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OZET

SCENEDESMUS REGULARIS ve SCENEDESMUS OBLIQUUS ALG
TURLERINDE AZOTA BAGLI LIPIT ICERIGINDEKI DEGISIMLERIN
INCELENMESI

OZALIN, Gizem
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Biyoloji Anabilim Dali, Yuksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. ilhami TUZUN
Ocak 2020, 69 sayfa

Bu calisma, model organizma olarak secilenScenedesmus regularis ve
Scenedesmus obliguus mikroalg tdrlerinin, azot elementinin farkli
konsantrasyonlariyla hazirlanmig BBM (Basal Bold Medium) besiyerindeki 20
gunlik inkUbasyonlari suresince, biyodizel hammaddesiolan ndtral lipid
degisikliklerinin izlenmesi amacglanmistir. Bu kapsamda; hicre buyumesi
(biyomas), nétral lipid ve TAG (Triagilgliserit) olgumleri gergeklestirilerek

turlerin biyoyakit potansiyelleri hakkinda degerlendirmeler yapiimistir.

Elde edilen sonucglara goére, Scenedesmus regularis ve Scenedesmus
obliquusturlerinin her birinde azot acgligi ve azot toklugu uygulamalarinin
blylme Uzerinde stres faktori oldugu belirlenmistir. Biylime, her iki tirde de
kontrol grubuna gore belirgin bir sekilde dugsuk bulunmustur. Buyumedeki
azalma azot ag¢hgr uygulanan grupta daha belirgin iken azot toklugu

uygulanan grupta da bliyumenin az miktarda baskilandigi gdézlemlenmisgtir.

Alg tdrlerinin yad asidi profilleri, blylime duragan faza gectiginde

inkiibasyonun sonlandiriimasi ve elde edilen alg biyomasinin Gaz



Kromotografisi (GC) analizi ile belirlenmistir. Kontrol grubuna goére, azot acghgi
ve azot toklugu gruplarinda SFA ve MUFA miktarlar ylksek iken PUFA
miktarlari ise daha dusuktur. Her iki turin tum manuplasyon gruplarinda,
SFA, MUFA ve PUFA degerleri, Avrupa birligi EN 14214 standartlarini

kargilayacak aralikta bulunmustur.

Scenedesmus regularis’de SFA ve MUFA orani toplami kontrol grubunda
yaklasik %90,62 iken aclik grubunda %98,77, tokluk grubunda ise %95,51,
Scenedesmus obliquus’ta ise kontrol grubunda %100 iken acglik grubunda
%97,38 ve tokluk grubunda %95,69 olarak bulunmustur.

FTIR analizleri sonucunda, azot agligina cevap olarak mikroalglerin TAG
miktarlarinda onemli artiglar oldugu, azot toklugunda ise kontrol ile yaklagik
degerlerde TAG miktari gézlemlenmistir. Calismada kullanilan her iki tlrtinde
azot achgi grubunda TAG miktarini karbohidrat ve protein gibi makro

bilesikleri donusturmek suretiyle depolama yoluna gittigi sonucuna variimistir.

Flow ve Floresans cihazlari ile mikroalglerin nétral yag miktarlari ve
degisimleri gozlemlenmigtir. Nil-red ile noétral yadlar boyanarak yapilan
Olcimler 1siginda Scenedesmus regularis tarinin nétral lipid miktan
kontrolde %27,2, acglik grubunda %77,4ve tokluk grubunda %32,2 iken,
Scenedesmus obliquus tarandn noétral lipid miktart kontrolde %10,4,a¢lik

grubunda %44,1, tokluk grubunda %3 olarak saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyodisel, Mikroalg, Scenedesmus regularis,
Scenedesmus obliquus, Yag asitleri, Triagilgliserol, Azot

achgi



Abstract

N-DEPENDENT LIPID VARIATIONS IN MICROALG SPECIES,
SCENEDESMUS REGULARIS AND SCENEDESMUS OBLIQUUS

OZALIN, Gizem
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Depertment of Biology, Master’s thesis
Supervisor: Prof. Dr. ilhami TUZUN
Junary, 69 Pages

In this thesis, changes on neutral lipids of microalgal species, Scenedesmus
regularis and Scenedesmus obliquus, selected as model organisms for
biodiesel feedstock, were aimed to be monitored within a 20 days of
incubation period performed under different nitrogen concentrations of Basal
Bold Medium (BBM). Within this scope, biomass, neutral lipids and
Triacylglycerol measurements were carried out to evaluate the biofuel

potentials of each species.

Our results revealed that a priori set for both N-starvation and N-enrichment
were stress factors was confirmed; the growth was found to be markedly
lower in N-manipulated groups compared to control. Decline on growth was

pronounced much more in N-starved group than that in N-enriched group.

GC analysis was used to determine the fatty acid profiles of microalg
species, using the biomasses harvested at the stationary phase that was
being the end of the incubation period. While the total amounts SFA and

MUFA increased, the amount of PUFA decreased on manipulated groups



compared to control. The ratios of SFA, MUFA and PUFA recorded during
the study met the requirements for biodiesel production validated by the
Europen Union standards (EN 14214) for both species.

In Scenedesmus regularis, the total of SFA and MUFA 90,62% in control
group, 98,77% in N-starved and 95,51% in N-enriched group. Corresponding
values for Scenedesmus obliquus were found to be 100%, 97,38% and

95,69%, respectively.

FTIR analysis revealed that both microalg species responded to the N-
starved conditions as to increase their TAG contents whereas N-enriched
conditions resulted in TAG contents closely similar to the control group. The
conversion of carbohydrates and proteins to the lipids during starvation was

suggested to be the cause in lipid increments.

Both fluorescence spectrophotometry and flow cytometry were applied to
determine changes in neutral lipids of microalg cells dyed with nile red. In
Scenedesmus regularis, the ratios of neutral lipids were found to be 27,2%,
77,4%, 32,2% in control, N-starved and N-enriched groups, respectively.
Corresponding values for Scenedesmus obliquus were 10,4%, 44,1%, 3%,

respectively.

Anahtar Kelimeler: Biodiesel, Microalgae, Scenedesmus regularis,
Scenedesmus obliquus, FAMEs, Triacylglycerol, N-

starvation
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GiRiS

1.1. Alglerin Genel Ozellikleri

Yosunlar, tek hicreli ve ¢ok hucreli tirleri bulunan; genelikle deniz ve
tath su ortamlarinda yasayabilen canli organizmalardir. Cok htcreli formlari
makroalg veya filamentli; tek hicreli formlarina mikroalg veya fitoplankton
gibi farkh isimlerde verilmektedir (Demirbas, 2010; Bharathiraja vd., 2015;
Sambusiti vd., 2015; Raheem vd., 2015). Plankton Yunanca'da hareketsiz
anlaminda kullanilan “planktos” kelimesinden tlretilmistir. Hala kullaniimakta
olan fitoplankton tanimi ise 0&zellesmis herhangi bir hareket organeli
bulunmayan, bulunsa bile yalnizca pasif (su ile) hareket edebilen, basit
klorofil ihtiva eden canli grubu icin kullanilir (Cirik ve Gokpinar, 2006).
Fitoplanktonlar sucul canlilarin temel besin maddesi olmalarindan dolayi
besin zicirinin ilk halkasini olustururlar (Cirik vd.,2006). Yapilarinda bulunan
klorofil aracihgi ile glines 15131, su ve karbondioksiti fiske ederek fotosentez
kabiliyetleri sayesinde biyokutlelerindeki c¢ok farkh cesitteki metabolit ve
kimyasallara dénustirebildikleri icin organik maddelere ihtiyaglari yoktur. Bu
sebeple sulak alan ekosisteminin  primer Uretici olma godrevini
ustlenirler.Ayrica ototrof organizma olduklari i¢in bitkilerin ilkel formu olarak
kabul edilirler (Bat vd., 2008;Demirbas,2010; Bharathiraja vd., 2015;
Sambusiti vd.,2015;Van den Hoek vd., 1995).

Caplan  1-30 nm arasinda degisiklik gosteren mikroalgler;
pigmentasyonlarina, yasam dongulerine ve temel hlcre yapilarina bakilarak
(1) diatoms (Bacillariophyceae); (2) yesil (Chlorophyceae); (3) mavi ve mavi-
yesil cyanobacteria (Cyanophyceae); (4) altin (Kriyophyceae); ve (5) kirmizi
(Rhodophyceae) olarak sistematik siniflara ayrihr ~ (Ullah vd., 2015;
Demirbas, 2010; Bharathiraja vd., 2015; Sambusiti vd., 2015; Raheem vd.,
2015; Huber vd., 2006; Ziolkowska vd.,2014). Mikroalglerin; prokaryotik ve
Okaryotik, fotosentetik, fotosentetik olmayan, ototrofik, heterotrofik,

miksotropik, gibi farkh siniflandirmalarida mevcuttur (Bharathiraja vd., 2015;



Sambusiti vd., 2015; Brennan vd., 2010). Yaklasik 50000 turG bulunan
alglerin tahmini 22.000-26.000 tanesi mikroalg olmasina ragmen sadece
birkag Uyesi dinya capinda ticari olarak yetistirilebilmistir (Bharathiraja
vd.,2015; Cirik,1993).

Alglerin pigment, buyime orani, boyutu, agirlhigi ve kimyasal bilesimi,
Ozellikle taksonomik siniflarina ve turlerine bagh olarak, 1sik, sicaklik, pH,
tuzluluk, besin, Kirlilik ve hatta su hareketi gibi yagam ortam kosullarina gore
dnemli 6lglide etkilenir (Sambusiti vd., 2015; Jung vd., 2013). Ornegin
yasamsal parametreler arasinda yer alan 1sik alglerin habitat dagilimlarini
belirlemede énemli rol oynar. Tdre uygun olan gevresel kosullar saglandigi
zaman belirlenen alg turinin tim yil boyunca devamli olarak Uretimi
gerceklestirilebilir (Sambusiti vd.,2015). Diger taraftan cevresel kosullarin
bozulmas! 6trofikasyona da sebep olabilmektedir. Otrofik bir gélde alglerin
uretim hizinin artarak organik trtin birikiminin meydana gelmesiile bulaniklik
olusmasi ve 1sigin suyun alt kisimlarina gec¢cmesi engellenir. Isigin
ulasamadigi dip bdlgede oksijen sinirlayici bir 6zellik kazanarak oksijen
toleransi olmayan canlilarin 6limune sebep olabilir (Glombitza, 1970; Round,
1973; Sen ve Nacar, 1988; Guner, 2006).

1.1.1 Morfoloji ve Yagsam Dongiisii

Alglerin morfolojik cesitliligi olduk¢a fazladir. Yasam alanlarina olan
adaptasyonlari  acgisindan  hareketli, hareketsiz, kamgili, kamgisiz,
mikroskobik, makroskobik gibi farkl formlara sahiptirler. Tek hicre formunda
veya koloni halinde bulunabilirler. Koloni olusturan alg turleri, ipliksi, yassi
yapraksi, seritsi, tipsu, parankimatik tallus yapilari gésterirler (Altuner,1994).

Alglerin morfolojik farkhliklari fazla olmasina ragmen hicresel
boyuttaki morfolojik durumlarina bakildidi zaman genel itibari ile ortak yapilar
g6zlenmistir. Bu yapilar:

Kloroplast: Biyoteknolojik olarak Uretimleri gergeklestirilen Grunlerin
saglanmasi agisindan énem arz eden kloroplast alg hicrelerinde spesifik

(spiral halinde bantlar ag veya yildiz plaklar) sekillerde bulunmaktadir. Bunun



yani sira kloroplastlar stoplazma i¢cinde homojen olarak dagilir veya nukleus
etrafinda ya da hucre g¢eperinin alt kisminda toplu halde ihtiva edilirler.
(Reece., 2010; Ozel, 2005).

Sitoplazma: Alglerin mevcut olan tim organellerinin igerisinde dagilim
gOsterdigi ayrica lipid ve protein taneciklerinin bulundugu hdcresel sivi dolgu
maddesidir(Reece, 2010; Ozel, 2005).

Cekirdek: Bitkilerin ilkel formu kabul edilen algler ¢ekirdek islevselligi
anlaminda bitkiler ile aynidir, fakat morfolojik olarak alglerin g¢ekirdek
boyutlari daha kuguktur. Cekirdeklerin sekli hucrelerin sekillerine gore eliptik
ya da oval olabilmektedir(Reece, 2010; Ozel, 2005).

Hicre geperi: Hicre ¢eperi kalinhigi alg turlerine bagli olarak farkhlik
olusturur. Ayrica bazi alg turlerinde (kamg¢i bulunduranlarda) hlicre ceperi
stoplazmanin diginda olusum gdzlenirken bazi turlerde ise stoplazma zar
icerisindeki dikensi yapilar seklinde gézlenir(Reece vd.,2010; Ozel, 2005).

Pirenoit: Plastitlere bagli bigimdeki genellikle stromanin farklilagsmis
bir kismi olan renksiz graniillerdir (Reece, 2010; Ozel, 2005).

Tdm canli organizmalarda oldugu gibi alglerde soylarini devam
ettirmek ve ¢ogalabilmek sebebiyle Uremektedir. Aktif olarak tg¢ farkli Greme
yolunu tercih etmektedirler. Bunlardan birincisi, koloni halinde yasayan
alglerde yaygin olarak gézlemlenen “vejetatif Greme” yolu, ikincisi basit yapili
alglerde gorilen kamgili (zoosporlar) ve kamgisiz (aplanosporlar) sporlar
araciligiyla gerceklestirilien“eseysiz ireme” yolu ve gelismis alg turlerinde
goérulen populasyondakikalitsal varyasyonlarin olugsmasina sebep olan,
bireylerin ebeveynlerinin genotipinden farkli genotiplerde olugsmasini

saglayan “eseyli ireme” yoludur (Akbulut,1995).

1.1.2 Habitat

Mikroalgler birgcok farkli ekolojik kosula adapte olup yuzyillardir
varliklarini gesitlendirerek surdurmeyi basgarabilen mikroorganizmalardir.
Yaklasik olarak %70’i okyanus ve denizlerden olusan sulak habitatlarda

yasarlar. Adaptasyon Ozelliklerinin gelismis olmasindan dolayi, karli ve



tamamen buzullarla kapli alanlardan ¢oldeki sicak su kaynaklarina kadar
yayillim gostermektedirler (Van den Hoek vd., 1995).

Algler bulunduklari habitatlara ve habitatlarda bulunma sekillerine goére
literatlrdefarkl isimlerle tanimlanirlar. Yalnizca sucul ortama adaptasyon
gerceklestirmis olan alglere “Rheophlic algler” denir. Kiy1 bolgesinin gunes
1IS1giInI gegirebilen kismlarinda yagamsal faaliyetlerini surduren alglere “Bentik
algler”, bentik alglerin hicbir ylizeye bagimli olmayan formlarina “Epipelik
algler”, herhangi bir cisme (taslar, bitkiler) tutunur durumda yasayan
formlarina ise “Bagimli algler” denir. Ayni zamanda bagimli alglerin
tutunduklari ylzeylere gore isimlendirmeleri de dedismektedir. Bitkiler
Uzerine tutunmakta olan bagdimli alglere “Epifitik algler” denilirken, taslar ve
kaya uzerine tutunmus formlarina ise “Epilitik algler” denilmektedir
(Altuner,1994).

1.1.3. Algal Uretim Sistemleri

Dogal habitatlari diginda ticari alanda kultire alinan algler, cesitli algal
uretim sistemlerinde g¢ogaltilabilirler. Uretimi gerceklestirilecek olan kltir dis
etkilere agiksa aclk sistemler, dis etkilere kapaliysa kapali sistemler olarak
adlandiriimaktadir (Sambusiti vd., 2015;Vonshak vd.,2003).

1.1.3.1. Acik Sistemler

Acik sistemler maliyetleri disuk basit sistemler olmasi acgisindan
avantajlidir. Bu sebeple gunimuz endulstrisinde tercih edilmektedir
(Becker,1995; Borowitzka,1999). Acik sistemleri temelde; acik havuzlar,
kaskath havuzlar ve kanalli havuzlar seklinde siniflandirabilir (Sekil 1.1).
Gunimizde ABD, Japonya, Tayvan ve Endonezya gibi Ulkelerde agik
sistemuretimi kullaniimaktadir (Borowitzka,1999; Lee,2001).

Acik sistemlerin dezavantajlari olarak iklim kosullarindan dolay: yil
icerisindeki verimliligin degisiklik gostermesi, alg hucrelerinin 1sik siddetinden

faydalanabilmesi amaciyla yapilan havuzlarin derin olamamasi gerektigi icin



havuzlarin ¢ok genis alanlar kaplamasi sayilabilir. Ayrica agik Uretim
sistemlerinde buharlasma kayiplarinin meydana gelmesi, karbondioksit
absorpsiyonu, kontaminasyon riski gibi problemler de gérilebilir. ilag, gida,
kozmetik gibi endulstrilerde kullanilacak mikroalg tlrlerinin belirli saflik ve
kalite standartlarinda olmasi talep edildigi i¢cin bu alanlarda agik sistem
uretimi tercih edilmemektedir (Lee,2001; Borowitzka vd.,1992; Fox, 1996;
Moreas vd.,2002).

e —

Sekil 1.1. a) agik havuz Uretim sistemi, b)kanalli havuz Uretim sistemi,
c)kaskatl havuz Uretim sistemi

1.1.3.2. Kapali Sistemler

Kalturin dis ortamla etkilesiminin engellendidi ve yasamasi igin gerekli
olan optimum kosullarin olusturuldugu, kontaminasyon riskini azaltarak saf ve

kaliteli ~ kultur  eldesinin  yapilabildigi  sistemlerdir. Bu  sistemlere



“fotobiyoreaktor” de denilmektedir. Fotobiyoreaktorlerin temel c¢alisma
prensibi 1s1gin alg hucrelerinin tumine homojen dagiliminin saglanmasi ve
karistirici aparatlar sayesinde gaz transerinin gergeklestiriimesine dayanir.
Ticari Uretim icin kullanilan tubuler sistemler ve panel sistemler olmak Uzere
iki cesit biyoreaktor vardir (Borowitzka vd., 1999; Vonshak vd., 2003).

Seffaf kaplarda ya da tanklarda mikroalg uretimi; yaklagik 1000 L'den
klguk plastik torbalarda ya da 20-40 litrelik kaplarda kesikli Gretim yontemi
kullanilarak disaridaki gines 1sigindan faydalanilan sistemlerdir. Uretim
performansinin garantisi olmamasi acisindan dezavantajlidir
(Kargin,2002;Y1imaz, 2006).

Plastik torbalarda mikroalg Uretimi (Sekil 1.2.a); baslangi¢ kultaru ile
doldurulmus plastik torbalarda, i¢ veya dig mekanlarda kesikli yontem
kullanilarak gercgeklestirilir. Sistemin dezavantajlari, dretimin kesikli yontemle
gerceklestirimesinden dolayi isgilik gerektirmesi, Uretimin buydk olgcekte
olmasindan dolay! 1s1gin homojen dagiliminin kisitlamasi ve bu sebeple
istenilen kalitede Uretimin gerceklestirilememe ihtimalidir (Kargin, 2002).

Biocoil mikroalg uretim sistemi (Sekil 1.2.b.); bir kuleyi kiguk c¢aph
seffaf plastik borularin sarmasi ile olusturulmus helozoik fotobiyoreaktor
cesididir. Santrifij, diyafram, peristaltik pompalar veya hava kaldirimi olan
pompalama sistemi bulundurur ve yari surekli kultur yontemi kullanilarak
bir¢cok alg turinun dretimi gergeklestirilir (Yilmaz, 2006).

Tubuler sistemde mikroalg Uretimi (Sekil 1.2.d.), icerisinde alg
KUltarinidn bulundugu 1siktan optimum fayda elde edilebilmesi igin egimli
konumlandirilan tupler, sistemde biriken gazin atilimini gergeklestiren
degazor ve sirkulasyon olusumunu saglayan pompa olmak Uzere U¢ ana
uniteden olugmaktadir (Pirt vd., 1983).

Duz-levha tip fotobiyoreaktorler (Sekil 1.2.c.); temel prensibi yuzey
alanini arttirarak 1s1gin etkili kullanimini saglayabilmektir. Kultaran kalinhgi
genellikle 2-4 cm arasidir ve fotobiyoreaktdr karisiminin en iyi sekilde
saglayan sistemlerdir (Yiimaz, 2006; Pulz vd., 1994;Tredici, 1997).
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Sekil 1.2. a) Dz levha Uretim sistemi, b) Tubdler Uretim sistemi, c) Plastik
torba Uretim sistemi, d) Biocoil Uretim sistemi

1.2. Alglerin Ekonomik ve Ekolojik Onemi

Alglerin en 6nemli ekolojik gorevi, su ekosistemlerinde 6trofikasyonu
ve Kirliligi énleyebilmeleridir(Sambusiti vd., 2015; Wang vd., 2008;Slade ve
Bauen, 2013). Otrofik deniz bdlgelerinde, alg yetistiriciliginin yapilmasi
otrofikasyonun azaltilmasi, besin kontrolinun saglanmasi ve okyanus islahi
icin 6nem arz etmektedir (Wang vd., 2008). Ayrica algler, karbondioksit
dondsimuinde rol alirlar (Demirbas, 2011) ve Ustin karbondioksit fiksasyon
kapasitesi ile karbondioksitin yakalaylp kalici olarak tutulmasini
gerceklestirerek bol miktarda oksijen Uretip sera gazi olusumunu 6nlemeye
yardimci olurlar(Ullah vd., 2015; Noraini, 2014; Chen, 2015; Demirbas,
2010;Ross vd., 2010; Demirbas, 2011; Bharathiraja vd., 2015; Sambusiti vd.,
2015; Raheem vd., 2015). Bu sayede algler kuresel Isinmayi

Onlemededogaya buylk orandanda katki saglarlar. Ayrica atmosfere salinan



Ozgur oksijen Uretimlerinin ormanlarin saglamis oldugu katkidan bile fazla
oldugu gozlemlenmigtir (Demirbas, 2011).

Ekonomik alanda ise alglerenerji, tarim, kimya, ilag, gida, tekstil,
kozmetik, cam, kagit ve diger endustrilerde ticari hammadde kaynagi olarak
kullaniimaktadir (Cizelge 1.1)(Ullah vd., 2015; Noraini vd., 2014; Chen vd.,
2015; Trivedi vd., 2015; Abbasi ve Abbasi, 2010;Demirbas, 2010; Ross vd.,
2010; Demirbas, 2011; Bharathiraja vd., 2015; Chen vd., 2015; Sambusiti
vd., 2015; Raheem vd., 2015; Ziolkowska vd., 2014; Ruperez, 2002; Ververis
vd., 2007;Ross vd., 2008;Pittman vd., 2011; Lill vd., 2012; Jung, 2013).

1.2.1. Alglerden Elde Edilen Uriinler

Algler yuksek seviyedeki protein, lipid ve karbonhidrat iceriginden
dolayl dunya ticaretinde kullanilan benzersiz bir hammadde kaynagidir.
Blyume ve gelisimleri i¢in uygun kosullar saglandiginda buyuk miktarlarda
ve kisa surede organik (pigmentler, enzimler, antioksidanlar, yag asitleri,
vitaminler vb.) ve inorganik (alkali mineralleri) bilesenleri Uretebilmektedir
(Ullah vd., 2015; Chen vd., 2015; Demirbas, 2010 ,2011; Sambusiti vd.,
2015; Raheem vd., 2015; Huber vd., 2006; Brennan, 2010).

Vitaminler, insan tuketimi ve hayvan beslenmesi amaci ile kullanilan
ticari potansiyeli buyuk drtnlerdendir. Algler tarafindan B12 ve E vitaminleri
aretilir. B12 vitamini saglikli yagsam icin kullanilir. E vitamini ise antioksidan
Ozellige sahip olmasindan dolayi pazar potansiyeli yuksek vitaminlerdendir.
Mikroalglerde ki vitamin verimliligi ¢cogalmayl ve metabolizmayi etkileyen
bircok kosula baglidir. Bu nedenle sus secimi ve kultur kosullarinin
degisimlerinin iyi yorumlanmasi gerekmektedir. Yapilan ¢alismalarda alglerin
cok cesitli vitaminler sentezleyebildikleri gdsterilmigtir (Hoppe, 1979;
Glombitza ve Koch, 1989; Guner, 2006; Pabugcu, 1998, 1999).



1.2.1.1. Pigmentler

Mikroalgler klorofil sentezine ek olarak bazi pigmentler (fikobiliprotein,
karotenoid) de sentezlerlemektedir. Hatta bazi alg turlerinde fikobiliprotein ve
karotenoid gibi pigmentler primer pigmentlere oranla daha yuksek

konsantrasyonlarda bulunabilir.

1.2.1.2. Karotenoidler

Likopenden koken alarak tureyen, izoprenoid polien yapisindaki
pigmentlerdir. Tium fotosentetik mikroorganizmalarda bulunan bu pigmentler
genellikle sari ve kirmiz renkte gorunmektedir. Alg hucrelerinde bulunan
karotenoidlerin  gorevleri; fotosentez esnasinda 1sIQin  absorbansini
saglamak, oksijenin toksik etkilerine karsi koruyucu etki gostermek ve
fototaksiye yardimci olmaktir. Ayrica karotenoid tlrevleri olan absisik asit ve
A vitamini ise kanseri dnlemede, gorme ve Ureme fizyolojisinde ve bliyume
hormonu olarak iglev gorurler. Karotenler somon baliginin rengini
pembelesmesi ve yumurta sarisinin renginin artmasi gibi dogal gida
renklendiricisi olarak da kullanilirlar.

Biliproteinler  prostetik olarak  bir safra  pigmenti iceren
kromoproteinlerdir. Biliproteinlerin miktarini 6zelikle 1sik yogunlugu, kalitesi
ve azot miktari etkilemektedir. Bir Japon firmasi kozmetik ve gida alanlarinda
kullanmak amaciyla Spirulina platensis tlriinden, mavi fikosiyanini ekstrakte
edip bunu dogal pigment olarak satmaktadir. Biliproteinlerin pazari oldukga
genistir ve Spirulina, Porphyridium gibi alg tiarlerinden ticari Uretimi
gerceklestiriimektedir (Hoppe, 1979; Glombitza ve Koch, 1989; Glner, 2006;
Pabugcu, 1998, 1999).



1.2.1.3. Fitoller

Tek doymamis diterpenoid primer alkol olup, klorofilin alkol kismini
meydana getiren maddedir. A vitamini,  karoten, E, K ve K2 vitaminlerinin
sentezinde oncul maddedir. Klorofilin zayif asidik kosullarda hidrolizi ile kolay
bir sekilde fitol elde edilir (Hoppe, 1979; Glombitza ve Koch, 1989; Guner,
2006; Pabucgcu, 1998, 1999).

1.2.1.4. Aminoasitler

Ozellikle gida ve besin endistrisinde genis uygulama alanlarina
sahiptir. Glutamik asit ve Metionin insan beslenmesi igin, Triptofan, Lizin,
Fenilalanin ve Aspartik asit ise hayvan beslenmesi icin 6nemlidir.
Aminoasitlerin kompozisyonu turler arasindaki cogalma kosullarina ve fazina
gore degismektedir. Mikroalglerden diger kimyasallarin elde edilmesi
sirasinda yan Urun olarak protein ya da aminoasit elde edilebilmesi Uzerine
yapilan ¢alismalarda Chlorella tiriinden L prolinin eldesi gergeklestirilmis ve
ticari Uretimi icin patenti alinmistir (Hoppe, 1979; Glombitza ve Koch, 1989;
Guner, 2006; Pabugcu, 1998, 1999).

1.2.1.5. Polisakkaritler

Alglerden elde edilen polisakkaritler genellikle vizkozite arttirici madde
olarak kullaniimaktadir. Ayrica antikanser aktivitesine sahip olduklari bilinen
polisakkaritlerin Gretim miktarinin azot kisitlamalari ile artirilabilecegi
g6zlenmistir. Ticari polisakkarit Uretiminde Porphyridium tarleri kullanilarak
hektar basina yilda 20-25 ton urin elde edilebilmektedir. Bazi yesil ve mavi-
yesil alg turlerinden de yluksek oranda ekstraseluler polisakkarit Uretildigi ve
maksimum Uretimin logaritmik fazin sonlarinda gercgeklestigi arastirmacilar
tarafindan belirlenmistir (Hoppe, 1979; Glombitza ve Koch, 1989; Guner,
2006; Pabucgcu, 1998, 1999).
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1.2.1.6. Polioller ve diger karbohidratlar

Mikroalgler depo urunleri (nisasta, glikojen) ve ozmotik duzenleyici
(gliserol, mannitol, sorbitol) maddeler Uretirler. Bu maddelerin hicre
igerisindeki birikimi ortamin tuzluluk orani ile dogru orantilidir. Bu drtnler gida
kaynaklari ya da etanol, metan Uretimi icin mikrobial substrat olarak ve yapay
tatlandirici dretiminde kullaniimaktadir. Dunaliella salina taru, yuksek tuz
konsantrasyonunda yaklasik olarak kuru agirliginin %50’si oraninda gliserol
biriktirebilmektedir (Hoppe, 1979; Glombitza ve Koch, 1989; Guner, 2006;
Pabugcu, 1998, 1999).

1.2.1.7. Farmasaotikler ve antibiyotikler

Yesil algler, diatomeler ve dinoflagellatlarin hiicre eksraktlarinin in vitro
yapilan testlerde genis bir antifungal aktiviteye sahip oldugu gdsterilmistir.

Antifungal aktivitenin yani sira bazi algler farmasotik aktif bilegikler de
salgilamaktadir. Mikroalg endustrisine fayda saglamak icin doku ve
mikrobiyal kultdr alanlarinda calismalar yapilmaktadir. Calisma sonugclari
Chlorella ve Scenedesmus gibi yesil mikroalg ekstraktlarinin, maya gibi
mikroorganizmalarin ¢ogalmasini ve veriminin arttirildigini géstermektedir.
Scenedesmus ve Spirulina turlerinden elde edilen ekstraktlar hayvan doku
kalturlerinin Gretiminde Chlorella turine ait ekstraktlar ise bitki doku ve hucre
kiltarlerinde kullaniimaktadir (Hoppe, 1979; Glombitza ve Koch, 1989;
Guner, 2006; Pabugcu, 1998, 1999).

1.2.1.8. Kati, sivi yaglar ve hidrokarbonlar

Mikroalglerin, kuru agirhklarinin ortalama %20-40’ini kati ve sivi yaglar
olusturur. Blnyelerinde bulunan yaglar bazi kosullarda kuru agirliklarinin %
85’ini olugtururlar ki bu oran bitkilerin icerdigi lipitlerden daha fazla yag ihtiva

ettikleri anlamina gelir. Algal yaglar bitkisel yag icerigi ile benzerlik gosterdigi
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icin endustride kulanim potansiyeli oldukga fazladir. Alglerin Urettikleri sivi
yaglar petrol Urlnleri yerine kullanilabilirler.

Dunya genelindeki yag uretimi her gegen yil atis gostermektedir ve
toplam yag dretiminin  %73’0  bitkisel kaynakhdir. Mikroalglerdeki
hidrokarbonlar kuru agirliklarinin ortalama % 5’inden daha az miktarda
bulunmaktadir. Botryococcus braunii, kuru agirliginin %901 kadar
hidrokarbon Uretme yetenegine sahip tek turdlir. Bu sebeple petrol
rezervlerinin olusumunda onemli rol oynadigi dusunulmektedir.

Steroller genis ticari kullanim alanlarina sahiptir. Ozellikle steroid
hormonlarin sentezinde substrat goérevi gorurler. Gunimuzde Uretilen
steroidlerin ¢cogu dogal sterollerin modifikasyonu ile sentezlenmektedir. Alg
turleri arasinda uretilen sterol bilesiminde farkliliklarin bulunmasi bu sebeple
onemlidir (Hoppe, 1979; Glombitza ve Koch, 1989; Guner, 2006; Pabugcu,
1998, 1999).
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Cizelge 1.1. Alglerin ticari uygulamalari

URUN

KULLANIM ALANI

Agar

Gida maddesi, hidrokolloidler, meyve konserveleri, kagit
endustrisi ve diger farmasétik ve biyolojik / mikrobiyolojik
alanlarda kullanilir.

Aljinat

Gida katki maddesi, tekstil baski, ilag, medikal, kagit,
kozmetik ve gubre endustrilerinde kullanilir.

Antioksidan

Gida, ilag, kozmetik ve kimya sanayinde koruyucu
maddeler olarak kullanilir.

Astaksantin

Antioksidan ve gida boyasi katkisi maddesi olarak gida
takviyesi olarak kullanilir.

Beta karoten

A vitamini ve 6ncilsu, antioksidan ve renklendirici ajan
olarak gida katki maddesi olarak kullanilir.

Biyoeneriji ve Biyoyakit

Havaclilik gazi, biyobUtanol, biyodizel, biyoetanol,
biyogaz, biyohidrojen, biyometan, biyoyakit, biyosinaz,
benzin, jet yakiti ve kati yakit olarak kullanilir.

Biyorafineri Uriinleri

Cesitli biyo-yakitlar ve kimyasallar seklinde kullanilir.

Biyosorbentler

Kuvvetli agir metal iyonlarini baglayan iyon degistirici
malzemeler olarak kullanilir.

Carragen or carrageenan

Jeller, gida katki maddesi, evcil hayvan mamasi ve dis
macunu yapiminda kullantlir.

Kimyasallar

Tibbi ve endustriyel alanda kullanilirlar.

Kozmetik Urlinler

Cilt nemlendirisi, su baglayici maddeler ve
antioksidanlar olarak kullanilir.

Hidrokolloid ekstraksiyonu

Gida endustrisinde kullanilir.

Lipitlerin, karbonhidratlarin,
nisasta ve selllozun
ekstraksiyonu

Benzin, biyodizel, jet yakiti, yenilenebilir hidrokarbonlar,
alkoller ve biyogaz olarak kullanilir.

Minerallerin ve eser
elementlerin ekstraksiyonu

Gida takviyeleri, metalurji, cam Uretiminde kullanilir.

Proteinlerin ekstraksiyonu

Hayvan / balik yemleri, gubreler, endUstriyel enzimler,
biyoplastikler, ylizey aktif maddeler olarak kullanilir.

N, P ve K bakimindan zengin gubrelere eldesinde ve

Posa hayvan yiyecegi olarak kullanilir.
Fitosterol Besin takviyesi olarak kullanilir.

. Kagit ve tekstil endustrilerinde dogal renklendirici olarak
Pigmentler

kullanilir.

Terapotik Malzemeler

ilag endiistrisinde kullanilir.
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1.2.2. Lipidler

Yadlar, cift karbon atomuna sahip doymus ve doymamis yag asitlerinin
gliserin triesterleridir. Suda ¢6zinmedigi halde yad c¢ozuculeri denilen eter,
petrol eteri, kloroform ve benzen gibi solventlerde ¢ézinendogal Grinlerdir.
Insanlarin beslenmesinde 6nemli olan yaglar, bitki ve hayvanhlcreleri ile
mikroorganizmalar tarafindan sentezlenmektedir. Gunumuzde insan gidasi
olarak kullanilan yaglarin %95’ bitkisel kaynaklidir. Yaglar; gliseritler, yag
asitleri, fosfatitler ve mumlar gibi sabunlasma tepkimesi veren maddelerin
diginda hidrokarbonlar, yuksek molekul agirlikh alkoller, renk maddeleri ve
antioksidanlar gibi sabunlagsma tepkimesi vermeyen bilesikleri de barindirir
(Ciftci, 2008). Lipitlerin siniflandirma tablosu Cizelge 1.2.’de 6zetlenmistir
(Yazgan vd., 2007).

Cizelgel.2. Lipitlerin siniflandiriimasi

Storage Membrane lipids (polar)
lipids
(neutral) |
Phospholipids Glycolipids
Triacylglycerols Glycerophospholipids Sphingolipids Sphingolipids
Fatty acid Fatty acid
s @
= - 5 B |
- - £ g
g Fatty acid 2 Fatty acid b Fatty acid 2 Fatty acid
< S 2 2
w wn
: Mono- or
Fatty acid PO, = Aleohol PO, —— Choline oligosaccharide

1.2.2.1.Lipidlerin Kimyasal Yapisi

Trigliseritler, gliserin ile farkli uzunluktaki yag asitlerinin olusturdugu
esterlerdir. Gliserin, yag asitleri ile lipaz enziminin etkisinde ve uygun bir
ortamda esterleserekbir trigliserit olusturur. Yaglarda trigliseritlerden bagka

farkli  miktarlardamonogliseritler, digliseritler, fosfaditler, serebrositler,

14



steroller, yag asitleri, yagda eriyen vitaminler ( A, D, E, K), renk ve koku
maddeleri bulunur.

Bir gliserole bir molekul yag asidi baglanmasi ile olugan yapiya
monogliserit, iki molekul yag asidi baglanmasi ile olusan yapiya ise digliserit
denilmektedir. Trigliseritler icerdikleri yag asitlerine bakilarak iki gruba ayrilir:
Her U¢ bagda da tek cgesit asit bulunduranlar (tek tip asitli gliseritler - basit
gliseritler) ve her U¢ badda da farkh c¢esit asit bulunduranlar (¢ok asitli
trigliseritlerler — karisik gliseritler).

Yag asitleri, hidrokarbon zincirli monokarboksilik organik asitlerdir.
Yapilari hidrokarbon zincirinin ucuna karboksil grubunun baglanmasi ile
olusur (Lehninger vd., 2004). Dogada bulunan 200’den fazla yag asidinin
yapisi tanimlanmasina karsin tum yag asitlerinin sayisi ve yapisi hakkinda
net bilgiye ulasilamamistir.Yag asitleri zincir yapilarindaki farkliliklara gore
doymus, doymamis veya halkali olarak siniflandirilmaktadir(Ciftci, 2008).

Doymus yag asitleri, zincirinde genellikle ¢ift sayida karbon atomu
bulundurur ve her karbon atomu birbirlerine tek bagla badlanmistir. Karbon
sayisi 4 ve 8 arasinda olan doymus yag asitleri oda sicakliginda sivi, 10 un
uzerinde karbon iceren yag asitleri ise kati haldedir (Basoglu, 2006).
Doymamis yag asitleri ise zincirinde farkli karbon atomlari arasinda bir ya da
birden fazla cift bag icermektedir. Oda sicakhginda genellikle sividir, suda
¢bzunmez ve ugucu degillerdir (Basoglu, 2006). Bunyesinde bir ¢ift bag
iceren yag asitlerine monosature yag asitleriMUYA veya MUFA) denir.
Blnyesinde birden c¢ok cift bag bulunduran yag asitlerine ise poliansature yag
asitleri (PUYA veya PUFA) denir (Yazgan vd., 2007).

Dallanmis yag asitleri, hidrokarbon zincirlerinde ek gruplar (hidroksil
veya metil grubu) bulunan yag asitleridirler.Halkali yapili yag asitleri,
hidrokarbon zincirleri halkali yapi olusturmus olan yag asitleridir (Lehninger
vd.,2004).
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1.2.2.2. Algal lipidler ve kompozisyonlari

Mikroalgler tarafindan uretilen lipidler, depo lipidler (non-polar lipidler)
ve yapisal lipidler (polar lipidler) olmak Uzere iki grupta toplanabilir. Depo
lipidleri cogunlukla Triagilgliserol (TAG) formunda oluptransesterifikasyon ile
biyodizel ve gliserol Uretiminde kullanilabilirler. Yapisal lipidler ise, ¢oklu
doymamig yag asitleri bakimindan zengindir ve hayvan besin kaynagi olarak
kullaniimaktadir. Polar lipidlerden fosfolipidler ve steroller hiicre ve organeller
igin segici gegirgen zar olarak gorev alir. Bazi polar lipidler ise hucre sinyal
yollarinda ara drunler veya ara urunlerin baglaticisi olarak cevresel
degisikliklere cevapta da kullanilirlar (Sharma vd., 2012).

Algler, non-polar lipidlerden TAG'leri enerji saglamak amaciyla depo
etmektedirler. (Gurr vd., 2002). Genellikle TAG’ler 1sikta sentezlenerek
sitozolik lipid cisimleri icerisinde depo edilirler daha sonra karanlikta polar
lipid sentezlemek amaciyla kullanilirlar (Thompson,1996). Bazi yag zengini
algler, uzun zincirli ¢coklu doymamis yag asitlerinideTAG formunda fazlaca
depolayabilmektedirler. Yesil mikroalglerden Parietochloris incisa ile yapilan
arastirmada azot agiginda yuksek miktarda TAG biriktirdigi sonrasinda azot
kaynagi ilave edildiginde ise Kkloroplastik lipit biriktirdigi goézlenmistir.
Arastirma sonucu, sitoplazmik TAG’lerin enerji depo maddeleri olmanin yani
sirametabolik olarak aktif olduklarini ve spesifik yag asitlerinin Gretimi icin
rezervuar olarak kullanilabileceklerini gostermistir (Bigogno vd., 2002;Khozin-
Goldberg ve Cohen, 2006).

Total lipidin énemli bir kismi nétral lipidlerdir (Tonon vd., 2002).
Blyume icin olumsuz stres kosullari gelistiginde algler, nétral lipidlerin TAG
formunu sentez ve depo etmeye yonelirler (Thompson, 1996; Guschina ve
Harwood, 2006).

Uretilen ya@in kalitesinin yani yag asitlerinin kompozisyonunun
belirlenmesi 6nemlidir. Tum yaglarda gliserol degismeden kalir. Yaglar
arasindaki farklilklar sahip olduklari yad asitleri kompozisyonunun
sonucunda olusur. Bu sebeple yaglarda meydana gelen dedgisikliklerin
belirlenmesi i¢cin onlarin yag asitleri kompozisyonunun belirlenmesi

gerekmektedir. Gegmiste yag asiti kompozisyonunun belirlenmesi ciddi
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soruniken kromatografik analizlerin geligtiriimesi ile birlikte daha dogru ve
kolay sonuglar elde edilmektedir (Yazgan vd., 2007). Ozellikle gaz
kromotografi analizleri birgok farkli yagin yagd asidi kompozisyonlari ile ilgili
ayrintih - bilgi  teminini saglamaktadir. Bdylece vyaglarin kimliklerinin
belirlenmesinde daha saglikh sonug¢ raporlari elde edilmektedir. Ayrica gaz
kromatografi analizleri ile yagin bunyesinde bulundurdugu yag asitlerinin
konfiglirasyonunda olusan degisimlerin takibi ve tespiti de yapilabilmektedir
(Yazgan vd.,2007).

Mikroalglerin ekstraksiyonu ile elde edilen yagin, yag asidi profilinin bilinmesi,
biyodizel Uretimi icin 6nem tasimaktadir. Biyodizelin kalitesini belirleyen ana
unsurlar olan iodin numarasi, setan numarasi, yanma noktasi, NOx emisyon
degeri, oksidatif durgunlugu ve akiskanhgi gibi 6zellikler biyodizelin igindeki
FAME profiline baghdir (Saraf ve Thomas, 2007; Francisco vd., 2010).

Biyodizel uretimi igin kullanilacak olan yaglarda doymamig yag asitleri
hizli sekilde okside olduklari igin; doymus yag asitlerinin (SFA) ve tekli
doymamis yag asitlerinin (MUFA) yuksek oranda bulunmasi, ¢oklu doymamis
yag asitlerinin (PUFA) ise disuk oranlarda bulunmasi aranan bir 6zelliktir.
Rakamsal olarak MUFA ve SFA toplaminin %75 den fazla olmasi ayrica
PUFA miktarinin ise %3 den az olmasi ongorulmektedir. SFA g¢esidi olan
linolenik asit (C18:3) miktarinin toplamda %12 den fazla olmamasi da
uretilecek olan biyoyakitin uluslararasi standartlarda olabilecegi anlamini
tasimaktadir. (European standard EN 14214).

1.3. Mikroalglerin Biiyiimesi Uzerine Etkili Olan Faktérler

Her canl taranin kendine o6zgu yasam kosullari oldugu gibi
mikroalglerin de ureyebilmeleri ve varliklarini devam ettirebilmeleri igin bazi
cevresel kosullarin saglanmasi gerekmektedir. Ozellikle alglerin fotosentez
kabiliyetlerini optimum seviyede gerceklestirebilmeleri, fotosentez sonucu
meydana getirdikleri Urin (karbohidrat, protein ve lipit) verimliliklerini
artirabilmeleri ve kultire alinabilmeleri icin 151k, sicaklik ve karbondioksit
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yogunlugu gibi parametrenin alg turine uygun olmasi gereklidir. Kuilture
alinacak alglerin besi ortaminda ise toplam tuz konsantrasyonu, karbon
kaynagdi, uygun ve ekonomik azot kaynagi secimi, diger majér elementlerin
(potasyum, magnezyum, sodyum, sulfat, fosfat vb.) konsantrasyonu, ortamin
pH degeri, ortamda bulunmasi zorunlu iz elementler, organik bilesenlerin ve
bayumeyi destekleyici maddelerin eklenmesi gereklidir (Demir,2011).Ancak
bu kosullar dahilinde alg kultlr ve izolasyonu gergeklestirilebilir. Makro besin
elementleri (azot, fosfor, sulfur, vs.), eser elementler (¢inko, bor, bakir, vs.)
ve toksik metaller de alglerin biyokimyasal yapisini, blUylumesini ve

metabolizmasini 6nemli derecede etkilemektedir (Juneja vd., 2013).

1.3.1. Isik

Fotosentetik canlilarin buyume, gelisme ve hatta canliliklarini
surdurebilmeleri icin 1s1gin varligi zorunludur. Mikroalg kulturleri i¢in dogal
Isik kaynaginin yanisira yapay (floresan lambalar) kaynaklar da kullanilabilir.
Tercih edilecek 1sik kaynaginin ortami isitmamasina dikkat edilmelidir
(Sukatar, 2002).

Mikroalg uretiminde 1s131n homojen dagiliminin saglanmasinda kultur
kabinin derinligi ve kultirin populasyon yogunlugunun dengesi iyi
ayarlanmaldir. Ornegin, derinligi ve hicre konsantrasyonu yiiksek olan
kulturde, 1s1k penetrasyonunu saglamak igin i1sik yogunlugu arttirilir ve buna
bagdli olarak organizmalarin bayime hizlari da artar. Fakat belli bir noktadan
sonra hucre artigi doygunluk seviyesine ulagir, bu noktadan itibaren de
hlcreler Urettikleri enerjiyi 1s1 olarak aciga cikartir. Yuksek 1s1k seviyelerinin
devam etmesi durumunda ise organizmanin dengesi bozularak inhibisyon
meydana gelebilir ve hucre yapilarinda bozulmalar meydana gelerek
organizmada geri doniilmez zararlar olusabilir (Onal, 2010; Richmond, 2004)

Isik yodunlugu mikroalglerin hicresel bilesiminde de fakh etkiler
olusturmaktadir. DUsuk 11k yogunlugunda, alglerde ekstraseluler polisakarit
iceriginde artis saglandigi ve daha yuksek protein igerigi ihtiva ettigi

gOzlenirken, yuksek 1sik yogunlugunda hucresel lipit icerigi ve g¢oklu
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doymamig yag asitlerinin azalmasina neden oldugu gozlemlenmistir (Juneja
vd., 2013).

1.3.2. Sicakhk

Mikroalgler biyokimyasal reaksiyonlarini, metabolik ve fizyolojik
aktivitelerini dogrudan etkileyen sicaklik degisimlerine hemen tepki
vermektedir. Mikroalgler 16C ila 27C araligindaki sicaklik degerlerinde
yasayabilmektedir. Belirtilen sicaklik degerlerlerinden daha dusuk
sicakliklarda bulunduklarinda Ureme hizlarinda yavaglama gozlenirken daha
yuksek sicakliklarda bulunan populasyonlarda ise genellikle letal etki
g6zlemlenmistir.

Sicaklik azalmasi olan bir kultirde;

e Canlilarin geligsimi optimum seviyenin altina duser.

e Membran sisteminde bulunan doymamis lipidlerin derecesi artar.

e Membranlarin stabilitesi ve akiskanligi artar.

e Tilakoid membranlar fotosentetik yapilarini  korumak igin

fotoinhibisyonu gergeklestirir (Richmond, 2004).

Sicaklik artisi olan bir kdltlrde;

e Buharlagma artarak besiyerinde hacim kaybina neden olur kaltur
dengesi bozulur.

e Solunum hizi artar ve artan solunum sonucu biyokutle kayiplari olur.

e Uretilen nisastanin bozulmasina yol acar.

e Karbon ve azot kullaniminin verimliligi artar (Cohen, 1999).

Bu sebeple kilture alinan alg turlerine bakilarak Uretilecek ture uygun
ortam sicakliginin saglanmasina dikkat edilmelidir (Demirel, 2006; Sukatar,
2002; Vonshak ve Torzillo, 2003).
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1.3.3. pH

Her mikroalg tlrd spesifik olarak belirli bir pH araliginda Ureyebilir.
Karbondioksit ve gerekli besinlerin ¢ézunurla ve kullanilabilirligi pH araciligi
ile belirlenerek alglerin metabolik faaliyetlerinin sorunsuz gergeklesmesinde
onemli etkiye sahiptir. Kultird yapilacak mikroalgler icin en uygun pH 7-9
arahgidir ve alg turlerine gore farklihk gosterir. Kaltur igerisindeki uygun pH’
In saglanamamasi, hicrelerin parcalanarak iceriklerinin ortama geg¢mesine
ve sonugta populasyondaki bireylerin 6lumuine yol acar. Cok yogun treme
gosteren kiltirlerde, zamanla pH artisi meydana gelebilmektedir (Onal,
2010). pH’ In ylksek olmasi karbon iceren kultlrlerde kismi konsantrasyon
bozulmasina sebep olarak karbondioksit ve karbon kullanilabilirligini

sinirlayarak alg blytdmesini sinirlandirir (Juneja vd., 2013).

1.3.4. Tuzluluk

Tuzluluk terimi, aksi Dbelirtimedikce sodyum klorir (NaCl)
konsantrasyonu igin kullanilir ve alg hucrelerinin biyokimyasal yapisini
degistiren 6nemli gevresel faktdrlerden birisidir. Dogal olarak buytdukleri
ortamlardan daha yuksek veya daha dusuk tuzlu ortam kosullarina gecen
alglerin blyime hizi ve bilesimi degismektedir. Ornegin yiksek tuz
konsantrasyonuna sahip kultur ortaminda algler Dunaliella tirinde oldugu
gibi lipit icerigini artirabilir (Zhila vd., 2011; Fabregas vd., 1984; Xu ve
Beardall, 1997). Bazi turlerde ise tuz konsatrasyonunda ki artig, algin
baylume hizi, karbonhidrat ve lipit igeriklerinde artisa sebep olurken, en bluyuk
biyokutle konsantrasyonuna ise en dusuk tuzluluk seviyesinde ulasildigi
tespit edilmistir (Roa vd., 2007).

1.3.5.Besin elementleri

Mikroalgler icin gerekli olan besinler; makro elementler, mikro

elementler ve vitaminlerdir. Her alg turd, farkli konsantrasyonlarda cesitli
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maddelere gereksinim duymaktadir. Alglerin buyime hizi sicakli ve pH‘n
optimum oldugu durumda en sinirlayici besin alim orani ile orantihdir
(Titman, 1976).

Alglerde en az 56 element bulunmaktadir ve bu elementlerden ¢okca
bulunanlar; Azot (N), Fosfor (P), Potasyum (K), Kukurt (S), Sodyum (Na),
Magnezyum (Mg) ve Kalsiyumdur (Ca).

Alg hlcresi ve metabolizmasi icin azot ve fosfat en &énemli
elementlerdir. Azot nlkleik asit ve proteinlerin olusumunda temel element
olarak bulunan makro elementlerden biridir. Alglerin kuru agirliklarinin %7-
10’u olmasi sebebiyle azot eksikligi sonucunda buyume hizli bir sekilde
engellenir. Besiyerine nitrat, amonyak ya da organik kaynakl tre formunda
konulur. Arastirmacilar tarafindan yapilan birgok calisma azot kisitlamasi
yapilan ve hi¢ azot konulmayan ortamlarda alglerin protein iceriginde azalma
olmasina karsin, yag Uretimi ve depolamasi yaptigini gostermektedir (Chisti,
2007). Yag biyosentezini azot kithgina birakilan mikroalgler nétral yag oranini
artirarak gercgeklestirirken, besiyerinde azot bulunan mikroalgler ise polar
yaglari arttirmiglardir (Becker, 1995; Jayasankar ve Polywal, 2000; Sukatar,
2002; Richmond, 2004; Hu, 2004)

Fosfor mikroalglerin blUyime ve gelisme goOsterebilmeleri icin
metabolik sure¢ icerisinde yapisal ve fonsiyonel maddelerin olusumda rol
alan makro elementtir. Fosfolipitler, nukleotidler ve ATP gibi canhlik
agisindan onem teskil eden molekullerin pargasi olmasindan dolayi
onemlidir. Besiyerine fosfor tuzlari formunda konulurak tampon 6zelligi ile pH
dengesini korurlar (Sukatar, 2002; Richmond, 2004). Fosfor kisitlamasi
halinde mikroalglerde lipid birikimi ve DHA (dokosaheksaenoik asit)
uretimine neden olur (Sterner vd., 2004, Li vd., 2010).

Kakurt, hucre igerisinde protein bileseni olarak goérev alir, ayrica
vitaminlerin(tiamin, biotin vb.) yapisina girer. Kuklrt protein sentezi igin
gerekli olup, ikincil hicre bilesenleri glukosinolat ve silfolipidleri igeren
kisminda bulunur (Leustek ve Saito, 1999). Eksikliginde bazi alglerin hicre
bdlinmesinde yavaglama gdzlenmesi ile birlikte biyohidrojen Uretiminde artis

gorulmastir (Melis ve Happe, 2001).
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Potasyum, organizma igerisinde birgok goreve sahiptir. Eriyik
potasyum katyonu seklinde bulunarak ozmotik basincin dizenlenmesini
saglar. Solunum ve fotosentez enzimlerinin aktivasyonunu gerceklestirir. Asit-
baz dengesini saglamaktan sorumludur ve hicre i¢i difizyonda elektriksel
potansiyel olusturur (Taiz ve Zeiger, 2008).

Kalsiyum, hiicre igerisinde Ca*? iyonlari formunda bulunur. Hicre
geperlerinin sentezlenmesi ve hucre zarinin galigmasinda gorev alir. Ayrica
organizmanin ¢evresel etkilere goOsterdigi c¢esitli tepkilerinin  sekonder
habercileridir (Taiz ve Zeiger, 2008).

Magnezyum, hiicre igerisinde Mg*? iyon formunda bulunur. Solunum,
fotosentez, DNA ve RNA sentezinde goérevli enzimlerin aktivasyonunda gérev
alir. Ayrica klorofil molekulinin bir kismini olusturur. Magnezyumun
hucrelerdeki fazlahgi zehir etkisi yapmaktadir (Taiz ve Zeiger, 2008).

iz elemetler, alg hicrelerinde 4ppm den daha az miktarda bulunan
demir, mangan, kobalt, ¢inko, bakir, nikel, bor ve kurgun gibi elementlerdir.
Cok az miktarlarda besiyeri icerisine konulmasina karsin alglerin blyimesi
icin cesitli metabolik fonksiyonlarda goérev alirlar (Bruland ve Donat, 1991;
Jayasankar ve Polywal, 2000). Demir, redoks o6zelligine sahip olmasindan
dolayl énemlidir. Enzimlerin komponenti olmasinin yani sira klorofil Gretimi
icin kullanilmaktadir. Bor, hucre yapisina desteklik saglar. Bakir ve mangan,
azot metabolizmasinda gorev  alir.  Ayrica  bakir  karbohidrat
metabolizmasinda kullanilirken, mangan da fotosentez metabolizmasinda
kullaniimaktadir. Molibden, azot fiksasyonundaki enzim sistemlerinde, azot
metabolizmasi, protein sentezi ve sulfir metabolizmasininda yer alir. Cinko
ise enerji uretimi, protein sentezi ve buyumeyi denetleyen enzim
sistemlerinde kullanilir. Ayrica klorofil biyosentezinde enzim kofaktoru olarak
kullanilir (Richmond, 2004).
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1.4. Galigmanin Amaci

Yeryuzinun CO2 ve Oz donusumunu saglayan mikroalgler onemli
metabolik Grlnler saglamalarindan dolayi degerli mikroorganizmalardir. Bu
sebeple son yillarda mikroalgler sanayinin birgok farkli dalinda kullanim alani
bulmustur. Bu yuUksek lisans calismasi ile Scenedesmus regularis ve
Scenedesmus obliquus tirG  kullanillarak  ortam element (Azot)
konsantrasyonunun degistiriimesi ile mikroalglerden kaliteli biyolojik yakit
eldesi icin uygulanabilecek en uygun stres sartlarinin tanimlanabilmesi ve
dayandiklari, fizyolojik sureglerin belirlenmesi hedeflenmisgtir.

Bu tez calismasinda; buyume ortamlarinda Azot elementinin hig
bulunmadigi ve 5x konsantrasyonda bulundugu ortamlarda 20 gun boyunca
inkiibasyona birakilan mikroalgler her giinlerinde drneklenmistir. Orneklenen
mikroalg hucrelerinin yogunluklari kayit edilmistir. Ayrica alinan bu 6rneklerin
besi ortamindaki Azot konsantrosyonlarindaki degisiklik iyon kromatografi
analizleri ile kontol edilmistir. Fourier Donisuimli Kizildtesi Spektroskopisi
(FTIR) ve GC-FID analizleri ile mikroalglerin ihtiva etikleri triagilgliserol (TAG)

miktarlarindaki degisim belirlenmigtir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Florasans spektrometre

Gaz Kromatografi- (GC-FID)

Liyofilizator

Fourier Transform Infrared Spektroskobu (FT-IR)
Isik Mikroskobu

Santrifij

Ultra mini santrifdj

Sogutmali santrifd;

Spektrofotometre

pH metre

Hassas terazi

Otomatik pipetler

iklim Dolabi

Orbital Calkalayici

Isiticili manyetik karigtiric
Derin Dondurucu (-20 °C)
Derin Dondurucu (-85 °C)
Otoklav

Kimyasal kabin

Bulasik makinasi

Cift distile su cihazi

Tekli su aritma cihazi
VWR Tube Rotator
Vortex

Steril kabin

lyon kromatografi

Flow sitometri
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: SpectraMax M5

: ShimadzuOQ2000

: Christ Alpha 1-2 LD

: Vertex V70

: Lelca

: VWR Himac CT6E

: VWR Galaxy Ministar

: VWR Himac CT15RE

: Thermo scientific
Genesys

: VWR

: Precisa XB220A

: Eppendorf

» Sanyo MLR- 351H

- VWR

- VWR

: Liebherr profiline

: Thermo scientific

: Tuttnauer 3870 ELV

:Kéttermann

: Miele Professional

: Sartorius Arium

:GFL 2008

- VWR

‘VWR

: Telstar, PMV

: SHIMADZU

: BD FACs ARIA I



2.2. Kiltur Ortamlari

Daha 6nce yapilan ¢alismalar incelendiginde Scenedesmus regularis
ve Scenedesmus obliquus alg tarleri igin en uygun besiyerinin Bold’s Basal
Medium (BBM) oldugu sonucuna varilmistir. Bu sebeple yapilan ¢alismada
kullanilacak olan tarlerin stok kulttrleri BBM igerisinde hazirlanmistir. Bu
besiyerine ait ortam igerisindeki kimyasal maddeler ve miktarlari Cizelge 2,1’

de verilmistir.

Cizelge 2.1. Bold’s Basal Medium

Makroelementler 60ml Alkalin Edta Sollisyonu 1ml
NaNOs EDTA 0,025 g/0,5ml
CaCLz 2H:0 0,025 g/10ml KOH 0,016 g/0,5ml
MgSQs THO 0.075 g/10ml Asitli Demir Soliisyonu 1ml
KzHPO4 0,075 g/10ml FeS04 7TH20 0,005 g/1ml
KHa2P Oy 0,175 g/10ml H2S04 Tml

NaCL 0,025 g/10ml Boron Soliisyonu 1ml
H:BOs 0,014 g/1ml MoOs 0,071 g/100ml
Trace Solisyonu 1ml CusS0s 5H-0 0,157 g/100mi
ZnS04 7H20 0,882 g/100ml Co(NO3)2 6H20 0,049 g/100ml
MnClz 4H20 0,144 g/100ml

936 ml distile suya her solisyondan yukanda vyazili kadar eklenerek 1litreye

tamamlanmis olup. pH. 6.6 olarak ayarlanmistir.

2.2.1. Element manipiilasyonu i¢in besin ortaminin hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan Scenedesmus cinsine ait olan iki tlir de
icerisinde N makroelementinin hi¢ bulunmadigi veya 5x konsantrasyonda
bulundugu besiyeri ortaminda 22 °C sicaklik ve 100 PAR isik siddeti altinda
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20 gun suresince sivi ortamda 120 rpm devirde calisan calkalayici kabin
icerisinde inklibasyona birakiimigtir.

Bu arastirmada  mikroalglerde = maksimum  miktarda yag
sentezlenmesini saglamak igin Uretimde kullanilacak olan BBM besi yeri
icindeki azot miktari degistiriimistir. Boylelikle N makro elementinin hig
bulunmadigi ve 5 kat fazla N ortamlar iki tekrarli setler olacak sekilde

buyume ortamlari hazirlanmigtir.

2.2.2. EKim i¢in hiicre sayimi

Alglerin farkli sirelerde sayimi icin kontrol ortaminda inkibasyona
birakilan 4 gunlik mikroalg kulturinden 100ul alg solisyonu alinip hucre
sayim cihazi ile sayimlari yapilmigtir. Dilisyon orani hesaba katilarak stok
hicre konsantrasyonu hesaplanmistir. Baslangic hicre konsantrasyonu
3x10* olacak sekilde hesaplama yapilarak stok kultiirden ne kadar hacimde
hicre ¢ozeltisi alinacagl bulunmustur ve stok ortamdan yeni hazirlanmig olan
ortamlarin her birine c¢ikan deger kadar ornek aktariimigtir. 20 gunluk
inklbasyon suresi boyunca orneklenen alglerin boluinme zamanlarinin
(bUyume hizlarinin) belirlenmesi amaci ile spektrofotometrede 750 nm dalga

boyunda absorbanslari dlgulerek kaydedilmigtir.

2.3. Kiiltur uretim sistemi (Fotobiyoreaktor)

Kaltard yapilan alg turlerinin besiyerleri 20 litrelik otoklavlanabilen cam
damacanalar icerisine hazirlanmistir. Hava girisi saglama ve 6rnek alma
amaciyla 0,7 x 250 mm ve 0,7 x 400 mm’ lik, hava c¢ikisini saglamak icgin ise,
0,7 x 80 mm’lik iki adet cam boru eklenerek kultir kontaminasyonunu
Onlemek igin uglarina 0,2 um’lik PTFE filtreler takilmistir (Sekil 2.1). Cevresel
kontaminasyon riski filtre yardimi ile engellenen besiortami icerisindeki
kontaminasyonu engellemek igin ise 121 °C’de 20 dakika suresince otoklav

cihazi ile  sterilizasyonu saglandiktan sonra  kudltir  asilamasi

26



gerceklestiriimistir. Algal ¢ogalma asamasi iklimlendirme odasi igerisinde
surdurdimastir. Bu oda icerisinde Uretimi besleyen hava yaklasik 1L/dk ve
sicaklik ortalama 25 °C olacak sekilde ayarlanmistir. 90 pmol/m3sn 1sik
siddetinde ¢ift tarafli aydinlatma kullaniimigtir. Aydinlatmalar 16 saat agik 8
saat kapali olacak sekilde olusturulan iklim kabininde Uretim saglanmigtir
(Sekil 2.2).

Sekil 2.1. Kiltdrlerde kullanilan fotobiyoreaktor fotografi
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Sekil 2.1.iklim kabinindeki fotobiyoreaktérlerde alg retimi

2.4. Stok Kiiltiir Hazirlanmasi

Kapulukaya Baraj suyundan ornek (5 litre) alinip 3000 rpm’de 15 dk
santrifij edilmigtir. Santriflj sonucu supernatant kismi dokulerek elde edilen
dip pelleti 1ml golet suyu eklenip karigtirilarak suspanse edilmigtir. Daha
sonra alevde steril edilmis 6ze yardimi ile petrilerde hazirlanan kati besi
yerlerine ¢izgi ekim yapilmistir. Kenarlari hava almayacak sekilde parafilmle
kapatilip iklim kabinine alinan petriler uygun sicaklik ve yeterli 1s1k altinda
uremeye birakilmigtir. Bu islemler monoalgal ve aksenik koloniler elde ediline
kadar devam ettirilmigtir. Bu sekilde elde edilen turler sterilizasyonu yapiimis
olan ve agizlari pamuk Uzerine aliminyum folyo sarilarak kapatilmig 250
mllik erlenler igerisinde ki sivi besi ortamina aktarilarak deneylerde

kullanilacak agi kalturleri olusturulmustur (Sekil 2.3).
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Sekil 2.2. Deneylerde kullanilan agi kultar 6rnekleri

2.5. Tiirlerin Hasat iglemi

Ureme grafigi olusturulan kultirler durgun faz durumuna gegtiklerinde
3000 rpm’de 4 dakika suresince santriflj edilerek Ustte kalan besiyeri
dokulup elde edilen dip ¢okuntlslu 1,33 Pa altinda -83°C’de 48 saat boyunca
liyofilize  edilmistir.  Liyofilizasyonu saglanan numuneler deneylerde

kullaniimak Uzere -80°C’de muhafaza edilmistir ( Richmond, 2004).
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2.6. Toplam nétral lipid tayini

Mikroalglerde toplam ndtral lipid igeriginin miktarsal olarak belirlenmesi
icin 750 nm dalga boyunda tum numunelerin absorbansi 0,2 olacak sekilde
hacimlendiriimistir. Daha sonra bir miktar alg ¢ozeltisi alinip son
konsantrasyonu 0,26 uM olacak sekilde Nile Red (9-diethylamino-5H-
benzo[a]phenoxazine-5-one) boyasi ile 15 dk boyunca inkube edilip, 5000
rom’de 3dk santrifij islemi yapilmistir. Stpernatan kismi atilip érneklerin her
biri BBM mediumla yikanip vortekslenmigtir. Nile red ile boyanan &rneklerin
her biri 490 nm eksitasyon ve 585 nm emisyon degerleri kullanilarak
floresans 0Ozelligi bulunan spektrofotometre cihazi ile absorbans degerlerine
bakilarak lipid iceriklerinde meydana gelen dedisiklikler tayin edilmistir
(Fedorov vd., 2005).

2.7. FTIR analizi

Bu yontem, molekullerdeki cesitli baglarin titresim frekanslarini dlger
ve kizil 6tesi (IR) radyasyonun absorbsiyonu ile molekulldeki fonksiyonel
gruplar hakkinda bilgi verir. Bu arastirmada, FTIR élgimd Dean vd. (2010),
tarafindan tarif edildigi sekilde yapilimistir.

FTIR 6lgimu icin deney slresince Azot elementinin hig bulunmadigi
veya 5x konsantrasyonda bulundugu ortamlarda inkibasyona birakilan ve
inkibasyonun 20. gununde orneklenen mikroalglerin yogunluklari 750 nm
dalga boyunda verdikleri absorbans degerlerine bakilarak absorbans degeri
0.2’den dusuk olanlardan daha fazla (1 mI'nin Uzerinde) ve 0.2’den yuksek
olanlardan daha duslk (1 mI'nin altinda) hacimde olacak sekilde esitlenmisgtir.
Esit yogunlukta alinan mikroalgler 3 kez 4°C’ de ve 5000 rpm devir hizinda
3dk boyunca santrifljlenip sUpernatan atilarak yikama gergeklestirilmistir.
Daha sonra igerisi 45°C’ye ayarlanmis vakumlu inkUbatérde mikroalglerin
bulunduklari ependoflardaki su tamamen buharlasincaya kadar inkiibe edilip
FTIR cihazina yerlestirilmistir. Cihaza yerlestirilen 6rneklerden 4000-400 cm:
aras| absorbans olgumu ile elde edilen degerler toplanmistir. Her bir érnegin
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Olcimu igin 32 tarama ortalamasi kullaniimigtir. Cevresel kosullardan en az
etkilenen absorbsiyon bandi olan Amid 1 (1652 cm™) degeri dogrulama
degeri olarak secilmistir. Triagilgliserol (1744 cm) degerleri Amid 1
degerlerine bakilarak mikroalglerdeki triagilgliserol konsantrasyonlarinda

meydana gelen degisiklikler tespit edilmistir (Movasaghi vd., 2008).

2.8. FAMEs analizi

Azot konsantrasyon degisikligine cevapta mikroalglerin yag asidi
profillerinde meydana gelen degisimin belirlenebilmesi amaciyla FAMEs
analizi gergeklestiriimistir. Yag asidi ekstraksiyonu, metillegtiriimesi ve analizi
icin Xu vd. (2010), tarafindan O©nerilen yontemin modifiye edilmis hali
uygulanmigtir.

a. Buyume ortamindan surekli ¢okturerek elde edilen yaklasik 0.1 g
mikroalg 6rnegdi vida kapakli eppendorf tiplerine alinmistir, saf su
ile 3 kez yikama yapildiktan sonra uzerine 300 pl ekstraksiyon
solusyonu (metanol igerisinde hazirlanmis %2’lik H2SO4 ¢ozeltisi)
eklenmistir.

b. Ornekler 2 saat boyunca 80 °C sicaklikta sonikasyon islemine
tabi tutularak hiacrelerin pargalanmasi ve lipidlerin agida ¢ikmasi
saglanmistir

c. Inkiibasyon sonrasinda érnekler 10 dk oda sartlarinda bekletilmis
ve sicakligin dusmesi saglanmistir

d. Tuplerin igerisine 300 pl %0.9 konsantrasyonda NaCl ve 300 pl
hekzan ilave edilmistir ve bu sayede metanolde bulunan lipidlerin
hekzan fazina gegmesi igin ornekler 1’er dakika boyunca
vortekslenmistir.

e. Daha sonra érnekler 3 dk boyunca 20 °C sicaklikta 5000 g devir
hizinda santrifijlenmigtir.

f. islem sonucunda olusan Ustteki hekzan tabakasi GC-FID

tuplerine aktarilmigtir. TUplere aktarilan orneklerin analizi GC-FID
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cihazinda yapilmistir. Olglim icin cihaza 130°Cbaglangi¢ sicaklik,
240°C ye kadar her 5°C de 5 dk beklenmesi talimati iglenmisgtir.

g. Olgiim sonucu elde edilen pikler analiz edilmis, alan hesaplamasi
yapilarak belirlenen metil esterlerin yuzdeleri oransal olarak

sunulmustur.

2.9. Flow Sitometri analizi

Flow sitometri, slispansiyon halindeki hlcre veya partikillerin lazer
Is1g1 ile aydinlatiimakta olan bir bolmeden geciriliphUcrelerin 1s1gin 6nunden
gecgerken verdikleri sinyallerin toplanmasi prosesine dayali analizdir. Flow
sitometri cihazi notral lipid miktarindaki degisimi gozlemlemek icin lipid
bagimli floresani (nile red floresans) takip etmek amaciyla kullaniimistir.

Numuneler, 1.0 ve 1.2 arasinda hicre yogunlugu olacak sekilde
seyreltildi ve daha sonra% 0.35 etanol icinde seyreltiimis 0.4 ug / ml'de nile
red kullanilarak notral lipitler boyanmistir. Bes dakikallk karanlik

inkiibasyondan sonra, érnekler flow sitometri‘de analiz edilmigtir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada besiyeri igerisindeki makro molekullerden olan
azotun  konsantrasyonudegistirilerek ~ Scenedesmus  obliquus ve
Scenedesmus regularis turlerinde stres olusturulmustur. Stres sonucunda
iki turin buyume miktarlari, yag asidi igerikleri, yag asidi miktarlari ve

notral lipit miktarinda meydana gelen farkhliklar grafiklerle agiklanmistir.

3.1. Turlerin Optik yogunluk (OD) miktarindaki degisim

Bu calismada Scenedesmus obliquus ve Scenedesmus regularis
turlerine azot acgligi ve azot artirrmi olmak Uzere iki farkli muamele
uygulanmigtir.  Yirmi gin boyunca inklibasyona birakilan ve her gun
orneklenen mikroalglerin bliyime miktarlari 750 nm dalga boyunda verdikleri
absorbans degerlerine gore Ol¢lulmustlur. S.regularis ve S.obliquus
kdlturlerine uygulanan bu muamelelerin buyume miktarinin izlenmesinde
kullanilanan OD Uzerinde onemli etkisinin oldugu gbézlemlenmisgtir.

Algal blyume grafiklerinde dort ayri evre gorllmesi gerekir. Bunlardan
birincisi hucrelerin ortama alistigi uremenin olmadigi ya da c¢ok az
miktarlarda oldugu lag fazi, ikincisi Gremenin hizla artis gosterdigi log fazi,
uclncusu c¢ogalan hicre miktari ile 6len hicre miktarinin esit oldugu
duraklama fazi, dérdincusu ise hizli hicre Olimlerinin goraldiga olum
fazidir.

Cahgilan iki tur icin de buyume grafiklerine bakildiginda turlerin kontol
gruplarinda ilk bes gun igerisinde lag fazinda oldugu, besinci gunden itibaren
log fazina, on sekizici ginden itibaren ise durgun faza gectigi
g6zlemlenmistir (Sekil 3.2., Sekil 3.3.).
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Sekil3.1. S.regularis ve S.obliquus turlerinin 20 gunlik OD grafigi

Sekil 3,1°de goéruldugu Uzere S.regularis ve S.obliquus tirlerinde,
kontol grubuna gore azot acligi ve azot toklugu grubunda farkliliklar meydana
gelmistir. incelenen iki tiriinde kontrol grubuna gore azot aciliyi ve azot
artirrmi muamelelerinin bayime miktarlarinda baskilanmaya neden oldugu
gozlenmisgtir.

Calisilan tum gruplarda S.regularis trandan, S.obliquus tarine gore
daha hizli buyime gercgeklestirdigi ve biyokutle miktarinin daha fazla oldugu
g6zlemlenmistir (Sekil 3.1.).

S.regularis ve S.obliquus tlrlerine uygulanan muamelelerde blyume
degerleri diger gruplar ile karsilastirildiginda en az baylimenin aclik grubunda
oldugu gorulmustar (Sekil 3.2., Sekil 3.3.).
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Sekil 3.2. S.obliquus tlrine ait kontrol, azot aghgi ve azot toklugu bliyime
grafigi
S.obliquus tdrinin kontrol grubunda blyime miktan 0,2-1,4

araliginda, azot acgligi uygulanan grupta 0,1-0,5 arahidinda, azot artirimi

uygulanan grupta ise 0-0,8
(Sekil.3.2.).

araliginda buyume sergiledigi gozlemlenmistir
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Sekil 3.3. S.regularistirine ait kontol, azot aghgi ve azot toklugu biyime

grafigi
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S.regularis tlrinin kontrol grubunda blyume miktari 0,2-0,9
araliginda, azot aghgi uygulamasi olan grupta 0-0,35 araliginda, azot artirimi
uygulanan grupta 0-0,3 araliginda buylime sergilemistir (Sekil.3.3.).

S.regularis’in azot agihgl ve azot toklugu gruplarinda duraklama
fazinda absorbans degeri yaklasik olarak ayni iken, S.obliquus tariinde azot
acghgi uygulanan gruptaki buyime miktarinin azot toklugu uygulanan gruptan
daha az oldugu gértlmektedir (Sekil.3.2, Sekil 3.3.).

3.2. Notral lipid igeriginde meydana gelen degisimler

Mikroalgler stres kosullarina metabolik cevap olarak bunyelerindeki
yag miktarini 6zellikle de depo lipitler olarak bilinen nétral lipid formunda
biriktirdikleri bilinmektedir. Bu sebeple ndétral lipid miktarinda meydana gelen
degisimler floresans spektroskopi ve flow sitometri cihazlan ile

g6zlemlenmistir.

3.2.1. Floresans spektroskopi cihazi ile elde edilen nétral lipid

bulgulari

Besiyeri iceriginde yuksek konsantrasyonlarda Azot bulunmasi, azotun
rol aldigi protein metabolizmasi, iyon tasinimi ve fotosentez gibi olaylarin
hizlanmasina bunun sonucunda hucresel redoks homeostazisinin dengede
kalmasi igin gerekenden fazla enerji formunun (nisasta, lipid)
depolanmasinadolayisiylada mikroalglerde lipid igeriginin artmasina sebep
oldugu literaturdeki calismalarla 6ngorulmustur (Cakmak, 2014).

inkiibasyonun yirminci giiniinde drneklenen mikroalglerin nétral lipid
icerigine bakildigi zaman azot acilgi ve azot toklugu uygulanan gruplarda
kontrole nazaran daha fazla miktarda naétral lipit oldugu gozlemlenmis ve bu
sonucun literatur ile uyumlu oldugu gostermistir (Cakmak,2014).S.obliquus
turinde kontrol, azot acghgi, azot toklugu gruplarindaki ndétral lipit miktari
sirasiyla 11137nm, 18094nm, 12778nm iken, S.regularis turinde 15655nm,
17853nm, 17599nm olarak olgtimustur (Sekil 3.4).
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S.regularis ve S.obliquus tlrlerinin ikisinde de en ¢ok nétral lipid
miktar1 azot acgligi uygulanan grup iken notral lipitin en az miktarda oldugu
grup kontol grubu olarak bulunmustur. Nétral lipit miktarindaki azot achgi ve
azot toklugu arasindaki fark S.regularis turinde dugsuk seviyelerde
gOrulurken, S.obliquus turinde ise azot acligi grubu kontrol ve azot toklugu
arasindaki fark yaklasik %30 olarak hesaplanmistir (Sekil 3.4). Tarler
arasinda ki bu farklihk tdrlerin metabolik ve sitokiyometrik 6zelliklerinin

cesitliliginden kaynaklandigi dngoériimektedir.

FLORESANS INTENSITESI

E S. obliguus = S. regularis

17599 18094 17853

Sekil 3.4.S.obliquus ve S.regularis turlerinin kontrol, azot a¢hgi ve azot

toklugu gruplarina ait nétral lipit miktarlari

3.2.2. Flow sitometri cihazi ile elde edilen nétral lipid bulgulari

Flow sitometri cihazi nile red floresans boyasi ile boyanan nétral lipid
miktarindaki degisimi takip etmek amaciyla kullaniimistir (Cabanelas vd.,
2016).

Flow sitometri verileri incelendiginde S.regularis ve S.obliquus
turlerinde en c¢ok ndtral lipit miktari azot achdi grubunda gdézlemlenmistir
(Sekil 3.6, Sekil 3.7.).

37



S.regularis turinin kontrol,

azot acligi

grubu ve azot toklugu

gruplarinda nétral lipit miktarlari sirasiyla %27.2, %77.4, %32.3 bulunmustur.
S.regularis tarinun azot agligi ve azot toklugu uygulanan gruplarinda kontrol
grubuna goére nétral lipit oraninda artis oldugu (Sekil.3.6)'da gdsterilmistir.
S.obliquus tdrandn kontrol grubunda nétral lipit orani %10.4, azot achgi

grubunda %44.1, azot toklugu grubunda %3.0 olarak ol¢iimustur (Sekil 3.7.).
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Sekil 3.5. S.regularis kontrol, azot achgi ve azot toklugu gruplarina ait nétral

lipid flowsitometri kromatogram
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Sekil 3.6. S.obliquus kontrol, azot aghgi, azot toklugu gruplarina ait

noétral lipid flowsitometri kromatogrami

Floresans spektroskopi ile tum gruplarda tespit edilen ndtral lipit

flow sitometri
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cihazinda da benzer degerlerde Olgulmugtir.
Yalnizca S.obliquus turindn azot toklugu grubundaki ndétral lipit miktari,

kontrol grubuna gore dusuk degerde bulunmustur (Cakmak,2014).




Floresans spektroskopi ve flow sitometri cihazlari metod olarak
kargilastirildiginda iki cihazinda ndtral lipit miktari dlgumlerinin birbirleri ile
tutarli sonuglar verdigi literatirde bilinmekle olup, yapilan galisma ile de tespit
edilmistir.

Notral lipit boyamasi igin kullanilan Nile red boyasi floresans
spektroskopi cihazi igin Onerilmis olmasina karsin c¢alismamizda flow
sitometri analizi i¢cin de kullaniimis ve benzer sonuclar elde edilmesinden
dolay! flow sitometri cihazinda nétral lipit bakilmasi igin uygun olabilecegi

ongorulmastar.

3.3. Yag asidi profilinde meydana gelen degisimlerin belirlenmesi

Azot elementinin  hic bulunmadigi ve Azot elementinin 5x
konsantrasyonda bulundugu ortamlarda inklibasyona birakilan mikroalglerin
yag asidi profillerinde meydana gelen degisimlerini belirlemek amaci ile
inkibasyonun 20.gununde alinan 6rnekler GC-FID cihazi ile incelenmisgtir.
S.regularis ve S.obliquus turlerine ait galisilan gruplarin yag asidi profili
cizelge 3,1’de verilmistir. Ayrica bu gruplara ait toplam SFA, MUFA, PUFA
sonuglari ek olarak gosterilmistir. Bu sonuglara goére S.regularis turine ait
FAME profilinin ¢aligilan gruplara gore meydana gelen degisimleri, kontrol
grubunda kaprilik asit (SFA) gdézlenmezken, tokluk grubunda yaklasik %4,98
oraninda artisla gdézlenmistir. Palmitoleik asit (MUFA) kontrol grubunda
g6zlenmezken, tokluk grubunda yaklasik %7,53 oraninda artigla gdézlenmistir.
Elaidik asit (MUFA) kontrol grubunda gézlenmezken azot achigi uygulanan
grupta %0,16 oraninda artis gdstermistir. Cis-11 eikosinoik asit (MUFA)
kontrol grubunda gézlenmezken aclik grubunda %8,26, tokluk grubunda ise
%5,50 oraninda artis gozlemlenmistir. Behenik asit (SFA) kontrol ve Azot
aghgr uygulanan gruplarda gézlenmezken Azot artinmi uygulanan grupta
%8,77 oraninda artis gozlemlenmistir. Tikosanoik asit (SFA) kontrol
grubunda gdézlenmezken aglik grubunda %2,86, tokluk grubunda ise %3,79
oraninda artis gostermistir. Laurik asit (SFA) tokluk grubunda goérulmezken

acghk grubunda %?7,68 oraninda godzlemlenmisir. Pentadekanoik asit (SFA)
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azot acgligi uygulanan grupta gorlimezken tokluk grubunda %4,48oraninda
artmigtir. Cis-10-heptadecanoik asit (MUFA) kontrolde gozlenmezken aglikta
eser miktarda toklukta ise %4,48 oraninda artis gostermistir.

S.obliquus tdrinde tridekanoik asit (SFA)kontrol grubunda
gOzlenmezken tokluk grubu ve acglhk grubunda sirasiyla %6,69, %0,31
oranlarinda artig gostermistir. Myristik asit (SFA)miktari kontrol ve aglik
gruplarinda bulunmazken azot toklugu uygulanan grupta %3,07 oraninda
olusum go6stermigstir. Cis-10-hepadekanoik asit (MUFA) kontrol grubunda
gOzlenmezken, aclik ve tokluk gruplarinda sirasiyla %1,38, %2,31 oraninda
olusum gostermistir. Ayrica stearik asit, elaidik asit, oleik asit, linoleik asit,
linoleaidik asit, arakidik asit, gamalinolenik asit, henekosanoik asit miktarlari
aclik ve tokluk grubunda eser miktarda olugsum gostermigtir. Nervonik asit
(MUFA) miktar kontrol grubunda gozlemlenmezken aglik grubunda %35,77
oraninda artig sergilemistir (Cizelge 3.1.).

Calisilan iki tlrin kontrol grubu dahil deney gruplarinin hepsinde
SFA ve MUFA degerleri PUFA degerinden fazla bulunmustur. Ayrica tim
gruplarda SFA ve MUFA toplaminin %75'den yuksek oldugu, PUFA
degerlerinin ise %4’den az oldugu gozlemlenmistir. Linolenik asit miktari
calisiin tim gruplarda %12’ den az bulunmustur (Cizelge 3.1.). Bu sebeple
S.regularis ve S.obliquus tdrlerinin tim gruplarinin biyodizel kalitesi

acisindan kullanilabilirligi 6ngoralmustar.

41



Cizelge 3.1. S.regularis ve S.obliquus turlerinin FAMEs igeriklerinde

meydana gelen miktarsal degisimler.

YAPISI K-REG N-REG | 5X-REG | K-OBL N-OBL | 5X-OBL

butyric acid SFA 0,93 0 0 2,23 1,28 2,07
caprylic acic SFA 0] 0] 4,98 55,37 30,2 39,63
capric acid SFA 0 0 0 1,59 0 0
undecanoic acid SFA 1,85 0 1,7 0 0 0
lauric acid SFA 6,43 7,68 0 5,14 5,39 5,54
tridecanoic acid SFA 1,51 1,12 1,58 0 0,31 6,69
myristic acid SFA 0,61 0 0 0 0 3,07
myristoleic acid MUFA 9,32 23,53 7,22 26,12 16,56 19,33
pentadecanoic acid SFA 0,99 0 4 0 0 0
cis-10-pentadecanoic acid MUFA 0 0,18 4,48 0 0 0
palmitic acid SFA 1,76 0 0,57 0 0 0
palmitoleic acid MUFA 0 0 7,53 9,55 3,98 8,34
heptadecanoic acid SFA 3,78 0,12 534 0 0,16 0
cis-10-heptadecanoic acid MUFA 2,12 0 6,14 0 1,38 2,31
stearic acid SFA 5,16 6,21 4,82 0 0,07 0
Haidic acid MUFA 0 0,16 0 0 0,85 1,48
oleic acid MUFA 5,57 7,71 6,19 0 0,13 0,79
linolelaidic acid PUFA 1,48 0 0,62 0 0,51 1,2
linoleic acid PUFA 0,21 0 0 0 0 0,2
arachidic acid SFA 7,61 9,1 4,58 0 0,33 3,15
gama-linolenic acid PUFA 512 0 0,09 0 0,79 1,33
cis-1leicosenoic asid MUFA 0 8,26 55 0 0,96 3,17
linolenik asit PUFA 0 0 0 0 0 0,92
heneicosanoic acid SFA 4,65 2,04 7,01 0 0 0,11
behenic acid SFA 0 0 8,77 0 0 0
cis-8,11,14-eicosatrienoic acid PUFA 0 0 1,49 0 0,52 0
erucic asid MUFA 4,37 5,69 6,09 0 0 0
arachidonic asid PUFA 0 0 0 0 0 0
Cis-11,14,17-eicosatrienoic acid PUFA 0 0 0 0 0 0
tricosanoic asid SFA 0 2,86 3,79 0 0 0
cis-13,16- docosadienoic acid PUFA 0] 0,62 0,17 0 0,06 0
cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoicate PUFA 2,58 0 1,19 0 0,74 0,67
nervonic asid MUFA 33,94 24,09 5,22 0 35,77 0
cis-47,101316,19-docosahexaenoicate PUFA 0 0,61 0,94 0 0 0

Toplam SFA 35,28 29,14 47,14 64,34 37,74 60,28

Toplam PUFA 4,27 1,23 291 0 1,31 2,99

Toplam MUFA| 55,34 69,63 48,37 35,66 59,64 35,41
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Sekil.3.7.S.regularis ve S.obliquus tirlerinin kontrol, azot achgi ve azot
toklugu gruplarindaki MUFA, PUFA, SFA miktarlar

Arastirma sonucunda S.regularis tlirinin SFA ve MUFA toplamlari kontol
grubu, azot ac¢hgi grubu ve azot toklugu grubunda sirasiyla %90,62, %98,77,
%95,51 olarak olglilmustir. S.obliquus tarinin SFA ve MUFA toplamlari
kontrol grubu, azot ac¢hgdi grubu ve azot toklugu grubunda sirasiyla %100,
%97,38, %95,69 olarak ol¢culmustur (Sekil 3.3., Sekil 3.4.).S.regularis turlinin
Azot acghdr ve Azot toklugu gruplarindaki SFA ve MUFA toplami, kontrol
gruplarina goére artis godzlenirken; PUFA orani azalma gdstermigtir.
S.obliquus tirdndn Azot aghgdi ve Azot toklugu gruplarindaki SFA ve MUFA
toplami kontrol gruplarina gore azalma gdsterirken; PUFA orani artis

gostermistir (Sekil 3.4).
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3.4. Alglerdeki organik bilesiklerin FTIR spektroskopisi ile

izlenmesi

Alglerdeki organik bilesiklerin izlenmesi, 6zellikle de TAG degisimlerini
gozlemlemekicin FTIR spektroskopisi kullaniimistir. FTIR spektroskopisi ile
yapilan dlgumlerde elde edilen spektrumlarda 1700 ve 1750 cm-1 arasindaki
bolge lipid esterleri, 1477 ve 1590 cm-1 arasindaki bolge protein molekullerini
(amid | ve amid 1), 1000 ve 1200 cm-1 arasindaki bolge ise karbonhidrat
molekulleri hakkinda bilgi verdigi bilinmektedir.Lipid esterleri bodlgesinin
spesifik TAG piki 1744 cm-1’dir (Pictorius vd., 2008).

Biyodizel icin 6nemli olan manupulasyon uygulanan gruplardaki TAG
pikinin degisimi izlenmistir. Calisilan iki tlr icinde kontrole gore
manupulasyon gruplarinda degdisimler oldugu gozlenmektedir.

S.regularis ve S.obliquus tirlerinin kontrol gruplarindaki TAG pik
siddeti azot acghdr uygulanan gruplarda en fazla artisi gosterirken, azot
toklugu uygulanan gruplarda ciddi bir fark géstermemistir (Sekil.3.8., Sekil
3.9, Sekil.3.10., Sekil 3.11., Sekil 3.12., Sekil 3.13.).
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Sekil3.8. S.regularis kontrol grubuna ait FTIR spektrumu
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Sekil 3.9. S.regularis azot a¢ligi uygulanan gruba ait FTIR spektrumu
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Sekil 3.10. S.regularis azot yuklemesi yapilan guruba ait FTIR
spektrumu

45



Tezin girig bolumunde de belirtildigi gibi algler protein icerigi
bakimindan zengin canllardir ve S.regularis tlrinin kontrol grubunda
protein piklerini belirten 2 ile isartlenmis bdlgedeki pik siddeti bu sebeple
yuksek gorulmektedir (Sekil 3.8). S.regularis turunun azot aghgdr uygulanan
grubunda ise strese maruz birakilan canlinin savunma mekanizmasi olarak
protein miktarinda azalma gosterdigi fakat 1744 cm-1 de gozlenen TAG pik
siddetinin kontrol grubuna goére vyaklasik %10 Iluk artis olusturdugu
gozlemlenmistir (Sekil 3.9.). S.regularis turunun azot toklugu uygulanan
grubunda ise kontrole nazaran TAG pik siddetinde anlamli bir artig
g6zlemlenmemistir. Sonug olarak alglerin bunyesinde bulunan karbohidrat ve
proteinleri azot achdi uygulandiginda oncelikli olarak kullandigi ve TAG

formunda yag asidi olarak depoladigi séylenebilir.
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Sekil 3.11. S.obliquus kontrol grubuna ait FTIR spektrumu
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S.obliquus turinin azot aghgr uygulanan grubunda TAG piki olan
1744 cm-1 pik siddeti yaklasik olarak %13 oraninda artis gostermistir (Sekil
3.12.). Azot toklugu uygulanan grupta ise kontrole gére TAG miktarinda
anlamli bir artis gézlemlenmemistir (Sekil 3.13.). Calisilan iki tirtin azot achigi
gruplarinda 3 ile isaretlenmis protein piki absorbanslarinin azalmasi
alglerdeki stres sonucu buylimenin ve ¢ogalmanin baskilanmasindan dolayi
yapi tasi olan protein miktarinda azalma oldugu 6ngérulmektedir (Sekil 3.12.,
Sekil 3.13.).
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