
egilim gostermistir. Buna ragmen inkiibasyonun 10. gilinlinde CAT aktivitesinde

kontrol grubuna kiyasla %84.6 oraninda artis kaydedilmistir (Sekil 3.31).
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Sekil 3.31. Katalaz enzim aktivitesinde meydana gelen degisimler
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3.9.3. Askorbat Peroksidaz (AP; EC 1.11.1.11) enzim aktivitesinde meydana

gelen degisimler

AP enzim aktivitesi N agligina birakilmis gruplarda ilk giinden itibaren Gnemli
oranda artmistir. Inkiibasyonun ilk giiniinde yaklasik olarak %36 oraninda meydana
gelen artis inkiibasyonun son giinlinde %38.5 olarak kaydedilmistir (Sekil 3.32).
Kiikiirt aghigma cevapta AP aktivitesi ilk giinde onemli oranda diismiis (%37.2),
diger giinlerde de yine degerlerin kontrole kiyasla diisiik oldugu belirlenmistir
(inkiibasyonun on giiniinde %22). Magnezyum acliginda enzim aktivitesi ilk
giinlerde Onemli bir degisim go6zlemlenmezken ilerleyen giinlerde artmig ve
inkiibasyonun son giiniinde aktivitedeki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Diger taraftan P aghiginda AP aktivitesi nemli bir degisim sergilememistir. ilging bir
sekilde mikroalglerde Olgiilen AP aktivitesi N bollugunda ilk giinden itibaren
kontrole kiyasla azalmistir. Bu grup mikroalglerin AP aktivitesinde inkiibasyonun ilk
giiniinde %17.2 oraninda belirlenen azalmanin ilerleyen giinlerde de siirdiigii ve
aktivitedeki diisiislin inkiibasyonun son giiniinde kontrol ile kiyaslandiginda %60
oraninda oldugu belirlenmistir. Oysa bu grup mikroalglerde CAT aktivitesi yine ilk
giinden itibaren 6nemli oranda artig gostermistir. Bu sonug tartisma kisminda detayli
bir sekilde irdelenmistir. Son olarak Zn bollugunda AP aktivitesi ilk giinde ¢ok
onemli oranda artmig (%95.2), ancak ilerleyen giinlerde aktivitedeki artista lineer bir

azalma kaydedilmistir.
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Sekil 3.32. Askorbat Peroksidaz enzim aktivitesinde meydana gelen degisimler

3.9.4. Glutatyon Rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2) enzim aktivitesinde meydana gelen

degisimler

Glutatyon Rediiktaz enzim aktivitesi N aglig1 veya bolluguna cevapta 6nemli bir
degisim sergilememistir. Bununla birlikte aktivite, S ac¢ligina birakilmis mikroalgler
ile Zn bollugunda inkiibasyona alinan mikroalg gruplarinda ilk giinden itibaren
onemli oranda azalmistir. Diger taraftan Mg ve P aghigmma birakilmis olan
mikroalglerde ilk giinlerde GR aktivitesinde kontrole kiyasla 6nemli bir degisim
kaydedilmemis olmasina ragmen inkiibasyonun son giinlerinde aktivite P acliginda

diiserken Mg acliginda istatistiksel olarak anlamli artislar kaydedilmistir.
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Sekil 3.33. Glutatyon Rediiktaz enzim aktivitesinde meydana gelen degisimler

Genel olarak degerlendirildiginde, CAT ve AP her ikisi de H;O, molekiillerini
elimine etmeye caligirlar ancak CAT enziminin H,O, molekiillerine olan afinitesi
daha distiktir (Miller ve Cramer, 2005). N agligina birakilmis hiicrelerde H,O,
konsantrasyonunun ve AP aktivitesinin yiiksek, ancak CAT aktivitesinin disiik

olmasi, oksidatif stresin ileri boyutta oldugunu gostermektedir.

3.10. Mikroalglerin toplam antioksidant kapasitelerinde (Oksijen radikali

siipiirme etkinlikleri) meydana gelen degisimler

Farkli stres ortamlarinda mikroalglerin H,O, ve antioksidant enzim aktivitelerini
belirledikten sonra, enzimatik yapida olmayan antioksidant molekiillerin aktivasyon
durumlarini belirlemek tizere mikroalglerin oksijen radikal siipiirme kapasiteleri de
(ORAC) ol¢tilmustiir. Sekil 3.34’de de gosterildigi gibi genel olarak element agligina
birakilan mikroalglerin ORAC degerleri diismiis, element fazlaliginda da artmastir.
Element agligi uygulamalar1 igerisinde ORAC degeri N acligina maruz birakilan

mikroalglerde en diisiik bulunmustur. Bu durum, element acliginin mikroalglerde
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genis ¢apli oksidatif hasara sebep oldugunu, ancak element fazlaliginda enzimatik ve
non-enzimatik yapida antioksidant molekiillerinin aktivasyonunu artirarak muhtemel

oksidatif stres ile miicadele edebildiklerini gosterir.
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Sekil 3.34. Mikroalglerin oksijen radikal absorbans kapasitelerinde (ORAC)
meydana gelen degisiklikler

3.11. Mikroalglerin lipid peroksidasyonu diizeylerinde meydana gelen

degisimler

Herhangi bir stres kosulu altinda salinim1 hizlanan reaktif oksijen tiirleri eger etkili
bir bigimde temizlenemez ise ilk olarak meydana gelen hasarlarin basinda lipidlerin
oksitlenmesi ile olusan malonildialdehitli (MDA) bilesikler gelir. Bu bilgiden
hareketle, uyguladigimiz farkli element manipiilasyonlar1 nedeniyle meydana gelen
muhtemel oksidatif hasarin diizeyinin belirlenmesi amaci ile farkli zamanlarda hasat
edilen mikroalglerin icerdikleri MDA’li bilesik miktarlar1 tayin edilmistir. Sekil
3.35’de de gosterildigi gibi element agligina cevapta MDA’li bilesiklerin

konsantrasyonlarinda ilk giinden itibaren onemli artiglar gerceklesmistir. Element
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fazlalig1 bulunan ortamlardan N fazlaliginda 6nemli bir degisim gozlemlenmez iken,
Zn fazlahiginda ilk giinlerde onemli bir degisim olmasa da ilerleyen 7. ve 10.
giinlerde MDA 11 bilesiklerin konsantrasyonlarinda artis gézlemlenmistir. Bu durum,

mikroalglerin oksidatif stres ile ilgili 6l¢iilen diger parametreler ile ortiismektedir.
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Sekil 3.35. Mikroalglerin lipid peroksidasyonu degerlerinde meydana gelen

degisimler

3.12. Mikroalglerin anatomik yapilarinda meydana gelen degisimler

Asagida TAP-N, TAP-S, TAP-P, TAP-Mg, TAP+N ve TAP+Zn ortamlarinda
kiiltiire alinan mikroalglerin inkiibasyonun 10. giiniinde ¢ekilmis TEM, Konfokal,
151k mikroskopisi ve kiiltiir fotograflar1 karsilasgtirmali olarak sunulmustur (Sekil
3.36). Sekil 3.36’da gosterilen TEM goriintiileri incelendiginde ortam element
manipiilasyonlarina cevapta mikroalglerde olusan sitoplazmik lipid damlaciklar1 agik
bir sekilde goriilebilmektedir. Kontrol ortaminda yetistirilen mikroalglerde hiicreyi

bir ag gibi ¢evrelemis goriintiisii veren klorofil kiimeleri, 6zellikle N acliginda ¢ok
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yiikksek oranlarda kaybolmus ve bunun yerine sitoplazmik lipid cisimcikleri
olusmustur. Nitekim klorofillerin yesil renkte, lipid cisimciklerinin de kirmizi renkte
gozlemlenebildigi konfokal goriintiileri de incelendiginde TEM goriintiilerinden elde
edilen goriintiiler dogrulanmaktadir. Yine 151k mikroskopisi goriintiileri 6zellikle N
acliginda yetistirilen mikroalglerdeki anatomik tahribati agik bir sekilde ortaya
koymaktadir. Mikroskop goriintiileri ile ig¢inde yetistirildigi erlen goriintiisiindeki
seffaf s1vi goriintiisii de bu durumu desteklemektedir. Diger taraftan S, P ve Mg
acligia birakilmis mikroalglerin klorofil igerikleri TEM goriintiilerinde de yer yer
karart1 seklinde, konfokal goriintillerde de yesil sekilde renklendirilmis olan
klorofillerin yogunluklari 6nemli oranda azalmis olsa da N agliginda gézlemlendigi
gibi neredeyse tamamen kaybolmamistir. Bu durum S, P ve Mg aghiginda
mikroalglerin 6nemli oranda lipid depoladiklari, ancak klorofillerini de miktarlari
azalmakla birlikte belli oranda siirdiirebildikleri i¢in yasamsal faaliyetlerini devam
ettirmeleri acgisindan temel olay olan fotosentezi gergeklestirebildikleri ve
cogalabildiklerini gostermektedir. Son olarak N ve Zn elementlerinin mikroalglerin
biliylime ortamlarinda normalden 5 kat fazla bulunduklari durumda, biiyiime diger
gruplarda oldugu kadar baskilanmamistir. Buna karsin mikroalglerde noétral lipid
olusumu ve biliylimedeki baskilanma TAP+Zn ortaminda TAP+N ortamina kiyasla
daha fazla olsa da diger gruplarla kiyaslandiginda ortamda N veya Zn elementlerinin
fazla bulunmasi durumunda mikroalglerin hem ortam kirliliginin aritilmasinda veya
agir metal gideriminde ve biyodizel hammaddesi olan nétral lipid eldesinde

kullanilamayacag1 kurgusunu desteklemektedir.
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Sekil 3.36. Element manipiilasyonuna cevapta mikroalglerde meydana gelen
anatomik degisimin karsilagtirmali goriintiileri. Soldan saga sirasiyla
10 glinliik inkiibasyonun sonunda mikroalglerin TEM, Konfokal, 1s1k
mikroskopisi ve kiiltiir goriintiileri. Konfokal goriintiilemede
sitoplazmik lipid cisimleri kirmiz1 renkle, klorofil kiimeleri de yesil
renkle resmedilmistir
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Tiim gruplara ait elde edilen bu gorsel bulgular bu tez calismasinda daha once
Olciilen biiylime, klorofil igerikleri ve noétral lipid igerikleri ile 1ilgili
spektrofotometrik dlciimlerle de desteklenmektedir. Ornegin azot agligina birakilmis
mikroalglerde inkiibasyonun ilk giiniinden itibaren boliinme neredeyse durmus (Sekil
3.1), buna karsin nétral lipid igerigi artmis (Sekil 3.5) buna karsin klorofil
konsantrasyonu hizli bir sekilde azalmistir (Sekil 3.27).

Diger taraftan S, P ve Mg acligia birakilmis mikroalglerin biiyiime hizlar1 6nemli
oranda baskilanmis olsa da durmamuis (Sekil 3.1), klorofil iceriginde azalma olmasina
ragmen N agliginda oldugu gibi ani ve hizli diisiisler gézlemlenmemistir (Sekil 3.27).
Bununla birlikte bu gruplarda lipid igerigi 6zellikle inkiibasyonun 10. giiniinde N
acligma kiyasla daha ytiksek ¢ikmistir ki elde edilen TEM ve konfokal goriintiileri S,
P ve Mg agligina birakilmis mikroalglerin diger gruplara kiyasla daha biiytik hacimli

lipid damlaciklar1 biriktirmeleri ile de desteklenmektedir.

Son olarak ortamda 5 kat fazla konsantrasyonda N ve Zn bulundugu durumlarda da
biiyiime kontrole kiyasla diisiik oranda baskilanmis (Sekil 3.2), notral lipid icerigi de
nispeten artmistir (Sekil 3.6). Ancak sayisal olarak karsilastirildiginda 6zellikle S, P
ve Mg acligina birakilmis mikroalglerde +N ve +Zn gruplarina kiyasla ¢cok daha bol
miktarda lipid damlacig1 olusmasi durumu mikroalglerin hem ortam temizlemede ve

hem de biyoyakit eldesinde etkili bir bicimde kullanilamayacagini géstermektedir.
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4. TARTISMA

Bu doktora tezi kapsaminda yapilan ¢alismalarda temel hedef, mikroalglerin lipid
igeriginin artirilmasina yonelik en uygun stres ortamini tanimlamaktir. Diger taraftan
stres ortami olusturmak i¢in yapilabilecek uygulamalar olduk¢a c¢esitlidir.
Mikroalglerin herhangi bir stres durumuna verdikleri cevaplarin basinda, sitoplazmik
lipid damlaciklarinin birikimi gelir. Bunun sebebi mikroalglerin stres altinda olsalar
bile fotosentezle C fiksasyonuna devam ederek organik bilesikleri sentezlemek
durumunda olmalari, ancak stres altinda olduklarindan dolayi, hiicre
metabolizmasinin stresten korunabilmek i¢in daha ziyade lipid biyosentezine dogru
kaytyor olmasidir. Zira stres altinda iken sentezlenen lipidler (stresin tiirline gore
doymus veya doymamis olanlar) hem mikroalgleri strese karsi koruyucu roli
iistlenmekte ve hem de stres sonrasinda bu depolanmig lipidler normal metabolik
faaliyetlerin  gergeklesmesinde enerji  kaynagi olarak kullanilabilmektedir.
Mikroalglerin lipid igeriklerindeki artisin diizeyi, uygulanan stresin ¢esiti ve siiresi
ile iliskilidir.

Mikroalglerin lipid igeriginin artirilmasina yonelik simdiye kadar ¢ok cesitli stres
uygulamalar1 gerceklestirilmistir. Bu amagla yapilan uygulamalar genel olarak;
makrobesin element stresi, sicaklik ve 151k stresi uygulamalari, ultraviyole 151n stresi,
tuz stresi, pH ve agir metal stresi uygulamalari ile genetik miihendisligi
yaklasimlarin1 kapsamaktadir (Sharma vd.,2012). Literatiirde yapilan inceleme
neticesinde makrobesin element stresi, sicaklik ve 1s1k siddeti uygulamalar: ile
olusturulan stres ortamlarinin mikroalglerde lipid igeriginin artirilmasina yonelik
uygulanan en uygun stres ¢esitleri oldugu sonucuna varilmigtir. Bu sebeple bu
doktora ¢aligmasinda da, mikroalglerin lipid iceriginin artirilmasina yonelik olarak
bu stres gesitleri uygulanmistir. Yine bu ¢alismada, basit yasam dongiisii, farkli dis
ortam sartlarina karsi oldukca hizli metabolik cevaplar vermesi, ikiye katlanma
stiresinin diisiikk olmast ve tiim genom haritasinin ¢ikarilmis olmasi sebebi ile ¢cogu
mikroalg c¢aligmalarinda model organizma olarak kullanilan tek hiicreli
Chlamydomonas reinhardtii mikroalginin yabanil tip CC-124 soyu kullanilmistir.
Simdiye kadar mikroalglerin lipid igeriginin artirilmasi igin cesitli streslerin

uygulanmasinin yanit sira, bu siire¢ igerisinde mikroalg hiicresinde lipid
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biyosenteziyle ilgili olarak degisim gosteren bir¢ok fizyolojik ve biyokimyasal
parametrenin bu arastirma projesinde oldugu kadar kapsamli ve karsilastirmali olarak

arastirildig1 herhangi bir calismaya rastlanmamastir.

Biiyiime ve lipid iiretimi: C.reinhardtii’de yag asidi miktar1 stresin cesiti, siiresi
ve biiyiimedeki yavaslama ile siki iliski icindedir

Mikroalglerden biyodizel eldesi i¢in aranan &zelliklerin basinda, lipid igeriginin
yiiksek olmasi veya ekonomik olarak uygun manipiilasyonlarla kolayca
artirilabilmesinin yaninda, yapilan uygulamalara cevapta mikroalg biyokiitlesinin de
ekonomik olarak uygun seviyede olmasi gelir. Besin stresi uygulamalari,
mikroalglerin lipid iceriginin artirilmasi i¢in ¢ogu durumda ekonomik olarak uygun
bir yoldur. Bu doktora ¢alismasinda ilk olarak C. reinhardtii’de makroelementler (N,
S, K, P, Mg, Ca) ile 6nemli baz1 mikroelementlerin (Fe, Zn) lipid liretimi iizerine
etkilerini belirlemek amaci ile bu elementlerin hi¢ bulunmadiklar1 veya normalden 5
kat fazla konsantrasyonda bulunduklar1 ortamlarda inkiibasyona alinan mikroalglerin
biiylimeleri ve lipid {iretimi lizerine etkileri arastirildi. Yapilan dl¢timlerde element
acligina birakilan mikroalglerde K makroelementi ve Zn metali haricinde diger tiim
element agliklarinda mikroalglerin biiylimelerinin baskilandigi belirlendi (Sekil 3.1).
Bu elementler biiyime ortaminda normalden 5 kat daha fazla konsantrasyonda
bulundugunda ise yalmzca N ve Zn fazlahiginda biiylimede baskilanma
gozlemlenmistir (Sekil 3.2). Boylece, N, S, P, Mg ve Ca makroelementlerinin hig
bulunmadigi, Zn ve N elementlerinin ise normalden 5 kat fazla bulundugu ortamlarin
mikroalgler icin biiylimeyi baskilayabilen uygun stres ortami oldugu sonucuna

varildi.

Mikroalglerin hacimlerinde meydana gelen degisimler biiytimeleri ile iligkilidir.
Yapilan Ol¢iimlerde N, S, P ve Mg acligina birakilan mikroalglerin hacimlerinde
kontrole kiyasla 6nemli artiglar gozlemlenmistir. Bu durum biiylimedeki baskilanma
ile mikroalglerin hacimlerindeki artisin ters orantili oldugu anlamina gelmektedir.
Ancak Ca agliginda biliylime Onemli oranda baskilanmasina ragmen hiicre
hacimlerinde 6nemli bir degisim olmamustir (Sekil 3.3). Bu gruba ait hiicrelerin
mikroskopta incelenmesiyle, hiicrelerin bir araya gelerek kiimeler olusturdugu

gozlemlenmistir (Sekil 3.9). Diger taraftan ortam element konsantrasyonu
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artirtldiginda, yalmizca N fazlaliginda mikroalglerin hacimlerinde anlamli artiglar
belirlenmigtir (Sekil 3.4).0ysa Zn fazlaliginda biiylime baskilanmasina ragmen
mikroalglerin hacimlerinde 6nemli bir degisme kaydedilmemistir. Bu durum, Zn
elementinin ¢ok sayida reaksiyonda kofaktor olarak kullanilmasina ragmen, bir agir
metal oldugu i¢in gereginden yiiksek konsantrasyonda oldugunda mikroalglerin agir

metal stresine girmelerine sebep olmasindan kaynaklanabilir.

Element agligi, mikroalglerde metabolizmadan kaynak paylasimina kadar ¢ok sayida
mekanizma iizerine farkli etkiler gosterir. Mikroalglerin biiylimelerinin besin stresi
durumunda baskilanmasi beklenen bir sonuctur. Ancak biiyiimenin baskilanmasi ile
birlikte hiicre hacminde meydana gelen degisiklikler ile ilgili olarak farkli raporlar
bildirilmigtir. Ornegin N ve S aglifma cevapta biiyiimenin baskilanmas1 ve hiicre
hacminde artis, bazi g¢alismalarda rapor edilmistir (Young ve Beardall, 2003;
Degrenne vd., 2011). Buna karsin N agligina cevapta algal biiytimedeki yavaslama
ile birlikte hiicre hacminde de kiigiilme oldugu da rapor edilmistir (Lynn vd., 2000).
Bu arastirmada yukarida bahsedildigi gibi N, S, P ve Mg acligina ve N fazlaligina
cevapta mikroalglerin biliylimelerindeki baskilanma ile birlikte hacimleri artmis, oysa
Ca agligi ile Zn fazlaliginda biiylime baskilansa da hiicresel hacimlerinde 6nemli bir

degisim kaydedilmemistir.

Besin stresine cevapta biliylimedeki baskilanmaya ragmen hiicre hacmindeki artig
lipid iiretimi ile ilgili olabilir. Lipidler kolay geri donustiiriilebilir enerji formu
olduklarindan, stresin siiresine bagli olarak daha fazla lipid biriktirmek igin
mikroalgler hiicresel hacimlerini genisletebilirler. Nitekim element aglig1 ve fazlalig
bulunan ortamlarda inkiibasyona alinan mikroalglerin nétral lipid igerikleri
Olctildiigiinde lipid igerigindeki artisin ¢ogu durumda biiyiimedeki baskilanma ve
hiicre hacmindeki artis ile iliskili oldugu sonucuna varilmigtir. Ornegin mikroalgler
ozellikle N, P, S ve Mg acligina birakildiklarinda nétral lipid icerikleri dnemli oranda
artmistir (Sekil 3.5). Diger taraftan Ca aghigl ve Zn fazlaliginda da mikroalglerin
noétral lipid iceriklerinde dikkate deger artislar kaydedilmistir. Ancak bu artiglar N, P,
S ve Mg agligina birakilan mikroalglerdeki kadar yiiksek degildir. Bu durum C.
reinhardtii mikroalginde element stresine cevapta oOncelikle lipid biriktirildigini,

ancak stresin sekline ve siiresine bagli olarak daha fazla lipid biriktirmek i¢in hiicre
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hacminin genisletildigini gosterir. Bu ¢alismada elde edilen ilk sonuglar ile 6zellikle
makroelement yokluguna cevapta yasamin siirekliligi i¢in gerekli molekiilleri
tiretilmediginden mikroalglerin yalnizca C, H ve O kullanarak iiretebilecekleri ve
kolay parcalanabilen enerji formunu iirettikleri ve daha fazla lipid iiretebilmek igin
hacmini genislettigine isaret etmektedir. Azot, P, S ve Mg elementleri mikroalg
metabolizmasinda ¢ok sayida hayati fonksiyona sahip molekiillerin ana elementleri
konumunda olduklarindan bu elementlerden birinin olmamasi metabolizmada koklii
degisikliklere sebep olmakta, bu da C.reinhardtii mikroalginin ¢ogalmak yerine depo

tirtinlerini (6zellikle de lipidleri) biriktirmesini tetiklemektedir.

Mikroalglerde lipid igeriginin artirllmasina yonelik yapilan besin stresi
calismalarinin ¢ogunda biiylimede baskilanma ile birlikte lipid iceriginde artiglar
rapor edilmistir. Besin stresi ile ilgili simdiye kadar yapilan ¢aligmalar igerisinde N,
S ve P acligi, Fe fazlalig1 ve iire kisitlamasinda bu yonde bulgular rapor edilmistir
(Liu vd., 2008; Hsieh ve Wu, 2009; Dean vd., 2010; Zemke vd., 2010). Ancak lipid
icerigindeki artisa ragmen biliylimede baskilanmanin olmadigi calismalar da rapor
edilmistir. Diger taraftan son zamanlarda yaymlanan bir makalede C.vulgaris
mikroalginin N a¢liginda, hem lipid iceriginde artis ve hem de biiylimede 6nemli bir
baskilanma olmadigini rapor etmislerdir (Praveenkumar vd., 2012). Bu doktora
caligmasi ile elde edilen bulgular, lipid igeriginde artisin gozlemlendigi gruplarin

tiimiinde biiyiimenin 6nemli oranda baskilandigin1 géstermektedir.

Lipidlerin yaninda diger énemli depo molekiilleri de karbonhidratlardir. Lipidlerin
depolanmasi i¢in daha fazla alana ihtiya¢ duyuldugundan mikroalgler daha kolay
geri dondstiiriilebilir bir enerji formu olmasina ragmen belli bir asamadan sonra
hacmini genisletmek yerine karbonhidrat biriktirmeye de baslayabilir veya stresin
sekline ve siiresine bagli olarak lipid ile birlikte karbonhidrat da biriktirebilir. Sayet
karbonhidrat sentezini lipid sentezine kaydirabilecek etkili bir miidahale gesiti
bulunabilirse mikroalglerin net lipid tiretimi daha da artirilabilir. Béylece biyodizel
tiretimi i¢in bir mikroalgden daha etkin faydalanilabilir. Mikroalglerin besin stresine
cevapta nisasta igeriklerinin de arttigina yonelik ¢alismalar rapor edilmistir. Nitekim
C. reinhardtii’nin nisasta iiretemeyen mutant soylari ile yabanil tip soyu, N agligina

maruz birakilmis ve mutant bireyin yabanil soya oranla daha fazla lipid tirettigi rapor
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edilmistir (Wang vd., 2009; Li vd., 2010). Diger taraftan C.reinhardtii’de hem lipid
ve hem de nisastanin yiiksek oranda sentezlendigi de gosterilmistir (Work vd., 2010).
Bu doktora calismasinda 6zellikle N, S, P, Mg ve Fe aclhigi ile Zn fazlaligina cevapta
mikroalglerin karbonhidrat igeriklerinde 6nemli artislar oldugu belirlenmistir (Sekil
3.15). Diger uygulamalarda karbonhidrat igeriginde istatistiksel olarak anlamli bir
degisim kaydedilmemistir. Bu doktora tezi ile elde edilen sonuglar da gosteriyor ki
element stresine cevapta mikroalglerin lipid igeriklerindeki artisla birlikte bir baska

depo bileseni olan karbonhidrat sentezi de artmaktadir.

Biyodizel hammaddesi olarak kullanilan triagilgliserol (TAG) mikroalglerde
sentezlenen notral lipidlerin biiyilik ¢ogunlugunu olusturmaktadir (Sharma vd., 2012).
Bu doktora ¢aligmasinda yapilan TAG 6l¢iimii ile elde edilen veriler, nétral lipid
Olgimii ile elde edilen veriler birbirini desteklemektedir. FT-IR 6l¢timlerinde
belirlenen mikroalglerin TAG igeriklerindeki artiglar ile karbonhidrat i¢eriklerindeki
artiglar birbirleri ile kiyaslandiginda mikroalglerin TAG’leri karbonhidratlara oranla
daha fazla sentezledikleri anlasiliyor. Ornegin N agh@mda kiiltiire alman
mikroalglerin 10 giinliik inkiibasyon periyodu boyunca TAG igerikleri lineer olarak
artmig ve 10. giinlin sonunda kontrole kiyasla yaklasik 9.8 kat artis gOstermistir
(Sekil 3.11). Oysa mikroalglerin karbonhidrat igerigi ilk 5 giinliik inkiibasyon
periyodunda stirekli artis gostererek yaklasik olarak 3 katlik bir artis sergilemisken
stresin siiresinin uzamasi ile birlikte karbonhidrat igeriginde bir azalma olmus ve 10
giinliik inkiibasyon periyodunun sonunda artis 2.3 kat olarak sonlanmistir (Sekil
3.15). Bu durum, mikroalglerin element stresine cevapta oncelikle TAG ¢ogunlukta
olmak tizere, depo maddesi olarak karbonhidrat da biriktirdiklerini, ancak stresin
stiresinin uzamasi ile birlikte mevcut sekerleri de yakip yalnizca TAG iiretmeye
yoneldiklerini diisiindiirmektedir. Elde edilen bu sonuglar, C. reinhardtii ve
C.vulgaris kullanilarak yapilan N a¢higr uygulamalarinda daha once rapor edilmis
veriler ile ortiismektedir (Work vd., 2010; Dean vd., 2010). Bu doktora ¢alismasinda
yukarida bahsedilen durum yalnizca N a¢lhiginda degil, lipid {iretiminin artirildig: S, P
ve Mg agliklari ile N ve Zn fazlaliginda da goriilmistiir. Bu da element stresine
cevapta mikroalglerin oncelikli olarak TAG biriktirdiklerini, yedek besin depo
maddesi olarak ta karbonhidrat biriktirdiklerini gosterir ki bu bilgi, bu doktora tezi

kapsaminda yapilan c¢aligmalarla elde edilen 6nemli bir bulgudur.
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Bu doktora ¢alismasinda elde edilen bulgular lipid {retiminin artirildigl stres
uygulamalarinda, biliylimenin farkli oranlarda baskilandigin1  gdstermistir.
Mikroalglerin ~ biiylimelerinde  baskilanmanin ~ 6zellikle  element  aglig
uygulamalarinda ilk olarak total fotosentez hizinda yavaslama ile basladig1 seklinde
bir aciklama getirilebilir. Ornegin, N, S, P veya Mg achginda mikroalglerin hem
kiiltiir resimleri (Sekil 3.1) hem de mikroskobik goriintiiler incelendiginde (Sekil 3.9,
3.10) mikroalglerin yapilarinda bulundurduklar1 klorofil kiimelerinin farkli oranlarda
seyreldigi gozlemlenmistir. Nitekim yapilan spektrofotometrik oOlglimlerde de
ozellikle N, S, P ve Mg acligina cevapta mikroalglerin icerdikleri klorofil miktarlar
kontrole kiyasla farkli oranlarda diisiisler gostermistir (Sekil 3.27). Boylece ¢alisilan
element acliklarina cevapta mikroalglerin hem biiyiimelerindeki baskilanma ve hem
de lipid igerigindeki artisin kaynagi total fotosentez hizinda meydana gelen azalma
oldugu sonucuna varilabilir. Bu calismada mikroalglerin nétral lipid igeriklerinde
onemli artislarin oldugu N, S, P ve Mg agliklarina bakildiginda, bu elementlerin
tiimiintin fotosentezde 6nemli yapisal ve fonksiyonel rollerinin oldugu goriiliir. Bu
elementler mikroalglerin biiyiime ortaminda yeterince bulunmadigi durumda, stres
altinda olmasi, fotosentezin yavaslatilmasinin gerekiyor olmasi nedeniyle ihtiyag
duydugu bu elementleri, fotosentetik pigmentlerin bir kismmin ve fotosentezin
Calvin dongiisii reaksiyonlarinda rol alan enzimlerden ihtiya¢ fazlasi olanlarin
parcalanmas1 ile saglayabilir. Fotosentez hizindaki diislise ragmen fotosentetik
pigmentlerden bir kisminin pargalanmasiyla saglanan elementler, ayni metabolik
proses i¢in kullanilir ve hiicrede bulunan indirgeyici konsantrasyonunda artisg olur
(Courchense vd., 2009). indirgeyici konsantrasyonunda artis, Sitrat sentaz enzimini
inhibe eder ve Asetil CoA’in Krebs dongiisiine girmesini bir dereceye kadar engeller.
Asetil CoA konsantrasyonundaki artis Asetil CoA Karboksilaz enzimini aktive eder
ve mevcut Asetil CoA malonil CoA’ya donistiiriiliir. Sonug olarak lipid sentezi de
artmis olur (Mandal vd., 2009) ki bu da mikroalglerde sitoplazmik lipid damlaciklar

olugmasi sonucunu dogurur (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Mikroalg lipid biyosentezinde ana yollar ve metabolitler. Serbest yag
asitleri kloroplastlarda sentezlenirken TAG’ler endoplazmik retikulumda
olusturulurlar. Kisaltmalar: ACCaz, Asetil-CoA Karboksilaz; ACP, Agil
tasiyict protein; CoA, Koenzim A; DAGAT, diagilgliserol agiltransferaz;
DHAP, dihidroksiaseton fosfat; ENR, enoil-ACP rediiktaz; FAT, yag
asidi-ACP tiyoesteraz; G3PDH, gliserol-3-fosfat dehidrogenaz; GPAT,
gliserol-3-fosfat agiltransferaz; HD, 3-hidroksiagil ACP dehidrataz;
KAR, 3-ketoacil-ACP rediiktaz;; KAS, 3-ketoacil-ACP sentaz; LPAAT,
lizo-fosfaditik  asit  aciltransferaz;  LPAT,  lizo-fosfatidilkolin
aciltransferaz; MAT, malonil-CoA-ACP transagilaz; PDH, piruvat
dehidrogenaz kompleksi; TAG, triagilgliserol (Radakovits vd., 2010’dan
alinmustir)

Mikroalglerin lipid igeriginin artirilmasma yonelik yiiriitiilen ¢aligmalarda yapilan
uygulama sonrasinda mikroalgler tarafindan iiretilen yag asidi bilesenlerinin orani
onem tagimaktadir. Biyodizelin kalitesini belirleyen ana unsurlar olan setan
numarasi, iodin numarasi, yanma noktasi, NOx emisyon degeri, oksidatif durgunlugu
ve akiskanligi gibi degerler temelde biyodizelin i¢indeki FAME profiline baghdir
(Saraf vd., 2007; Francisco vd., 2010). Doymamis yag asitleri kolay okside
olduklarindan biyodizelin akigskanlhigin1 etkiler (Saraf vd., 2007). Bu sebeple
biyodizelin doymus (SFA) ve tekli doymamis yag asidi igerigi (MUFA) yiiksek,
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coklu doymamis yag asidi (PUFA) igerigi de diisik olmalidir. Bu doktora
calismasinda kullanilan mikroalg C.reinhardtii’de kontrol dahil tiim uygulamalarda
mikroalglerdeki SFA oram1 PUFA oranindan fazla bulunmustur. Ancak Avrupa
birligi EN 14214 standartlarina gore biyodizel amagli kullanilan yaglardaki SFA ve
MUFA oranlariin toplami %75°den yiiksek olmalidir (European standard EN
14214). Bu galismada, C.reinhardtii mikroalginde SFA ve MUFA oranlar1 toplami
kontrol grubunda %73 civarinda iken N, S ve P acliklarinda bu oran sirasi ile %78,
%86 ve %78 diizeylerinde idi (Sekil 3.26). Diger gruplarda SFA ve MUFA oranlari
toplam1 %75’in altinda oldugu belirlendi. Diger taraftan, bir ¢oklu doymamis yag
asidi olan Linolenik asitin (C18:3) biyodizel i¢in kullanilacak olan FAMEs
icerisindeki orani en fazla %12 olmali, 4 veya daha fazla doymamis karbon bag:
bulunan PUFA’larin oraninin ise %3’den az olmasi gerekmektedir (European
standard EN 14214). Bu calismada N,S ve P ag¢liginda inkiibe edilen mikroalglerden
elde edilen FAMEs profili bu sart1 da saglamaktadir (Cizelge 3.1 a,b). Bununla
birlikte bu grup mikroalglerde MUFA oranlar1 toplam lipid iiretimindeki artis ile
paralel bir artis sergilerken PUFA oranlar1 da asagi yonde egilim gostermislerdir.
Boylece bu galisma ile N, S ve P agliklarinin mikroalglerden biyodizel eldesi igin

uygulanabilecek gegerli yollar oldugu sonucuna varilmistir.

Bilyiime ortaminda bir elementin yoklugu veya bollugu mikroalglerin diger

bazi elementleri kullanma etkinligini degistirir.

Isik, karbondioksit ve mineral besinler mikroalg ve bitkisel organizmalarin yagamsal
faaliyetlerini siirdiirebilmeleri i¢in gerekli olan en temel Ogelerdir. Metabolik
fonksiyonlarin devami i¢in mineral besinlerin etkili bir bi¢imde alinmasi oldukga
onemlidir. Biiylime ortamlarinda yasamsal faaliyetleri i¢cin gerekli bir elementin
bulunmayis1 mikroalglerin diger elementleri de etkili bir bicimde alamamasina sebep
olabilir. Ornegin N elementi bitkisel organizmalarda kuru agirligin yaklasik %2’si
oraninda bulunur ve proteinler, niikleik asitler ve pek ¢ok sekonder metabolitin
yapisina katilir (Miller ve Cramer 2005). Fosfor elementi de niikleik asitler, ATP ve
cok sayida sekonder metabolitin, S elementi ise 6nemli bazi esensiyal aminoasitlerin
ve dolayisiyla ¢ok sayida protein ve enzimin yapisinda bulunan énemli bir elementtir

(Zemke vd., 2010). Boylece bu elementlerin herhangi birinin biiylime ortaminda
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bulunmadigr durumda diger elementlerin aliminin da etkilenmesi beklenir. Ciinkii
mikroalgler c¢evreye uyum saglamak i¢in metabolizmalarii dinamik olarak
ayarlamak zorundadirlar. Boylece ortam element konsantrasyonunda meydana gelen
degisime cevapta mikroalglerin biliylime ortamindan element alim etkinliklerinin

belirlenmesi de 6nem tasimaktadir.

Bu doktora g¢alismasinda yapilan Ol¢iimlerle elde edilen mikroalglerin element
iceriklerinde meydana gelen degisimler mikroalglerin element manipiilasyonuna
cevapta lipid igerigindeki artisin diger bir veya birka¢ elementin alimini etkilemesi
ile de ilgili olabilecegini ortaya koymustur. Bu ¢aligmada mikroalgler N, S veya P
bulunmayan ortamlarda kiiltiire alindiklarinda mikroalglerin icerdikleri N, S ve P
elementlerinin her iiglinde de farkli oranlarda azalmalar kaydedilmistir (Sekil 3.18,
3.19). Bu da bu elementlerden herhangi birinin bulunmayisinin diger iki elementin de
alimin1 engelledigini gosterir. Boylece bu li¢ elementten hangisinin yoklugunun lipid
icerigindeki artisa sebep oldugunu anlamak ic¢in degisik yaklasimlar gelistirmek
gereklidir. Birincil diizeyde gerekli makrobesin elementi olan P aclhiginda
mikroalglerin N ve S element alimlarinda ilk gilinlerde zayif disiisler var iken ikincil
diizeyde gerekli olan bir makroelement olan S aghiginda N ve P element
konsantrasyonlar ilk giinden itibaren ¢ok keskin bir diisiis sergilemistir. Dolayisi ile
S veya N elementlerinden birinin yoklugu digerinin alimmi engelleyen sinyal
mekanizmalarini tetikliyor oldugu sonucuna varilmistir. Béylece mikroalgler S veya
N aglhigina birakildiklarinda gozlemlenen sonuglar c¢ogunlukla bu iki elementin

birden mikroalg biinyesinde bulunamamasindan kaynaklanir.

Mikroalgleri S aghigina birakarak biyohidrojen iiretimi {izerine yapilan ¢aligmalarda
hiicresel indirgeyici konsantrasyonunda artigla birlikte yeterli protonun ETS’de
kullanilamamas1 ancak siirekli olarak sitoplazmada birikmesi sonucu irdelenmistir
(Gaffron ve Rubin, 1942; Kalinct vd., 2009). Bu konuda yapilan ¢ogu ¢aligmada S
achigindan kaynaklanan fotosentez hizindaki diisiis ve ETS tarafindan yeterli
oksijenin kullanilamamas: ile sinyal yollarinin tetikledigi hidrojenaz enzim
aktivitesindeki artiglar ile giindiiz-gece dongiisii etkileri arastirilmistir (Roessler ve
Lien, 1984; Saleema vd., 2012). Oysa yapilan literatiir calismalarinda S ac¢ligindan

kaynaklanan biyohidrojen iiretiminin S ag¢higindan m1 yoksa N basta olmak iizere
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diger elementlerin alinmasindaki eksiklikten mi kaynaklandig: irdelenmemistir. Bu
calismada elde edilen bulgular gosteriyor ki elementler arasi iligki, bir elementin
olmadigr durumda elde edilen sonuglarin dogru yorumlanmasi bakimindan
onemlidir. Ornegin yesil mikroalglerden biyohidrojen iiretiminde kullanilan mikroalg
cogunlukla C.reinhardtii’dir. Diger uygulamalar bir yana S aglhiginda biyohidrojen
eldesi iizerine ¢ok sayida ¢alisma vardir. Ilgili calismalarin ¢ogu son zamanlarda
yayinlanmis incelemeye deger bir derlemede bir araya getirilmistir (Rashid vd.,
2013). Bu doktora g¢alismasinda, S ac¢ligma birakilan mikroalglerin biyohidrojen
tiretimleri irdelenmemistir, diger taraftan bu grup mikroalglerde dikkate deger oranda
lipid iiretiminin arttigi  belirlenmistir. Ustelik sentezlenen yag asitlerinin
bilesenlerinin de biyodizel iiretim amagli kullanilabilecegi belirlenmistir. Dolayist ile
bu doktora ¢aligmasi ile getirilen yeni bir bakis agis1 ise C.reinhardtii mikroalginde S
achigr kullanilarak bu mikroalg hem biyohidrojen iiretimi ve hem de biyodizel
eldesinde kullanilabilmesi durumudur. Kiikiirt ac¢higimin tetikledigi ana faktor
biyohidrojen iiretiminde hidrojenaz enzim aktivasyonunun saglanmasi ise, S
acligindan kaynaklanan N aliminin engellenmesi de lipid iiretimini tetikleyen etken

olabilir. Bu konu tez sahibinin doktora sonrasi ¢alismalarinda irdelenecektir.

Bu doktora calismasinda elde edilen bir bagka ilging sonu¢ ta Mg agligina birakilmis
hiicrelerde S konsantrasyonunun 6nemli oranda degismemis olmasina ragmen S
acliginda hiicrelerin biriktirdigi Mg konsantrasyonundaki onemli artiglardir (Sekil
3.18 ve 3.19). Magnezyum elementi klorofil {iretiminde, aminoasit ve hiicre proteini
sentezinde biiyiik bir rol oynar ve besin sinirlamasi gibi olumsuz faktorlere direng
gosterir (Finkle ve Appleman 1953). Kiikiirt ag¢liginda klorofil igeriginde diisiisiin
olmast (Sekil 3.27) durumu fotosentezin yavasladiginin belirgin bir gostergesidir.
Klorofil iceriginde diisiise ragmen S agligina cevapta Mg konsantrasyonunun artmasi
Mg elementinin kullaniminin gerektirdigi molekiil veya mekanizmalarin harekete
gectigi anlasiliyor. Diger taraftan Mg acliginda yalnizca S element konsantrasyonu
degismemis bu grup mikroalglerin N element konsantrasyonlarinda da artis oldugu
belirlenmistir (Sekil 3.19). Oysa Mg aglhiginda mikroalglerin toplam ve nétral lipid
konsantrasyonlarinda N, S ve P agliklarinda elde edilen degerler ile kiyaslanacak
olgiide artislar kaydedilmistir. Ustelik klorofil molekiillerinin yapisina katilan ana

element olmasina ragmen Mg ac¢lifinda mikroalglerin klorofil igeriklerinde meydana
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gelen diisilis beklenebilecegi kadar yiliksek degildi (Sekil 3.27). Magnezyum acliina
cevapta mikroalglerin N ve S konsantrasyonlarinda azalma ve klorofil igeriklerinde
keskin bir diisiis olmamasina ragmen biiylimenin neden énemli oranda baskilandigi,
hiicre hacmindeki 6nemli genisleme ile birlikte lipid liretiminin neden ¢ok Onemli
diizeyde arttig1 sorusuna saglikli bir yaklasim bu grup mikroalglerdeki P elementi
konsantrasyonundaki onemli diisiis irdelenerek getirilebilir. Magnezyum agliina
cevapta her ne kadar N ve S konsantrasyonlarinda diisiis olmasa da P
konsantrasyonunda ilk giinden itibaren 6nemli bir diislisiin olmasi, fotosentezle
birlikte tiim mekanizmalar islemesine ragmen kullanilabilir enerji formu olan
ATP’nin yeterli oranda {iretilemedigi i¢in fotosentez sonucu olusan sekerlerin
pargalanmasi ile meydana gelen Asetili CoA molekiiliiniin Krebs dongiisiine

sokulmak yerine ¢ogunlukla lipid metabolizmasinda kullanildigin1 gdsterebilir.

Mikroalglerin biiyiime ortamlarindaki N fazlaliginda mikroalglerin N iceriklerinde
inkiibasyon siiresi boyunca lineer bir artis kaydedilmistir (Sekil 3.19). Bu grup
mikroalglerde element acligi uygulamalarinda belirlendigi kadar yiliksek oranda
olmasa da dikkate deger diizeyde lipid iiretiminin olmasi aslinda metabolik faaliyetin
hizlandigin1 gosterir. Bu grup mikroalglerin klorofil iceriklerinde kontrol grubuna
kiyasla o6nemli artislar kaydedilmistir (Sekil 3.27). Boylece, fotosentez hizinda
meydana gelen artis metabolizma hiz1 ile uyumlu olmadigindan, kullanilacak
olandan fazla olan kimyasal enerji lipid formunda depolanmasi sasirtict olmaz.
Mikroalgler kullanilarak sivi ortamdan N ve P giderimi iizerine yapilmis ¢aligmalar
mevcuttur (Lee ve Lee 2002; Huang vd., 2013). Bu ¢alismalarda mikroalglerin hem
N veya P giderimi hem de biyodizel elde edilmesi amaci ile kullanilabilecegi
belirtilmistir. Yine bu doktora calismasinda, Zn fazlaliginda mikroalglerdeki Zn
diizeylerinin de ilk giinden itibaren ¢ok Onemli diizeylerde arttig1 belirlenmistir
(Sekil 3.20). Ote yandan bu grup mikroalglerdeki lipid icerigi de N fazlaliginda
oldugu gibi dikkate deger oranda artislar gdstermistir (Sekil 3.6). Boylece elde edilen
sonuclar mikroalglerin de hem ortamdan agir metal uzaklastirmada, makroelement
gideriminde ve hemde biyodizel iretiminde kullanilabilecegi diisiiniilebilir. Bu
doktora caligmasinda N ve Zn fazlaligi ile elde edilen veriler de bu dogrultudadir ve

Onceki arastirmalar ile desteklenmektedir (Yu ve Wang, 2004; Kropat vd., 2011).
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Bu calismada ulagilan bir bagka dikkate deger sonu¢ ta c¢alisilan tiim element
rejimleri altinda yetistirilen mikroalglerde K konsantrasyonunun kontrol grubuna
gore artis gostermesidir (Sekil 3.18). Potasyum konsantrasyonundaki artig C.
reinhardtii’nin ¢ok yonlii stres cevabi eyleminin bir isaretidir. Potasyum elementi
mikroalgler gibi bitkisel organizmalarda bir¢ok enzim sistemlerinin aktive
edilmesinde rol oynadigi gibi solunum hizinin diisiiriilmesinde ve bdylece enerji
kaybmin 6nlenmesinde ve nisasta olusumunun baslatilmasinda kullanilan baslica
elementtir (Leigh and Jones 1984). Bu calismada lipid igeriginin artirildig
belirlenen tim gruplarda karbonhidrat igeriginin artmasi verileri de bu durumu
desteklemektedir (Sekil 3.15). Azot ve ozellikle S yoklugunda inkiibasyona
birakilan mikroalglerin Ca element konsantrasyonlarinda kontrol grubuna kiyasla
onemli artiglar oldugu halde diger wuygulamali gruplarda bu elementin
konsantrasyonunda diisiisler belirlenmistir. Bu durumda, N ve S yoklugunda

mikroalg hiicrelerinin daha kalin hiicre duvari olusturduklar1 sonucuna varilabilir.

Mikroalglerden biyodizel veya katma degeri yiiksek iiriin eldesi amaci ile yeni bir
bliylime ortami hazirlayabilmek i¢in su ortaminda elementler arasi sitokiyometri
mekanizmasinin anlagilmasi 6nemlidir. Bununla birlikte ¢ok sayida mikroelementin
mikroalg ve bitki metabolizmasinda ¢ok sayida enzimin kofaktorii roliinii
tistlendikleri durumu goz 6niinde bulundurulunca, element-metal interaksiyonunun
da iyi anlasilmasi gerekmektedir. Demir elementi ac¢liginda mikroalglerin nitrat ve
fosfat asimilasyonunda azalma (Sterner vd., 2004) ve ortam nitrat konsantrasyonu
artirtldiginda mikroalglerin Cd ve Zn alim oranlarinda artislar bildirilmistir. Kropat
vd. (2011), yaptiklart dikkate deger bir c¢alismada mikroalglerde TAG {iretimini
artiran ancak biliylime hizindaki yavaslamanin da énemsiz oldugu bir mikroelement
besin soliisyonu Onermislerdir. Ancak mikroalglerin besin ortamlarma katilan
mikroelement soliisyonlarinin mikroalglerde lipid iiretim mekanizmalar1 {izerine
etkileri heniiz bilinmemektedir. Bu doktora ¢alismasinda Fe iyonunun C.reinhardtii
hiicrelerinde en bol bulunan iz metal iyonu oldugu ve bunu da miktar bakimindan
Mn, Zn, Cu Co ve Mo metal iyonlarinin izledigi belirlenmistir (Sekil 3.20).
Mikroalglerin icerdikleri agir metal iyon konsantrasyonlar1 yapilan uygulamalara
cevapta kontrol grubuna oranla artmis veya degismemistir (Sekil 3.20). Alglerin

hiicre duvarlarinda lipidik ve glisidik biyopolimerler bulundugundan hiicre duvarlari
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yiikksek diizeyde metal baglama kapasitesine sahiptirler (Kratochvil veVolesky,
1998). Bu doktora c¢alismasinda mikroalglerin biliylime ortamindaki Zn
konsantrasyonu artirildiginda mikroalglerin yapilarinda bulunan o6zellikle Zn
elementi konsantrasyonunda 92 kata kadar artiglar belirlenmistir. Hiicre duvarinda
tutulan Zn elementleri bir yana mikroalglerde bulunan proteinlerin yaklasik %10°u
Zn-baglayan bolge icerir (Andreini vd.,2006). Bu da Zn elementinin, mikroalg
blinyesinde bulunan proteinlerin %10 unun aktiflesmesi i¢in gerekli oldugunu
gosterir. Boylece ortam Zn konsantrasyonundaki bir artis hiicre metabolizmasini da
onemli oranda etkileyecektir. Zn konsantrasyonundaki artisla  birlikte
metabolizmanin hizlanmasi ve diger bir¢cok enzim ig¢in kofaktor olarak kullanilan
bazi metallerin aliminin artmasi Zn elementinin normalden fazla oranda alinmasi ile

iliskilendirilebilir.

Hem gruplar1 ve klorofilin 6ncli molekiilii olan 5-aminolevulinik asitin olusumunda
kilit rol oynayan bir enzim olan glutamil-tRNA rediiktazin aktif bolgesinde
oldugundan Fe elementi fotosentez i¢in Mg iyonu kadar énemli bir elementtir (Wang
vd.,2001). Bu ¢alismada Mg agligina birakilan grup disinda diger uygulamalarda
mikroalglerin Fe igerigi onemli oranda artmistir (Sekil 3.20). Diger uygulamalarda,
yani element stresine cevapta mikroalglerin Fe iceriginde artis olmasina ragmen Mg
acliginda bu elementin miktarinda 6nemli bir de8isme goriilmemesinin nedeni
ozellikle fotosentez hizinda meydana gelen yavaslama olabilir. Diger taraftan N ve
Zn bollugunda Fe iyonlarinda meydana gelen artis metabolik faaliyetlerde artistan
kaynaklanabilir. Bu grup mikroalglerde metabolizma hizindaki artisga ragmen
bliyiimede o©nemli bir degisimin olmamast depo iriinii olarak yag ve
karbonhidratlarin miktarindaki artis1 dogurabilir. Nitekim bu ¢alismada gézlemlenen
noétral lipid, TAG ve karbonhidrat igeriklerindeki artiglar bu durumu dogrulamaktadir
(Sekil 3.6, Sekil 3.12 ve Sekil 3.16).

Manganez elementi bitkisel organizmalarda ¢ok sayida enzimin redoks kofaktoriidiir
ve metal baglama bolgelerinde 6nemli bir aktivator olarak kullanilir (Marschner,
1995; Yocum ve Pecoraro, 1999). Bitkisel organizmalardaki onemli rollerinin
yaninda Mn aghigmin C.reinhardtii’de ikincil P ve Fe aglhigina sebep oldugu

bildirilmistir (Allen vd., 2007). Bu doktora calismasinda, Mg acliginda ve Zn
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bollugunda inkiibasyona alinan mikroalglerin Mn konsantrasyonlar1 kontrol grubuna
kiyasla ¢ok Onemli derecede artiglar gostermistir (Sekil 3.20). Bir taraftan
makroelement aghigi, diger taraftan da agir metal stresi durumlarinda Mn
elementinde Onemli artiglarin goriilmesi durumunu tek basma lipid iiretimine
baglamak dogru olmaz. Ancak Mg agligt ve Zn fazlaliginda bu elementin
konsantrasyonunda artiglarin goriilmesi her iki stres durumunda da Mn iyonunun
karistig1 metabolik fonksiyonlarin harekete gectigi anlasiliyor. Bu durumun daha iyi
anlagilabilmesi i¢in Mn iyonunun kofaktdr olarak kullanildigi enzim aktivasyon

diizeylerinin belirlenmesi gereklidir.

Sicaklik ve 151k yogunlugundaki degisimler mikroalglerde notral lipid uretimini

etkiler.

Ortam sicaklik degerlerinde meydana gelen degisimlerin mikroalglerin lipid {iretimi
ve yag asidi bilesimi iizerinde dramatik etkilere sebep oldugu daha 6nce yapilan ¢ok
sayida caligma ile bildirilmistir (Morgan-Kiss vd.,2006; Schuhmann vd.,2011;
Sharma vd., 2012). Ancak mikroalglerin biiyiime ortamlarinda lipid igeriginde artisa
sebep olan element agligi gibi bir uygulama ile birlikte sicaklik degisiminin etkisi
lizerine, bizim bilgimize gore herhangi bir calisma yapilmamistir. Bu doktora
caligmasinda lipid igeriginde artisa sebep oldugu belirlenen element acligi ve
fazlaligi olan ortamlarda inkiibasyona alinan mikroalglerde lipid icerigindeki
degisiklik {izerine sicakligin da etkisini belirlemek i¢in yiiksek ve diisiik sicaklik
degerleri kullanilmistir. Magnezyum ve P agligina maruz birakilan gruplarin haric,
kontrol grubu dahil element aglig1 ve bollugu uygulamalarinin bulundugu diger tiim
gruplarda ortam sicaklik degerleri degistirildiginde biiylime azalmis, bu azalmanin
diisiik sicaklik degerinde daha yiiksek diizeyde oldugu belirlenmistir (Sekil 3.22). Bu
bulgudan hareketle, Mg ve P ag¢lhiginda biiyiimede meydana gelen baskilanmanin,

ortam sicaklik degerindeki degisimden bagimsiz oldugu sonucuna varilmigtir.

Bu doktora ¢alismasinda 6zellikle ortam sicakligr artirildiginda notral lipid igeriginde
onemli artislar oldugu belirlenmistir. Oysa daha Once yapilmis bazi ¢aligsmalarda
ortam sicaklifindaki artigla birlikte noétral lipid igeriginde azalma oldugu rapor

edilmistir (Xin vd., 2011). Xin vd. (2011), yaptiklar: ¢alismada dogal ortamdan izole
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edilmis olan bir Scenedesmus sp. tiirii kullanmislardir, bu doktora g¢alismasinda
kullanilan mikroalg ise Chlamydomonas Resource Center (www.chlamy.org)’dan
saglanan yabanil tip C.reinhardtii CC-124 soyudur. Dolayisiyla iki ¢alismada rapor
edilen bulgular farkl: tiirler kullanilarak elde edilmis olup, bu bulgular gésteriyor ki;
ortam sicaklifindaki degisime mikroalglerin verdikleri cevaplar tiirden tiire
degisebilmektedir Nitekim ¢esitli sicakliklarda yetistirilen Chlorella sorokiniana’da
lipid miktarinda O©nemli bir degisiklik go6zlenmedigi de rapor edilmistir
(Patterson,1970). Bu doktora ¢alismasinda, lipid igerigini artirdigi belirlenen tiim
uygulamalarda ortam sicakligi artirildiginda da, nétral lipid igeriginin Kkontrol
grubuna kiyasla 6nemli oranda arttigi belirlenmistir (Sekil 3.23). Sicaklikla birlikte
element acgligina cevapta mikroalglerin nétral lipid iceriklerinde meydana gelen
artiglar kontrol sicaklik degerinde inkiibasyona alinan gruplarla kiyaslandiginda artan
sicakligin element agligi ile birlikte lipid iiretiminde artisa sebep oldugunu ortaya
koymaktadir. Ornegin kontrol sicakliginda (23°C) N agligina birakilan mikroalglerde
10 giinliik inkiibasyon periyodunun sonunda kontrole kiyasla lipid icerigi yaklagik
olarak 2 kat artmus iken yiiksek sicaklikta (35°C) element agligi uygulanmayan gruba
kiyasla N agliginda 4.35 kat artmigtir. Sicaklik artisinin element agligi uygulanmayan
gruplarda da lipid igerigini artirdig: diisiiniildiigiinde, N agligina birakilan ve 35 °C
sicaklikta inkiibe edilen mikroalglerin, 23 °C’de inkiibasyona birakilan gruba gére de
7.1 kat arttig1 hesaplanmustir. Ote yandan ortam sicakligi diistiigiinde mikroalglerin
lipid igeriklerinde artiglar rapor edilmistir (Guschina and Harwood 2006). Bu doktora
calismasinda elde edilen sonuglar da bu bulguyu desteklemektedir. Ancak bu artislar,
yiiksek sicaklikta inkiibasyona birakilan mikroalglere oranla daha diisiik bulunmustur
(Sekil 3.24). Boylece bu doktora ¢alismasi, element agligina birakilan mikroalglerin
ortam sicakhigr artirildiginda lipid verimlerinin daha da Onemli oranda

artirtlabilecegini ortaya koymustur.

Fotosentez etkinligi mikroalglerin lipid iceriklerinde meydana gelen degisim iizerine
en etkili faktordiir (Thompson, 1996). Dogal ortamlarinda giindiizleri mikroalglerin
lipid {retimini artirdiklar1 ve geceleri de lipidleri kullandiklari rapor edilmistir
(Thompson,1996). Bu ¢alismada da ortam 151k siddeti diistirildigiinde, mikroalglerin
lipid iceriklerinde orta veya yiiksek 1sikta yetistirilen gruplara oranla diisiisler

belirlenmistir. Li vd. (2010), nisasta iiretmeyen C.reinhardtii mutantlar ile yaptiklari

133



bir calismada yiiksek 1s1ik siddetinin N acligina birakilan mikroalglerde noétral lipid
icerigini artirdigin1 bildirmislerdir. Bu doktora ¢alismasinda kullanilan yabanil tip
C.reinhardtii mikroalginde de benzer sonuglar belirlenmistir. Dahasi, bu g¢alismada
yalnizca N aghiginda degil, S achiginda da ortam 1s1k siddeti artirildiginda nétral lipid
tiretiminde artiglar kaydedilmistir (Sekil 3.23). Mikroalglerin element igeriginde
meydana gelen degisimlere bakildiginda biiyiime ortaminda N veya S elementleri
bulunmadiginda, mikroalglerin yapilarinda bu her iki elementin konsantrasyonunda
onemli distisler kaydedilmistir (Sekil 3.19). Ortam 151k siddeti artirildiginda her iki
element acliginda da, lipid iiretiminde artigin goriilmesinin ortak sebebi, s6z konusu
olan N ve S elementlerinin hiicrede daha ziyade proteinlerin sentezinde gerekli olan
yapitaglarindan olmalari, ancak ortamda bu elementlerden yeterince olmadiginda,
metabolizmada protein sentezinin yavaslamasi ve hiicrede redoks dengesinin
saglanabilmesi i¢in, enerji akisinin, N ve S elementinin ¢ok daha az oranda gerek
duyuldugu lipid biyosentezine dogru kaydiriliyor olmasidir. Ortam 151k siddeti de
artirlldiginda (asir1 olamamak {tizere) redoks dengesini saglamak i¢in fotosentez hizi
artar. Bunu miiteakiben Oncelikle hiicrede karbohidrat sentezi ve daha sonra da
protein ve lipid sentezleri artar. Ancak eger 151k siddeti fotosistemlere zarar verecek
diizeyde uygulanacak olursa, bu stres durumunda hiicre kendini koruyabilmek i¢in
normal metabolik aktivitesin degistirmek durumunda kalir ve karbohidrat sentezi
yerine strese karsi korunmasinda rolii olan Oncelikle protein ve ikinci derecede
lipidleri daha fazla oranda sentezleme ihtiyaci duyar. Bunu gerceklestirmek i¢in de,
fotosentezin Calvin dongiisiinde olusan 3PGA ve solunumun glikoliz sathasinda
ortaya c¢ikan piruvat molekiilleri Asetil CoA’ya ve Malonil CoA iizerinden lipid
biyosentezine aktarilir. Protein sentezi solunumun krebs evresiyle baglantili olarak
gerceklesen bir proses olup, sayet hiicrede protein sentezi igin zaruri olan
elementlerden bir tanesi dahi eksik oldugunda (N, S gibi), hiicrede protein sentezine
ayrilmasi gereken enerjinin de lipid biyosentezine kaydirilmasi zorunlu hale gelir ki,
bu durum, aragtirmamizda N ve S azliginda ve yiiksek 151k yogunlugunda lipid sentez

oraninin neden arttigini ortaya koyacak nitelikte goziikkmektedir.

Element manipiilasyonuna cevapta mikroalglerde olusan stresin diizeyi lipid

icerigindeki artis ile dogru orantihdir.
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Mikroalglerin yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilmeleri igin fotosentezin etkili bir
diizeyde gergeklestirilebilmesi son derece onemlidir. Fotosentez hizinda meydana
gelen bir degisim mikroalg metabolizmasinda ve dolayisi ile metabolik iiriinlerinin
kompozisyonu ve yogunlugunda farkliliklara sebep olur (Thompson, 1996). Biiyiime
ortaminda bulunmasi gereken elementlerin yoklugu veya normalden fazla miktarda
bulunmasi, mikroalglerin klorofil ve karotenoid igeriklerini, dolayisiyla fotosentez
verimini etkiler (Sharma vd., 2012). Bu doktora ¢aligmasinda N, S ve Mg agligina
cevapta mikroalglerin klorofil igeriklerinde 6nemli diisiisler oldugu belirlenmistir
(Sekil 3.27). Biiyiime ortamlarinda N ve S agliina cevapta mikroalglerin klorofil
iceriklerinin azaldig1 ve boylece fotosentez hizinda azalmalar oldugu daha onceki
calismalarda bildirilmistir (Zhang vd., 2002; Young ve Beardall, 2003;). Bu doktora
calismasinda oOzellikle N ve S agligina cevapta mikroalglerin icerdikleri toplam
klorofil miktarindaki diislisiin yaninda klorofil-a / klorofil-b oraninda da 6nemli
azalmalar oldugu kaydedilmistir (Sekil 3.27). Fotosentez i¢in anahtar molekiil olan
Klorofil a molekiilii mavi, mor ve kirmizi dalga boyundaki i1sinlari emer ve yesil
dalga boyundaki 1sinlar1 da yansitir (Taiz ve Zeiger, 2008). Basta klorofil b molekiilii
olmak tizere diger fotosentetik pigmentler de, fotosentetik organizmalarin daha genis
spektrumda 1sinlarin yakalanmasini, boylece fotosentez veriminin artmasini saglarlar
(Raven vd., 2005). Isik yogunlugu azaldiginda fotosentetik yapilarda klorofil b
konsantrasyonunun Onemli oranda arttigi bildirilmistir (Taiz ve Zeiger, 2008).
Ozellikle element aghigina cevapta toplam klorofil iceriginde azalmaya ragmen
Klorofil a/b oraninin da azalmasi fotosentezde rol alan anten kompleksi ve pigment

sistemleri arasindaki dengenin de degistigini gostermektedir.

Element agligi durumlarinda bazi alglerin yiiksek oranda karotenoid, yag ve
karbonhidrat formunda karbonlu bilesikleri biriktirdikleri rapor edilmistir
(Thompson, 1996). Bu doktora ¢alismasinda elde edilen bulgular da daha 6nce rapor
edilen caligmalar ile uyumluluk gostermektedir. Zira lipid igerigini artirdigi
belirlenen tiim gruplarda karbonhidrat (Sekil 3.15) ve karotenoid (Sekil 3.27)
igeriklerinde de artiglar saptanmistir. Stres sartlar1 altinda karotenoid icerigindeki
artisin algal hiicrelerin 151k zararina kars1 gelistirdikleri bir korunma mekanizmasi
oldugu ileri siirtilmiistiir (Ledford veNiyogi, 2005). Dolayist ile klorofil igeriginde

azalma oldugu belirlenen gruplarda karotenoid iceriginin artmasi mikroalgleri 15181
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zararli etkilerinden korumak amacgl gelistirilen mekanizmalar1 tetikledigi
diistintilebilir. Ancak bu c¢aligmada lipid ve karbonhidrat i¢erigindeki artisin yaninda
N fazlaliginda mikroalglerin hem klorofil ve hem de karotenoid igerikleri kontrol
grubuna kiyasla 6nemli oranda artmistir. Bu grup mikroalglerde biiyiimenin énemli
oranda baskilanmadigi da diisiiniiliince metabolizmanin hizlandigi ve metabolik
faaliyetler sonucu arta kalan karbonlu bilesiklerin de karbonhidrat ve lipid seklinde
depolandig1r sonucuna varilmistir. Bu durumda mikroalglerde yalnizca fotosentez
hizinda yavaglamanin degil, artisin da lipid tiretimini uyardig1 anlagilmaktadir. Diger
taraftan element acligi uygulanan gruplarda element fazlaligina oranla ¢ok daha
yiiksek oranda lipid {iretildigi diisiiniiliince fotosentez hizinda yavaslamanin lipid
tiretimini daha yiiksek oranda tetikledigi goriilmekte olup bunun nedeni yukarida

tartisilmastir.

Fotosentetik organizmalar herhangi bir stres faktoriine cevapta reaktif oksijen
tirlerinin (ROT) olusumunun 6nlenmesi ve olusan ROT’lerinin detoksifiye edilmesi
yollarina bagvururlar (Des Marais, 2000). Abiyotik streslere c¢ogunlukla ROT
diizeylerindeki artiglarla cevap verirler (Torres ve Dangl, 2005), Ciinkii hiicrenin
herhangi bir kismindaki redoks dengesinin bozulmasiyla reaktif bilesiklerin belirli bir
seviyenin iizerinde olugsmasi durumunda, ortaya c¢ikan bu reaktif bilesikler lipidler,
proteinler ve niikleik asitler dahil ¢ok sayida biyomolekiillerin yapilarinin
bozulmasma ve radikal hale geg¢melerine bdylece metabolizma diizeyinde geri
dontisiimsiiz negatif etkilere sebep olabilme potansiyeline sahiptirler. Eger
organizma ROT diizeyini belirli bir seviyede tutamaz ise meydana gelen oksidatif
stres organizmayi Oliime dahi siiriikleyebilir. Bu nedenle mikroalglerde lipid
liretimini artirmak amaci ile basvurulan stres uygulamalarinda olusturulan stresin
siddeti de ¢ok 6nemlidir. Bu ¢alismada, mikroalglerdeki H,O, konsantrasyonunun N
acligima cevapta inkiibasyonun ilk gilinlinden itibaren, N fazlaligi hari¢ diger
uygulamalarda ise inkiibasyonun son giinlerinde arttig1 belirlenmistir (Sekil 3.28).
Inkiibasyonun sonuncu giiniinde &lgiilen H,O, degerleri incelendiginde, en fazla
artisin N aghiginda (2.3 kat) meydana geldigi anlasiliyor. Diger uygulamalarda H,O,
konsantrasyonunda meydana gelen artiglar, bu kadar yiiksek olmasa da istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Bu da N fazlalig1 hari¢ diger tiim uygulamalarin

mikroalglerde stres sartlar1 olusturdugunu ve alglerin yasamaya devam ettigi de
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dikkate alindiginda, tercih ettigimiz stres siddetinin bu mikroalg tiirii i¢in uygun

oldugunu gosterir nitelikte olmustur.

Esasen bitkisel organizmalar, birgok metabolik yolda yan iiriin olarak ortaya ¢ikan ve
bir takim metabolik yollarin aktive edilmesinde sinyal molekiil rolii oynayabilen
reaktif oksijen tiirleriyle, hiicrede bu reaktif molekiilleri inaktif hale getirmekte
gorevli antioksidan molekiiller arasinda bir denge kurmak gibi karmasik bir diizen
gelistirmislerdir. Bitkisel organizmalarda antioksidan enzimler, ROT diizeylerinin
belli bir seviyede tutulmasinda onemli roller istlenirler. Antioksidan enzimlerden
Stiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1), singlet Oksijen radikallerine Hidrojen
atomlar1 baglayarak reaktif 6zelligi daha diisiik olan reaktif oksijen tiiriine, (H,0,’¢)
dontstiirtirler. Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) enzimi ise iki molekiil H»0,’yi
birlestirerek H,O ve serbest Oksijen olusumu reaksiyonunu katalizler. Bitkisel
organizmalarda etkili bir ROT temizleme mekanizmasi olan Askorbat/Glutatyon
havuzunda rol alan kilit enzimlerden Askorbat Peroksidaz (AP, EC 1.11.1.11) ve
Glutatyon Rediiktaz (GR, EC 1.8.1.7) enzimleri de H,O;’nin temizlenmesinde ¢ok
Oonemli bir yeri olan Askorbat/Glutatyon dongiisiinde rol alan iki anahtar enzimdir

(Sekil 4.2).

A . B

H,0 — & — PSI— 0, H,0 AsA NAD(P)H
/'/. \ \/ \/

~ SOoD APX / MDHAR

L4 MDA H,0, 7/ H,0, -/\’M[m NAD(P)*
Fd \@px l
\' -/\H 0

H0; =\ G556 N NAD(P)* Ash+ DHA = G;’Jj;ﬁ N a NAD(P
GPX GR
H,O /\ GSH NAD{P)H AsA /\ GSH /\ NAD{P)H

Sekil 4.2. Bitkisel organizmalarda ROT temizleme mekanizmalari. A, Su-su dongiisii
(Mehler reaksiyonu); B, Askorbat-Glutatyon dongiisii; C, Glutatyon
dongiisii. Reaktif oksijen tiirleri kirmiz1 renkte, Antioksidan enzimler yesil
ve antioksidant molekiiller de mavi renkle sunulmustur (Mittler vd.
2004’ten alinmaistir)
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Bu doktora c¢alismasinda, biiylime ortaminda yapilan element manipiilasyonuna
cevapta mikroalglerin farkli element durumlarina birbirinden farkli antioksidan
cevap verdikleri anlasilmistir. Kontrol grubuna kiyasla element agligi uygulanan
gruplarda SOD aktivitesi inkiibasyonun ilk giiniinde 6nemli oranda artmis ancak bu
artigin ilerleyen giinlerde zayifladigi ve hatta N ve S acliginda oldugu gibi 6nemli
oranda azalma ile sonuclandigi kaydedilmistir (Sekil 3.30). Diger taraftan N
fazlaliginda inkiibasyon siiresince lineer olarak artan SOD aktivitesi Zn fazlaliginda
ilk giin en yiiksek diizeyde aktivasyon Ornegi sergilemis, ilerleyen giinlerde
aktivitedeki artis asagi yonlii egilime girmistir (Sekil 3.30). Siiperoksit dismutaz
enzimi son derece reaktif yapida olan siiperoksit molekiillerinin (O;") daha az reaktif
yapida bir ROT molekiilii olan H,O; ‘e indirgenmesi reaksiyonunu katalizler (Mittler
vd., 2004). Dolayis1 ile H,O, konsantrasyonundaki bir artisin SOD aktivitesinde de
artis ile sonuglanmasi beklenir. Bu calismada da N fazlaligi disinda tiim gruplarda
farkli oranlarda H,O, birikimi tespit edilmistir (Sekil 3.28). Stres sartlar1 altinda
mikroalglerin SOD enzim aktivitesinde artislarin oldugu, farkli mikroalgler
kullanilarak yapilan daha 6nceki ¢aligmalarda da bildirilmistir (Li vd,. 2006; Tripathi
vd., 2006; Sabatini vd., 2009). Ote yandan ortamda yiiksek konsantrasyonda Cu
(Morelli ve Scarano, 2004) ve Zn (Tripathi vd., 2006) bulundugunda stresin siiresinin
uzamasi ile birlikte SOD aktivitesinde siirekli artislar rapor edilmistir. Oysa bizim
calismamizda element agligina cevapta mikroalglerin SOD aktivitelerinde ilk giinde
artis goriilse de zamanla aktivite kaybi gozlemlenmis, inkiibasyonun sonunda
aktivitedeki azalma N ag¢liginda ¢ok daha yiiksek oranda olmakla birlikte S a¢liginda
da istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Dahasi Zn bolluguna cevapta
mikroalglerin SOD aktivitelerinin ilk glinde en yiiksek diizeyde oldugu, daha sonra
da kontrole kiyasla yliksek olmasina ragmen aktivitede asagi yonlii egilimler
belirlenmistir. Bu yonii ile elde edilen bulgular Scenedesmus sp. kullanilarak
yiiriitilmiis olan Tripathi vd. (2006)’nin yaptiklar1 ¢alisma ile Ortliismemektedir.
Diger taraftan ROS stresinin her zaman SOD aktivitesini etkilemedigi yoniinde
raporlar da bildirilmistir. Sabatini vd. (2009), yaptiklar1 ¢alismada Cu stresine
cevapta Scenedesmus vacuolatus tiiriinde SOD enzim aktivitesinin stresin siiresine
paralel olarak artis gosterdigini, 6te yandan ayni stres durumunda Chlorella kessleri
mikroalginin SOD aktivitesinde herhangi bir degismenin olmadigini rapor

etmiglerdir. Yine Li vd. (2006), yaptiklar1 ¢alismada Cu stresinin Pavlova viridis
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mikroalginde SOD aktivitesinde stresin siiresi ile paralel artiglar gézlemlemis, ancak
Zn stresine cevapta aktivitede Onemli bir degisim olmadigimi rapor etmislerdir.
Biiylime ortaminda farkli element yoklugu veya bollugu durumlarinin galisildigi bu
doktora tezinde elde edilen sonuclar gosteriyor ki oksidatif strese cevapta ilk
korunma mekanizmalarinin basinda gelen SOD aktivasyonu her zaman stresin stiresi

ile paralel olarak artis gostermemektedir.

Katalaz enzimi hidrojen peroksiti (H20;) su (H,O) ve serbest Oksijen’e (O,)
pargalayan porfirin hem aktif alanlar1 igerir. Mikroalglerde CAT enzimi aktivitesinin,
stresin siiresi (Morelli ve Scarano 2004; Qian vd., 2008) ve yogunlugundaki (Li vd.,
2006; Qian vd., 2008; Sabatini vd., 2009) artis ile paralellik gosterdigi rapor
edilmistir. Oysa bu doktora c¢alismasinda element acligi uygulamalarinin artan siire
ile Dbirlikte CAT aktivitesinde azalmaya sebep oldugu, element fazlalig
uygulamalarinda ise stresin siiresi ile paralel olarak aktivitede 6nemli oranda artiglar
oldugu belirlenmistir (Sekil 3.31). Shao vd. (2008), yaptiklart c¢alismada
C.reinhardtii mikroalginde CAT aktivitesinin stresin diizeyine gore belirlendigini ve
CAT aktivitesindeki azalmanin mikroalglerin ROT sinyal yollarin1 aktive ettigini
rapor etmislerdir. Ozellikle depo iiriinleri olan lipid ve karbonhidrat ieriginde artis,
klorofil igeriginde ve biiyiimede de azalma oldugu verileri ile birlikte
degerlendirildiginde bu doktora calismasinda element acligina cevapta stresin stiresi
ile paralel olarak CAT aktivitesinde goriilen azalmanin metabolik faaliyetlerde
goriilen yavaslama ile alakali oldugu sonucuna varilmistir. Nitekim Tripathi vd.
(2006), yogun metal stresinin Scenedesmus sp. mikroalginin CAT enzim

aktivitesinde inhibisyona sebep oldugunu rapor etmislerdir.

Bu doktora ¢alismasinda N ve Mg agligi ile Zn fazlaligi durumlarinin AP aktivitesini
onemli oranda artirdigr belirlenmistir (Sekil 3.32). Stresin siiresindeki artis ile
birlikte N acligina cevapta AP aktivitesinde onemli bir degisim gozlenmezken Mg
acliginda enzim aktivitesinde artis, Zn fazlaligi durumunda ise zamanla asag1 yonlii
bir egilim sergilemistir. Diger taraftan P achigina cevapta AP aktivitesinde dnemli
bir degisim kaydedilmezken S acliginda enzim aktivitesi inkiibasyonun ilk giiniinden
itibaren Onemli oranda diigmiistiir. Mikroalglerde bir stres faktdriine cevapta AP

aktivitesinde meydana gelen degisimler ile ilgili olarak birbirinden farkli bulgular
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rapor edilmistir. Janknegt vd. (2009), yaptiklar1 bir ¢calismada 15 farkli mikroalg
tiiriinii yogun radyasyona maruz birakmis ve ancak iki tiirde AP enzim aktivitesinde
bir artis oldugunu, digerlerinde aktivitede onemli degisimler olmadigin1 rapor
etmislerdir. Diger taraftan Tripathi vd. (2006), Scenedesmus sp. mikroalginin
bliyime ortaminda 2.5uM konsantrasyonda Cu elementi bulundugunda AP
aktivitesinde artis oldugunu, ancak Cu konsantrasyonu 10uM’a ¢ikarildiginda bu
enzimin aktivitesinde azalma oldugunu bildirmislerdir. Oysa Morelli ve Scarano
(2004), farkli konsantrasyonlarda Cu elementinin Phaeodactylum tricomutum
mikroalginde AP aktivitesi Tlizerine herhangi bir etkisinin olmadigin1 rapor
etmislerdir.Bitkisel organizmalarda enzimatik antioksidanlarin yaninda enzimatik
yapida olmayan Askorbat-Glutatyon havuzu da ROT temizlenmesinde aktif rol alir
(Taiz ve Zeiger, 2008). Askorbat Peroksidaz enziminin yaninda Askorbat-Glutatyon
oksidasyon havuzunda rol aldig1 bilinen bir bagka enzim de GR enzimidir (Sekil 4.2).
Dolayisiyla bu enzimin aktivitesinde meydana gelen degisimin AP aktivitesindeki
degisim ile paralellik gosterecegi diisliniilebilir. Bu doktora calismasinda, c¢ogu
durumda AP ve GR aktivitelerinde meydana gelen degisimler birbiri ile ortiismekte,
bu da enzimatik yapida antioksidanlarin yaninda enzimatik yapida olmayan
Askorbat-Glutatyon havuzunun da ROT temizleme mekanizmalarinda asagi ya da
yukart yonlii diizenlemeler ile 6nemli rol oynadigini gostermektedir. Mikroalgler S
acligma birakildiklarinda AP ve GR enzim aktivitelerinde azalma meydana gelmistir
ki bu durum Askorbat-Glutatyon havuzunun S agligmma cevapta asagi yonli
diizenleme 6rnegi sergiledigini gosterir. Yine P agligi ve N fazlaligina cevapta AP ve
GR aktiviteleri ya degismemis ya da stresin siliresine bagli olarak azalma
gostermistir. Diger taraftan N ve Mg acligia cevapta bu iki enzimin aktivitesi de
birbirleri ile uyumlu olarak ya artmis ya da degismemistir. Bu grup mikroalglerde de
CAT ve SOD enzim aktivitelerinde meydana gelen keskin diisiisler dikkate
alindiginda Askorbat-Glutatyon havuzunun enzimatik oksidanlara kiyasla daha aktif
rol aldigin1 gosterir. Burada ilging olarak goriilen bir diger sonu¢ AP ve GR enzim
aktivitelerinde Zn bollugu durumunda kaydedilen zit yonlii diizenleme Ornegidir.
Cinko fazlaliginda mikroalglerin AP aktiviteleri 6nemli oranda artmis iken (Sekil
3.32) GR aktiviteleri yliksek oranda baskilanmistir (Sekil 3.33). Bu grup
mikroalglerde yalnizca AP enzimi degil, SOD (Sekil 3.30) ve CAT (Sekil 3.31)

aktivitelerinde de onemli artislar kaydedilmistir. Cinko fazlaligina cevapta CAT ve
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AP her ikisi de H,O, temizlenmesinde direkt roller iistlenirken aktivasyonu igin
indirgeyicilere ihtiya¢ duyan (Sekil 4.2) GR enzim aktivitesi diismiistiir. Bu da
gosteriyor ki Zn elementinin sebep oldugu agir metal stresine cevapta metabolizmada
iretilen hiicresel indirgeyiciler bu enzimin aktivasyonu i¢in Oncelikli olarak
kullanilmamamis ve enzimatik yapida olan diger antioksidan molekiiller daha aktif
roller iistlenmistir. Tripathi vd. (2006), yaptiklari calismada Scenedesmus sp. biiyliime
ortaminda 7 giin boyunca Cu ve Zn fazlaliina cevapta mikroalglerin GR
aktivitelerinde dnemli azalmalar rapor etmislerdir ki bu bulgular, bu doktora tezinden

elde edilen veriler ile ortiismektedir.

Reaktif oksijen tiirlerinin temizlenmesinde ara molekiil olan H,O, miktarindaki
artiglara ragmen antioksidant enzim aktivitelerindeki farkli regiilasyon oOrnekleri
gosteriyor ki element aclhigi veya bollugu durumlarinda mikroalglerin ROT
temizleme mekanizmalar1 aktif roller iistlenmistir. Bitkisel organizmalarda ROT
temizleme mekanizmalarinin ¢esitliligi tek basina antioksidant molekiil 6lgtimleri ile
bir sonuca varmayi1 zayif kilmaktadir. Bu doktora caligmasinda mikroalglerin
element stresine verdikleri antioksidant cevabin daha iyi tanimlanabilmesi ig¢in
antioksidant enzim aktivitelerinin yaninda toplam antioksidant cevabin da
belirlenmesi i¢in mikroalglerin oksijen radikal absorbans kapasiteleri (ORAC) de
Ol¢iilmiistiir. Elde edilen veriler mikroalglerin ORAC degerlerinin N ve S acligina
cevapta azaldigini, N ve Zn fazlalifina cevapta arttigini, oysa Mg ve P agligia
cevapta dnemli bir degisim sergilemedigini gdstermistir (Sekil 3.34) . Ozellikle N ve
S aghigma cevapta H,O; konsantrasyonundaki artisa ragmen antioksidant enzim
aktivitelerinde de genel olarak asagi yonlii egilimin gozlenmesi de bu durumu
desteklemektedir. Yine her iki elementten birinin biiylime ortaminda bulunmadiginda
diger elementin de aliminin engellenmesi durumu, N veya S her iki elementin de
mikroalg blinyesinde bulunmayisindan dogan redoks diizensizligi sebebi ile
mikroalglerin hizla depo driinleri olan lipid ve karbonhidrat iiretmek suretiyle
duragan faza gectiklerini gosteriyor. Bu durumda metabolik faaliyetler yavasladig:
icin antioksidant sistemlerinin aktivasyonu i¢in gerekli enerjinin de saglanamadigi
anlagiliyor. Ote yandan N ve Zn fazlahigina cevapta mikroalglerin ORAC
degerlerindeki artis, metabolik faaliyetlerdeki cesitliligin arttigin1  gosteriyor.
Fotosentetik hiicrelerin ROT diizeylerindeki artis ile birlikte antioksidant
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kapasitelerindeki artisin hiicrenin metabolizma hizinda meydana gelen artis ve

reaksiyon gesitliligini gosterdigi vurgulanmistir (Cirulis vd., 2013).

Bu doktora g¢alismasinda, element stresine cevapta mikroalglerin igerdikleri ROT
diizeyleri ile antioksidant cevabin yaninda, olusan stres ile ne diizeyde basa
¢iktiklarin1 anlamak amaci ile mikroalglerin hiicre zarlarindaki lipidlerin bozulma
durumunu gosteren lipid peroksidasyon diizeyleri de belirlenmistir. Yapilan
Olgtimlerde N fazlaligi disinda tiim uygulamalarin, mikroalglerde lipid peroksidasyon
diizeylerini artirdig1 belirlenmistir (Sekil 3.35). Ozellikle element agligina cevapta
lipid peroksidasyon diizeyleri inkiibasyonun ilk giiniinde dahi ¢ok yiiksek diizeylerde
bulunmus, Zn fazlaliginda ise ilk giinlerde 6nemli bir degisim olmamakla birlikte
inkiibasyonun son giinlerinde meydana gelen artislar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Genel olarak element aclhigina cevapta mikroalglerin ORAC
degerlerinin ya diisiik ¢iktig1 ya da degismedigi diisiiniildigiinde, mikroalglerin
element agligindan kaynaklanan oksidatif stres ile basa ¢ikmakta yetersiz olduklar
ve olusan oksidatif stresin bir oksidatif hasar ile sonuglandigin1 gostermektedir.
Nitekim mikroskopi goriintiileri ile saglanan anatomik bulgular da bu durumu
dogrulamaktadir. Sekil 3.36’da gosterilen mikroalglerin farkli ortamlarda 10 gilinliik
inkiibasyonu sonunda aliman TEM, Konfokal ve 1s1k mikroskopisi goriintiileri ile
kiiltiir fotograflarinda ozellikle element agligi durumlarinda mikroalglerin anatomik
yapilarinda meydana gelen bozulma dikkate deger diizeydedir. Diger taraftan
anatomik yapida bir bozulmanin yaninda klorofil igerigindeki azalma ile lipid
igerigindeki artigin da dogru orantili oldugu bu goriintiilerden anlasilmaktadir. Sonug
olarak calisilan element agliklarina cevapta metabolizmadaki yavaglamaya, olusan
redoks diizensizliginden kaynaklanan oksidatif strese ve hatta anatomik bozukluklara
ragmen mikroalglerin lipid igeriklerindeki onemli artislar, calisilan element acligi
uygulamalarmi mikroalglerden biyodizel eldesi icin uygun kilmaktadir. Ote yandan
FAMEs ol¢iimleri sonucu elde edilen verilerden de yola ¢ikarak N, S ve P
acliklarinin mikroalglerden Avrupa birligi standartlarina uygun biyodizel elde etmek

i¢cin uygun yollar oldugu sonucuna varilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu doktora tezi ile elde edilen sonuglar1 birkag madde ile su sekilde 6zetleyebiliriz:

1. Fotosentez hizinin artmasi veya yavaslamasi mikroalglerde bir depo {iriinii
olan lipid {iretimini tesvik eder. Ancak fotosentez hizindaki artis ile ancak
fazla olan karbon kaynaklari1 lipide doniistiirtliirken, stres durumunda total
fotosentez hizindaki azalma ile mikroalgler metabolik faaliyetlerini lipid
formunda enerji depolamaya yonlendirir. Dolayisi ile total fotosentez hizinin
yavaglamasi lipid iiretimini daha etkili bir bigcimde uyarir.

2. Stres faktorii uygulamalart mikroalglerde lipid tiretimini tesvik eder.

3. Azot, S, P ve Mg agliklar1 mikroalglerdeki lipid igerigini dnemli diizeyde
artirtr. Ancak, FAMEs sonuglar1 dikkate alindiginda N, S ve P aghg
durumlarinda Avrupa Birligi standartlarina uygun yapida biyodizel elde
etmek miimkiindiir.

4. Biyodizel iretimi i¢in kullanilan substrat molekiill olan triagilgliserol
icerigindeki onemli artisin ve yiiksek standartlarda biyodizel elde edebilme
potansiyelinin yaninda biiyiimedeki baskilanma da dikkate alindiginda,
literatiirde yogun bir sekilde galisilan N agligina ragmen S ve P agliklari da,
mikroalglerden biyodizel elde etmek i¢in en uygun iki yoldur.

5. Element stresinin yaninda ikinci bir stres faktorii olarak ortam sicaklik ve 1g1k
siddetinin artirilmasi da mikroalglerde lipid iretiminin artirilmasina katkida
bulunmaktadir.

6. Ozellikle element aghifma cevapta oksidatif stresin diizeyini gdsteren
membran lipidlerinin oksidasyonu mikroalglerin trettikleri depo yag asidi
bilesenlerini 6nemli oranda etkilemez.

7. Mikroalgler kullanilarak hem atik su aritimi ve hem de biyodizel tretimi
teorik olarak miimkiin goziikkmektedir. Bu diisiinceye, bu doktora tezinde N
ve Zn fazlaliginda hem biyomas kaybmin olmamasi ve hem de lipid

icerigindeki onemli artiglarin olmasi dikkate alinarak varilmstir.
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Dizel yakitlar1 bircok alanda kullanilmakta ve iilke ekonomisinde 6nemli bir yer
teskil etmektedir. Bir tarim iilkesi olan Tiirkiye’de, biyodizel tiretimi i¢in biiyiik bir
potansiyel vardir. Biyodizel her tiirlii bitkisel ve hayvansal yag ile kullanilmig
yaglardan Tretilebilmektedir. Tiirkiye’de iklime uygun g¢esitli yag bitkilerinden
biyodizel iiretilebilir. Ancak karasal iiriinlerin donemsel olarak biiylimeleri ve sahip
olduklar1 yag miktarlariin kendi kuru agirliklarinin yalnizca %5°1 kadar oldugu,
diger taraftan mikroalglerdeki yag miktarinin genellikle %20-50 arasinda bulunmasi,
hizl1 yasam dongiileri ve yag iceriklerinin artirilabilmesi durumlar diisiiniildiigiinde,
tilkemizde de alglere dayali biyodizel iiretimine oncelikli yer verilmesi ve ilgili

arastirmalara yeterli devlet desteginin saglanmasi gerekmektedir.
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