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OZET

SCENEDESMUS INTERMEDIUS VE SCENEDESMUS PLANCTONICUS
MIKROALG TURLERINDE AZOTA BAGLI LIPIT ICERIGINDEKI
DEGISIMLERIN INCELENMESI

KURUSAKIZ, Merve

Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Biyoloji Anabilim Dali, Yuksek Lisans tezi
Danigman: Prof. Dr. ilhami TUZUN
Ocak 2020, 74 Sayfa

Bu calismada, Scenedesmus intermedius ve Scenedesmus planctonicus alg
tirlerinin  biyoyakit (biyodizel) Uretiminde kullanilma potansiyellerini
arastirmak Uzere, azota bagli ya§ igeriklerindeki degisimler incelenmigtir.
Kirikkale ili gevresi sucul ortamlardan (Kapulukaya Baraj Golu) érneklenen
turler laboratuvar ortaminda izole edilmis ve BBM (Bold’s Basal Medium) besi
yeri kullanilan saf hicre kultarlerindeki blylumeleri 16 gunlik inkdbasyon
suresince takip edilmistir. Blyime, kontrol grubuna karsi, besin ortamlarinda
azot elementinin hi¢ bulunmadigi (ag¢lik) ve 5x konsantrasyonunda bulundugu
(bolluk) gruplarindaki gunlik optik densite (OD) degerlerinin karsilastirmasi

ile ortaya konulmustur.

Elde edilen sonuclara goére, Scenedesmus intermedius ve Scenedesmus
planctonicus tdrlerinin her birinde N-acligi ve bollugunun blylime stres
faktord oldugu belirlenmistir. Bliyime, her iki tirde de kontrol grubuna goére

belirgin bir sekilde daha dustktir. Blyumedeki azalma N-bollugu uygulanan



grupta daha belirgindir. Turler arasinda ortaya ¢ikan buyume farkhliklari yine

N-toklugu grubunda farkedilir sekilde daha fazladir.

Alg tirlerinin yag asidi profilleri, buyUme duragan faza gectiginde
inkibasyonun sonlandirimasi ve elde edilen alg biyomasinin Gaz
Kromotografisi (GC) analizi ile belirlenmigtir. N-manipulasyonlari sonucunda
ortaya c¢lkan blyumedeki azalmalara karsin yagd asitlerinin  arttigi
belirlenmistir. Kontrol grubuna goére, N-aghdi ve bollugu gruplarinda SFA ve
MUFA miktarlari daha fazla PUFA miktarlar ise daha dusuktur. Her iki tarde,
SFA ve MUFA ve PUFA oranlari, Avrupa birligi EN 14214 standartlarini
karsilayacak aralikta bulunmustur. S.intermediusta SFA ve MUFA orani
toplami kontrol grubunda yaklasik %97 iken aclik grubunda %90, tokluk
grubunda ise %98, S.planctonicus’ta ise kontrol grubunda %98 iken aglik
grubunda %98, tokluk grubunda ise %96 duzeylerindedir.

FTIR analizleri neticesinde, azot achgi ve azot fazlaligina cevapta
mikroalglerin TAG miktarlarinda 6nemli artislar oldugu gézlemlenmistir. N
achgina birakilan mikroalglerde kontrol grubuna kiyasla TAG miktari
konsantrasyonu yaklasik olarak 5 kat artis gostermistir. Azot elementinin
fazla oldugu durumda ise yine TAG miktarlarinda artis yaklasik 3 kat olarak
kaydedilmistir. Mikroalglerin, azot stresinde lipid miktarini karbonhidrat ve
protein gibi makro bilesikleri donusturmek suretiyle artirdigi sonucuna

varilmistir.

Notral yaglarin miktar ve degisimleri, Nil Red boyamasi yapilarak Floresans
spektrofotometresi ve  Flow  Sitometri  kullanilarak  saptanmistir.
S.intermediusta kontrol, aclik ve tokluk gruplarinda nétral lipid miktarlari,
sirasiyla %23, %38, %6; S.planctonicus’ta ise yine sirasiyla %48, %49,%46
verim gostermistir. BuUyumenin baskilanmasi ile hucre hacminde, naétral lipid
ve TAG igeriklerinde artis, karbonhidrat ve protein miktarlarinda azalma

g6zlemlenmistir.



Anahtar Kelimeler: Scenedesmus intermedius, Scenedesmus planctonicus

Notral Lipid, Triagilgliserol, Besin Rejimi, Biyodizel.



ABSTRACT

N-DEPENDENT LIPID VARIATIONS IN MICROALG SPECIES,
SCENEDESMUS INTERMEDIUS AND SCENEDESMUS PLANCTONICUS

KURUSAKIZ, Merve

Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, Master Thesis
Supervisor: Prof. Dr. ilhami TUZUN
January 2020, 74pp

In this study, N-driven changes in lipid profile of algal species, Scenedesmus
intermedius and Scenedesmus planctonicus were investigated to explore a
possible potential in order to us befor biodiesel production. The growth of two
algal species, sampled from Kapulukaya reservuar, then isolated and
cultured in laboratory conditions in BBM (Bold’s Basal Medium), was
monitored during 16 days of cultivation period. Growth was determined on
three experimental groups being control, N-starved and N-enriched (as 5xN)

upon the comparisons of daily OD measurements.

Our results revealed that both N-starvation and N-enrichment manipulations
exerted stresses on the growth of algal species. Growth was detected to be
markedly lower on groups exposed to N manipulations compared to control
group. Decrease in growth was realised relatively greater on N-enriched

group. Decrease in growth was realised to be relatively greater on N-



enriched group. Besides, the growth differences between the two species
were markedly higher on N-enricment group.

Fatty acid profiles of microalg species were determined on the biomases
harvested at the stationary phase, which is the end of incubation period, by
GC analysis. It was observed that decreases in growth due to N-
manipulations were compensated by increases in fatty acids. While the total
amounts of SFA and MUFA increased, the amount of PUFA decreased on
manipulated groups compared to control. For both species, the ratios of SFA,
MUFA and PUFA were recorded to meet the requirements validated by the
Europen Union standards (EN 14214). In S. intermedius, the total of SFA and
MUFA 97% in control group, 90% in N-starved and 98% in N-enriced group.
Corresponding values for S. planctonicus were found to be 98%, 98% and

96%, respectively.

Accordingly, TAG concentrations of microalgae species increased as a
results of N-manipulations. The rate of increase in N-starved groups were
almost 5 times while it is 3 times in N-enriched group compared to the control
group. FTIR results suggested that such increases in lipids occurred by the

conversion of carbohydrates and proteins to the lipids.

Changes in neutral lipids were determined by applying the Nile Red dyes on
microalgal cells followed by readings on Fleurosans spectrophotometry and
flow cytometry. In S.intermedius, the ratios of neutral lipids were found to be
23%, 38%, 6% in control, N-starved and N-enriched groups, respectively.

Corresponding values for S.intermedius were 48%, 49%, 46%, respectively.

Key Words: Scenedesmus intermedius, Scenedesmus planctonicus, Neutral

Lipid, Triacylglycerol, Food Regime, Biodiesel.
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GiRiS

Algler; cogu tek hucreli, okyanuslar, nehirler, tath su gdlleri, ¢aylar, dereler,
kutuplar, ¢oller, su birikintileri gibi sucul veya yari sucul habitatlarda yasayan,
boyutlari 0,5 um ile 60 ym arasinda degisen, seluloz ¢eperi bulunan, ototrof
veya heterotrof, fotosentez yapabilen, hizli blylyen, tek veya g¢ok hucreli,
prokaryotik ya da dkaryotik mikroorganizmalar olarak adlandirilir (Morais vd.,
2014).

Farkh ortamlarda yasayabilen algler dinyanin %71'ini olusturan okyanustaki
birincil Ureticilerin gogunu olusturur. Milyarlarca yildir varliklarini ¢esitlenerek
surdurebilmis, su sistemlerinde serbest azotun baglanmasindan, sudaki ve
havada bulunan serbest oksijenin buyUk bir kisminin dretiminden sorumlu

olan 6zel mikroorganizmalardir. (Bolin vd.,1979).

Algler hicre boyutuna gore mikroalgler ve makroalgler olarak ikiye bolime
ayrilir. BUyuk (in¢ dlgceginde ve daha buyldk olanlar), ¢ok hicreli olanlar
makroalg, kiglk (mikrometre Olceginde), tek hucreli olanlar ise mikroalg

olarak tanimlanir (Chang, 2007).

1.1. Mikroalgler

Mikroalgler zengin biyolojik gesitlilige sahiptir. Sucul ekosistemlerin igerisinde
onemli bir grubu temsil etmektedir. Bunun nedeni, mikroalglerin
zooplanktonlardan baliklara, daha sonra da insana kadar uzanan besin
zincirinde, basta klorofil olmak Uzere igerdikleri fotosentetik pigmentler
yoluyla birincil Uretimi gerceklestirmeleri ve besin zincirin ilk halkasini
olusturmalaridir. Bitkilerin aksine, kok, gévde ve yaprada benzeyen yapilari

yoktur. Atmosferdeki oksijenin yaklasik yarisini mikroalgler Uretir, ayni anda



karbondioksiti (CO;) kullanarak fotoototrofik olarak buyuyebilmektedir (Aydin-
Sisman, 2019).

Mikroalglerin 22.000 ile 26.000 arasinda turanun varligi tahmin edilmektedir.
Ancak bu turlerin sadece 50 tanesinin biyokimyasi ve fizyolojisi ayrintili
olarak bilinmektedir. Bazi kaynaklarda dnceden siyanobakteriler, mavi-yesil
algler olarak isimlendirilmistir ve mikroalgler igerisinde incelenmistir. Bu
siyanobakterilerin bazi fizyolojik benzerliklerinden kaynakli olmakla birlikte
Uretim prosesindede ayni sistemlere dayandiriimasindan kaynaklanmaktadir.
Mikroalgler ve siyanobakteriler fitoplanktonu olustururlar (Sasson, 1997).
Mikroalgler, lipidleri blyuk miktarlarda depo edebilen, bunlari dogrudan
Uretebilme  yetenegine  sahip olan az  sayidaki fotosentetik

mikroorganizmalardan en dnemlisidir (Neenan vd., 1986).

Mikroalglerde yag icerigi kuru agirhgin %1 ile %40 arasinda degisir ve belirli
kosullar saglandiginda bu oran %80°‘e ulagsmaktadir. Algal yaglar, karbon
sayllari 12 ile 22 arasinda degisen yag asitlerinin gliserol, sekerler ve bazlar
ile birlesimi seklindedir. Mikroalgler tarafindan Uretilen lipidler, iki kategoride
gruplandirilabilir bunlar; depo lipidler (non-polar lipidler) ve yapisal (polar)
lipidlerdir. Yapisal lipidler coklu doymamis yag asitleri bakimindan zengindir
ve hayvansal besin kaynagidir. Bir polar lipid olan fosfolipidler ve steroller ise
hucre ve organeller igin segici gegirgen zar olan hicre membranlarinin
onemli yapisal pargasini olustururlar. Bu yuzden bu lipidler spesifik membran
fonksiyonunun strduriimesinde hayati 6nem tasirlar. Yapisal fonksiyona ek
olarak, bazi polar lipidler hicre sinyal yollarinda (sifingolipidler, inositol
lipidler, oksidatif Grlnler vb.) anahtar ara Urlnler veya ara urlnlerin
baslaticisi olarak rol alabilirler ve ¢evresel degisikliklere cevapta rol oynarlar
(Sharma vd., 2012).



Alglerin sistematigi farkli alg tdrlerinin icerdikleri pigment maddelerine,
pigmentlerin kombinasyonuna ve turine dayanmaktadir. Depo Urlnlerin
kimyasal yapisi ve algal hicre duvarlant da ayrica alg gruplarinin
tanimlanmasinda énemlidir. Igerdikleri pigment maddelerine gore yedi biylk

grup altinda toplanmistir.
Bu gruplar soyledir (Pamir, 1985) ;

Yesil algler (Chlorophyta),
Kamgili Algler (Euglenophyta),
Mavi-Yesil Algler (Cyanophyta),
Ates Rengi Algler (Pyrophyta),
Altin Rengi Algler (Chrysophyta),
Esmer Algler (Phaeophyta),
KirmiziAlgler (Rhodophyta)
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Cizelge 1.1. Farkh Alg Gruplarinin Siniflandirilmasi (Barsanti ve Gualtieri,

2006)

Alem

Prokaryota eubacteria

Eukaryota

SUBE
Cyanophyta
(Mavi-YeGil Algler)

Prochlorophyta
Glaucophyta

Rhodophyta

Heterokontophyta

Haptophyta
Cryptophyta
Dinophyta
Euglenophyta
Chlorarachniophyta

Chlorophyta (YeGil Algler)

1.2. Yesil algler (Chlorophyta)

SINIF

Cyanophyceae
Prochlorophyceae

Glaucophyceae
Bangiophyceae
Florideophyceae
Chrysophyceae
Xanthophyceae
Eustigmatophyceae
Bacillariophyceae
Raphidophyceae
Dictyochophyceae
Phaeophyceae
Haptophyceae
Cryptophyceae
Dinophyceae
Euglenophyceae
Chlorarachniophyceae
Prasinophyceae
Chlorophyceae
Ulvophyceae
Cladophorophyceae
Bryopsidophyceae
Zygnematophyceae
Trentepohliophyceae
Trebouxiophyceae
Charophyceae
Klebsommidiophyceae
Dasycladophyceae

Tath ve tuzlu sularda yasayabilen, bir ya da ¢ok hucreli organizmalardir.

Buyuk ¢ogunlugu sucul olmasina kargin, kar uzerinde, aga¢ govdelerinde ve

toprakta simbiyotik yasayan turleri de vardir. Hicreleri mekik seklinde, tek

olarak ya da 2, 4, 8 ya da 16’li koloniler halindedir. Zengin protein icerigine

sahiptir. Bu tez calismasinda kullanilan tirler Scenedesmus intermedius,

Scenedesmus planctonicus bu gruba dahil edilir.



Scenedesmusea Familya Ozellikleri

Alem Plantae
Bolum Chlorophyta
Sinif Chlorophyceae
Takim Chlorococcales
Aile Scenedesmaceae
Cins Scenedesmus
Tur Scenedesmus intermedius
Alem Plantae
Bolim Chlorophyta
Sinif Chlorophyceae
Takim Chlorococcales
Aile Scenedesmaceae
Cins Scenedesmus

Tir Scenedesmus planctonicus



Sekil 1.1. Morfolojik olarak farkli Scenedesmus turleri.

Chlorophyta bdéliminde Chlorococcales takiminin bir Gyesidir. Duzenli
sekillerde gruplasmis; 2, 4, 8li veya 16’ hicre grubu seklinde goraltrler.
Go6z ve kamgisi yoktur. Tarlere goére yeri ve sayisi degisen, boynuza benzer
cikintilari bulunur ve tath sularda yayilis goOsterirler. Her hicrede 1 adet
kromatofor, ¢ekirdek ve pirenoid bulundurur. Protein maddesince zenginligi
nedeniyle son zamanlarda kudltart yapilarak gida olarak kullaniimaktir.
(Borowitzka, 1991; Guner ve Aysel, 2006).

Scenedesmus turleri tatli su organizmalari olmasina ragmen ancak dusuk tuz
konsantrasyonundada yasayabilirler. Hucreleri hidrojenaz enzimi Uretme
yetenegindedir. Nigsasta hidrolizinde ekstraselluler amilaz salgilamaktadir,
hiicrelerinin asit toleransi cok yuksek degildir. Uremeleri otokoloniler ve
zoosporlar ile saglanir. Hucrelerin ¢ogalmasi otomatik bir sistem seklinde
ilerlemektedir. Kardes hucrenin olusturulmasindan o6nce i¢ selulozik tabaka



¢ozulur. Selulozik tabakanin Uretimi kardes hucrenin olusturuimasindan 6nce
baslamasina ragmen, kardes hucreler tarafindan sentezlenen ilk bilesen dis
tabakadir. Ana hdcre duvarinin dis tabakasi yirtiilmaya basladiktan sonra
kardes hucre olusur. Daha sonra buyume fazi baslar, selllozik tabaka
kalinlagir. Laboratuvar kosullarinda bu dongu yaklasik 24 saat surerken,
disarida uygun kosullar altinda 48 saat veya daha fazla olabilmektedir

(Borowitzka ve Borowitzka, 1992).

Scenedesmus tarlerinin biyokutlesinin ham protein igcerigi %50 ile %53
arasindadir. Hucre duvari hicre agirhginin %5-6’sin1 olusturmaktadir. Hucre
duvarinin yapisi; kuru agirlik olarak %28 sellloz, %31 hemisellloz, %1,7
pektin, %14 ham protein ve %9 yag olusturmaktadir. Biyokutlesinin toplam
yag asidi icerigi kuru agirhgin %5’i kadardir. Yapilan bazi ¢alismalarda bu
icerigin %70’lere cikabildigi ileri sUrdlmustur. Bu yag asitleri doymamis ve
coklu doymamis yag asitlerinden, yiuksek oranda da heksatetraenik asitten
(C16:4) olugsmaktadir (Borowitzka ve Borowitzka, 1992).

Buyume igin olumsuz stres sartlar gelistiginde ise, ¢ogu algler baslica
triacilgliserol (TAG) formunda nétral lipidlerin (%20-50 DCW) olugsumu ve
birikimine dogru kendi lipid biyosentez yollarini degistirirler (Thompson, 1996;
Guschina ve Harwood, 2006). TAG’ler sentez edildikten sonra, yogun olarak
algal hucrenin stoplazmasinda paketlenmis yag damlaciklari 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 baska metabolik rollerinin de oldugunu gosterir.

Total lipidin 6énemli bir kismi ¢odu kez triacgilgliserol (TAG) iceren noétral
lipidlerdir (Tonon vd., 2002). TAG’ler yuksek isik veya besin acligi gibi
cevresel streslere cevapta toplanan lipid cismi organelleri iginde sentez ve
depo edilirler (Guschina ve Harwood, 2006; Hu vd., 2008). Mikroalglerde lipid



uretimini artirmak icin az sayida genetik uygulama mevcuttur (Sheehan vd.,
1998). Fakat bu girisimler basarisizlikla sonuglanmistir (Dunahay vd., 1995).
Ancak basit bir gekilde, mikroalglerin kualtir kosullar degistirildiginde
(besinsel ve cevresel faktorler) yagd asitlerinin  toplam  miktari,
kompozisyonlari ve 6zelliklerinde 6nemli degismeler gozlenmektedir (Sharma
vd., 2012).

1.3. Mikroalg Yetigtirme Ortaminin Fiziksel Ozellikleri

Mikroalgler yasadiklari cevre ile etkilesim igindedir. Isik, sicaklik, ph ve
besinler mikroalgleri etkileyen en énemli etkenlerdendir. Uygun Uretim igin bu
parametrelerin optimum seviyede olmasi gerekir. Bu parametreler sadece
fotosentezi ve verimliligi etkilemekle kalmaz, ayni zamanda hucresel

aktiviteyi ve hucresel kompozisyonu da etkilerler (Richmond, 2004).

Cizelge 1.2. Mikroalg uretimine etki eden parametreler igin genellestiriimis
degerler (Coutteau, 1996).

Parametreler
Sicaklik (°C) [ 16-27 [ 18-24
Tuzluluk (g.L™) 12-40 20-24
Isik Yogunlugu (lux) | 1,000-10,000 2 500-5,000
(hacim ve yogunluga
baglidir)
Fotoperiyot 16:8
(aydmnlik: karanlk, {minimum)
saat) 24:0
(maksimuumn)
pH 7-9 82-87




1.4. Sicakhk

Sicaklik alglerin blylme hizini, hucre boyutunu, gerekli besinleri,
biyokimyasal bilesimini en ¢ok etkileyen parametrelerden biridir. Optimum
sicaklikta buyume hizi, sicaklik ile artmasina ragmen bazi turlerde belirgin bir
sekilde azalma gorilebilir. Uretimlerde mikroalglerin cogu 16-27°C arasindaki
sicakligi tolere edebilmektedir. 16°C’den dusuk sicakliklar Gremeyi yavaglatir
ve 35°C’den yuksek sicakliklar genellikle olduricu etki gostermektedir. Hucre
boyutu minimum, karbon ile azot kullanim verimliligi optimum sicaklikta
artarken, optimum olmayan sicakliklarda azalir. Sicaklik degismesi ile birlikte
lipit zar icindeki yag asitlerin seviyesinde de degisim oldukga sik gorulur. Alg
Uretiminde optimum sicakhgin Uzerindeki bir artis protein sentezini azaltir ve
dolayisiyla algin blyume hizi yavaslar. Sicaklik ayni zamanda alg
hlcresindeki nisasta icerigine de etki etmektedir ve nisastanin bozulmasina

yol agmaktadir (Juneja vd., 2013).

Sicakligin membran lipit igerigine etkisinin incelendigi bir c¢alismada;
Sicakhgin distsli membran sistemindeki yaglarin doymamislik derecesini

arttirdigi gézlemlenmistir (Richmond, 2004).

1.5. lIsik

Isik, alglerin biylime evresinde kullandiklari bir enerji kaynagi ve organik
bilesikleri; ozellikle sekerleri karbon dioksite donustirmek igin kullandiklar bir
enerji taradar. Bu yuzden isik alglerin buyumesinde onemli bir etkendir. Isik
yodunlugunun artmasi ile fotosentetik organizmalarin blyime hizlari da
artmaktadir, ancak belli bir noktadan sonra doygunluk seviyesine ulasilir. Bu
noktadan itibaren hucreler Urettikleri enerjiyi 1sI olarak agiga cikartir. Yuksek
Isik seviyelerinin devam etmesi durumunda ise organizmanin dengesi

bozularak uretilen yuksek miktarda enerji nedeniyle inhibisyon meydana gelir



ve bu fotoinhibisyon durumunda organizmada geri donulmez zararlar
olugabilir. Dusuk 1sik yogunlugunda, yosunlarda ekstraselller polisakarit
iceriginde artis saglandigi ve daha yuksek protein icerigiyle sonuglandigi
g6zlenmistir (Juneja vd., 2013). Bir¢cok fotosentetik mikroorganizmanin
doygunluga ulastigi aydinlatma diizeyi yaklasik 200 umol-m?%s™ oldugu
gozlemlenmigtir (Sharma vd., 2012).

1.6. pH

Mikroalglerin Uretimine etki eden diger bir parametre ise pH'dir. Spesifik
olarak her tur belirli bir pH araliginda Ureyebilir. 7 ie 9 arah@r alglerin
uremeleri icin uygun pH degeridir. Uygun pH degerinin olmamasi, ortamdaki
alglerin hicrelerinin pargalanarak 6lmesine neden olur. KontrollU sistemler ile
calisiimasi durumunda gerekli asit ve baz ilaveleri ile pH istenen aralikta
tutulabilmektedir. pH; besin alimi ile dogrudan iligkilidir. pH yukselmesi
karbondioksit ve nitrat aliminda, pH dusislt amonyak aliminda olmaktadir
(Rashid vd., 2013). pH 10-11’in Gzerinde oldugunda mikroalglerin geligimi
inhibe olmaktadir. Ancak, bazi turler asidik veya alkali sartlarda optimum
gelisim gosterebilirler. Ornegin, C. Littorale nin optimum pH degeri 4,
Spirulina platensis tirinin pH degeri 9 olarak gézlemlenmistir (Zeng vd.,
2011).

1.7. Tuzluluk

Tuzluluk (NaCl) konsantrasyonu; alg htcrelerinin biyokimyasal yapisini
etkileyen énemli faktérlerden biridir. Dogal yasamlarindan daha tuzlu ya da
tuz oraninin az oldugu ortama alinan alglerin buyume hizi ve bilegiminin

degistigi gozlemlenmistir. Tuz stresi altindaki alglerin lipid igeriginin arttigi

gorulmustar (Zhila vd., 2011; Fabregas vd., 1984). Ayrica yapilan baska bir
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calismada, Dunaliella sp. tdrunun vyetigtirildigi ortamdaki NaCl
konsantrasyonu 0,4 M'dan 4 M’a artirildiginda, doymus ve doymamis yag
asitlerinde bir artis oldugu tespit edilmigtir (Xu ve Beardall, 1997). Yapilan
bagka bir ¢calismada Dunaliella tertiolecta turianin NaCl konsantrasyonu 0,5
M’dan 1,0 M’a ¢ikarildiginda lipitlerin %60’tan %67’ye yukseldigi ve trigliserid
konsantrasyonlarin %40’tan %56’ya ¢iktigi gozlenmistir (Takagi ve Yoshida,
2006).

1.8. Besinler

Mikroalglerin fototrofik Uremede gerekli olan besinler; vitaminler, makro ve
mikro elementlerdir. Yapilan bazi ¢alismalarda Alglerde en az 56 elementin
var oldugu saptanmistir. Bu elementlerden bazilari Azot (N), Fosfor (P),
kobalt (Co), Potasyum (K), nikel (Ni), Kukurt (S), Sodyum (Na), Magnezyum
(Mg) ve Kalsiyum (Ca) gibi elementlerdir. Bu elementler alg fizyolojisinin
temelini olusurur ve metabolik faaliyetler icin gereklidir. Azot aclhidina maruz
birakilmis bazi mikroalgal hicrelerinin nétral yaglari daha fazla urettigi, buna
karsit olarak buyume ortaminda azot bulunan hucrelerin ise polar yaglari
daha fazla Urettigi goézlemlenmistir (Becker, 1995; Jayasankar ve Polywal,
2000; Sukatar, 2002; Richmond, 2004). Azot, alglerde butlin yapisal ve
islevsel proteinlerin temel bilesenini olusturur, kuru agirhiginin %7-20’sini
olusturur, ayrica nikleik asit ve proteinlerin olusumunda goérev alan temel
elementtir (Hu., 2008).

1.9. Havalandirma/Karigtirma

Karistirma, alglerin sedimentasyonunu onler. Kulturlerde sicaklik, 1sik gibi
parametrelerin ortamda optimum seviyelerde tutulmasinda ve hicrelerin

homojen olak dagilmasinda onemli rol oynar. Boylece isil tabakalar 6nlenmig
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olur ve kultur ortami ile hava arasindaki gaz transferinin duzeni saglanmis
olur. Karistirma, kultar sisteminin buayuklugune bagl olarak; gunlik ve elle
(tipler ve erlenler igin), havalandirma ile (torbalar, tanklar vb.), carkli pedallar

ve pompalar (havuzlar ) ile gerceklestirilir (Becker, 1995; Coutteau, 1996).

1.10. Mikroalglerin Kullanim Alanlari

Mikro ve Makroalglerin kullanim alanlariyla alakali ¢alismalar ¢ok dncelere
dayanmaktadir. Kral Shen Nung M.O. 2700 yillarinda, algleri ilk olarak
kullanan kisi olarak bilinir. M.S. algler, tip alaninda yodun olarak
kullanilmigtir. Cin, Japonya ve Kore’de besin maddesi olarak kullanimi
oldukga yaygindir. Roma imparatorlugunda Virjil ve Heros ddneminde
Alglerin kozmetik sanayinde kullanimi ve renk maddesi olarak kullanimindan
faydalanilmigtir. Uzak doguda, gubre yapimi aglerin en eski kullanim
alanlarindandir. Ayrica agar, carragenan ve alginat gibi maddeler alglerden

elde edilen diger 6nemli maddelerin basinda gelmektedir (Cirik, 1981).

Mikro ve makroalgler canlilar tarafindan dogrudan kullanimiyla bilinip dnemli
besin kaynagini olusturular. Simdiki ddnemde insanlar tarafindan tuketilen ve
oldukga begenilen ¢ok sayida Cyanophyta tart bulunmaktadir. 1965 yilinda
Cad Golinde yasayan Spirulina’nin yani sira insanlar tarafindan oldukga
begeniyle tlketilen Prasiola japonica, Nostoc pruniforme, Nostoc
verrucosum, Phylloderma sacrum, Oodegonium, Spirogyra, Prasiola

juannica, Nostoc commune turleride mevcuttur (Gokpinar, 1991).

Dogal olarak toplanabilen alglerin, kulturleri yapilmakta ve denizlerde de
karalar gibi ekilip bigilmektedir (Atay, 1984; Zaccaro vd., 1999; Ordog, 1999).

Mikroalgler tatli su, deniz ve karasal ortamda yasayabilirler (Issa vd., 2007).
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Makroalglerde iyot, brom, organik asitler, monosakkaritler, polisakkaritler,
agar, alginik asit, steroller, proteinler ve vitaminler icermektedirler (Atay,
1984; Zaccaro vd., 1999; Ordog, 1999). Mikroalgler bitkilerin gelismesine etki
eden oksinler, seker, aminoasitler ve bazI vitaminler igerisinde
barindirmaktadir ve topragin yapisini, gegirgenligini, su tutma kapasitesini
gelistirip, toprak partikullerini ve toprak agregasyonunu arttiran kompleks

organik karbon bilesenleri icermektedir (Shariatmadari vd., 2011).

Alglerin bir diger kullanim alani deri sanayisidir. Boya sanayisinde kullanilan
algler ise emdllsiyonu sabitlestirmek ve fazla akiciigi engellemek,
pigmentlerin zarar gérmesini 6nlemek igin kullanilir. Algler ¢ézicu ve boya
zenginlestirici olarakra kullanilir. Tekstil sanayisinde kullanilan alglerden
pusklirtme yontemiyle ipege benzeyen yapay iplik Uretimi icin kullanilirlar.
Toksik madde igermediginden ve yan etkisinin bulunmamasindan kaynakl
olarak algler kozmetik sanayisinde bir¢cok Uranun kullanim igeriginde yerini
almigtir. Losyonlar, cilt temizleme maddeleri, sa¢ spreyi, cilt bakim maskeleri,
organik boyalar, cilt kremlerinde 6énemli ana madde olarak kullanilirlar (Banat
vd., 1996; Robinson vd., 2001; Rao vd., 2011; Kim ve Pangestuti, 2017).

Alglerin alkol sanayisinde kullanimi bira ve sarap berraklastiricihgidir.
Kokteyllerin ¢okmesini engellemek amaci ile stabilizator olarak kullanilirlar.
ilac sanayisinde alglerden sik¢a faydalanilir. Mum ve yaglarin c¢ozeltilerine
akicilik kazandirmak igin; ila¢ tabletlerinde ise ayristirma maddesi, dolgu
maddesi olarak ve tabletlerin Uzerine kaplama maddesi olarak kullanilir.
Bilinen bir diger kullanimi; hormon, vitamin, antibiyotik gibi maddelerin
yapimidir (Senthil vd., 2012).

Kagit sanayisinde kullanilan algler parsomen kagidi Uretiminde kullanilir.
Ayrica cilalama igleminde, su sizdirma ve murekkep dagilimini énlemede,
dolgu materyali olarak kullanimida yaygindir. Dogal kauguga ilave edilerek,

kaugcugun yumusaklik ve akicilik kazanmasini saglarlar. Bu nedenle kauguk
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sanayisinde de kullanim alanlari mevcuttur (Tarlan ve Dilek, 2002; Cardozo
vd., 2007; Senthil vd., 2012).

Mikroalgler zengin yag iceriginden dolayi cesitli yenilenebilir biyoyakit eldesi
olarak kullanilirlar. Algal biyokutlenin anaerobik sindirilmesi sonucu uretilen
metan gazi, mikroalgal yagdan turevlenen biyodizel ve fotobiyolojik olarak
uretilen biyohidrojen bunlardan bazilaridir. Yakit kaynadi olarak kullanilan
mikroaglerin kullanimi eskilere dayanmaktadir, fakat yeni donemde petrol
fiyatlarindaki artis ve kiresel isinma sorunlari nedeniyle Uretimi daha yaygin
hale gelmis ve kurtarici rol oynadigi dustunulmustir (Chisti, 2007; Carioca
vd., 2009).

Mikroalglerden uretilen dogal yag (lipid) formunun, biyodizel dretimi icin
uygun yapida olusu, mikroalgleri biyodizel Uretimde ayricalikli bir yere
koymustur. Mikroalglerin yuksek lipid i¢eriginden dolayi biyoyakit Gretiminde
kullanilmasi alglerin en umut verici grubu halini almistir (Brennan ve
Owende, 2010).

Mikroalgler, icerdikleri ¢coklu doymamis yag asitleri sayesinde (PUFA) cesitli
hastaliklarin tedavisinde kullaniimaktadir. Coklu doymamis yag asitlerinden
(PUFA) n-3 PUFA’lardan olan eikosapentaeonik asit (EPA), a-linolenik ait
(ALA), dokosapentaenoik asit (DPA) ve dokosaheksaenoik asit (DHA) ;
astim, kanser, tip-2 diyabet, cilt hastaliklari ve kalp damar hastaliklari gibi

hastaliklarin tedavisinde kullaniimaktadir (Priyadarshani ve Rath, 2012).

Alginat tlrevleri ve alginik asit, kahverengi alglerin hucre duvarlarindan extre
edilen bir karbonhidrattir. Bu madde kozmetik, mayalama, tekstil, boya
endustrilerinde, tipta ise koagulasyon olarak kullaniimaktadir. Ayrica
onceden hazirlanmis yiyeceklerin paketlenmesi, kabizligin tedavisi, kozmetik,

deri, tekstil ve kagit endustrilerinde kullaniimaktadir (Sharma, 2007).
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Diatomite, mikroskobik boyutlardaki bir alg turunun fosillesmesi sonucu
meydana gelir ve diatomlarin hicre duvari olusturur. Diatom kabuklarinin Ust
Uste birikmesiyle de genis ylzey alanlari olugur. Diatomite'ler bira sanayisi,
Isi yahtimi, seker rafinerisi, temizleme sanayi, cam bardak fabrikalarinda
kullanilirlar (Sharma, 2007).

1.11. Lipidler

Yapilarinda énemli miktarda nonpolar hidrokarbon zinciri bulunan, amfipatik
Ozellige sahip, yag asitleri ve yagd asiti tlrevleri ile biyosentetik veya
fonksiyonel olarak iligskilendirilen maddelere ‘Lipid’ adi1 verilmektedir. Lipidler
suda erimeyen, kloroform, eter, benzin, petrol gibi organik solventlerde eriyen

heterojenik yapil bilesiklerdir (McMurry, 1984).

Cizelge 1.3. Lipidlerin siniflandiriimasi (Ratledge ve Wilkinson, 1988)

LIPIDLERIN SINIFLANDIRILMASI

YA ASITLERIVETUREVLERI  TRIACILGLISEROLLER FOSFOLIPIDLER ~ GLIKOLIPIDLER ~ IZOPIREN TUREVI LIPIDLER

(NOTRAL YAGLAR VE TRIGLISERIDLER) ‘ ( STEROIDLER VE KARETONOIDLER |
1) GLISEROFOSFOLIPIDLER 1) SEREBROZIDLER

(FOSFOAGILGLISEROLLER)  2) GANGLIOZIDLER
ve
(FOSFOGLISERIDLER)

2) SFINGOFOSFOLIPIDLER
(SFINGOMIYELINLER)

Lipidler karbon (C) ve hidrojen (H) atomlarindan olusur, oksijen (O) ise

bazilarinda eser miktarda, bazilarinda ise hi¢ bulunmamaktadir. Bazi
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lipidlerin yapilarinda fosfor (P), azot (N) ve kukurt (S) atomlarida bulunabilir.
Basit, bilesik ve turev lipidler seklinde 3 sinifa ayirmak muamkindur. Basit
yapili lipidler triagilgliseroller, yapisinda seker, fosfat ve sulfat gibi maddeler
barindiranlar bilesik lipidler, yag steroller, mono ve digliseridler gibi lipidlerin

yapisinda yer alan maddelere turev lipidler denir (Yenson, 1984).

1.12. Yag asitleri

Yag asitleri yaglarin temel bilesenini olustururlar. Genellikle c¢ift sayida
karbon iceren, diz zincirli, farkli zincir uzunluguna sahip, alifatik ve
monobazik organik asitlerdir. Yag asitlerinin genel formulit CHsz (CHy)n
COOH olarak yazilir. Yag asitleri kisa, orta, uzun zincirli veya doymus - tekli,
ciftli ile coklu doymamis yag asitleri olarak bilinir (Karaca ve Aytag, 2007).
Yag Asitleri, doymus yag asitleri ve doymamis yag asitleri seklinde ikiye

ayrilr;

1.13. Doymus Yag Asitleri

Doymus yag asitleri genellikle ¢ift sayida karbon atomlarindan olusan ve
yapisinda hi¢ ¢ift bad icermeyen organik asitlerdir. Laurik asit (C12:0),
miristik asit (C14:0), palmitik asit (C16:0), stearik asit (C18:0), arasidik asit
(C20:0) ve behenik asit (C22:0) bitkisel yaglarda bulunan en énemli doymus
yag asitleridir. Doku ve hicrelerden dogal olarak elde edilen yagd asitlerinin

sayisi 70'i asmaktadir (Karaca ve Aytag, 2007).
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Bazi 6nemli doymus yag asitleri;

ADI YAPISI ERIME NOKTASI
Laurik Asit CH3(CH2)10COOH 44

Miristik Asit CHs(CH,)12COOH 54
Palmitik ~ Asit CH3(CH»)14COOH 63

Stearik Asit  CH3(CH2)15COOH 70
Arakidik ~ Asit CHs(CH,)18COOH 75
Behenik Asit  CH3(CH2)20COOH 80
Lignoserik  Asit CH3(CH2)22 COOH 84

Butirik Asit CH3;CH,CH,COOH -

Serebronik Asit CH3(CH2)21CHCOOH alfa-hidroksi yag asidi

Doymus yag asitleri ¢ift sayida karbon atomlarindan olusur. Fakat yapisinda
hi¢ cift bag yoktur ve insan vicudunda, karbonhidrat metabolizmasi ile
olusan molekullerden sentezlenebilmektedir. Miristik asit (C14:0), stearik asit
(C18:0), stearik asit (C18:0), laurik asit (C12:0), palmitik asit (C16:0), behenik
asit (C22:0) ,arasidik asit (C20:0) bitkisel yaglarda bulunan énemli doymus
yag asitlerindendir (Karaca ve Aytag, 2007).
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1.14. Doymamis Yag Asitleri

Doymamis yag asitlerinin formalt CnH2n+1-MCOOH tir. Zincir Uzerinde en
az bir ¢ift bag icerir. Doymamis yag asitlerinde ¢ift baglar hemen hemen
daima cis konfigirasyonundadir. Yapilarindaki ¢ift baglar nedeniyle,
doymamis yag asitleri doymus yag asitlerine gore daha reaktiftirler (Nas vd.,
2001). Citf bag sayisi arttikga reaktiflik artmaktadir. Doymamis yag asidi olan
Palmitoleik asit, deniz hayvanlari yaglar igin karakteristik bir bilesen oldugu
halde, oleik asit tim dogal yaglarin yapisinda bulunur. Bu iki yadlar
monoenoik yag asitleri olarak adlandiriir. Coklu doymamig yag asitleri
beslenmede F vitamini olarakta bilinir (Karaca ve Aytag, 2007). Birden fazla
cift bag iceren yag asitleri sirasi ile giftli doymamis, tg¢li doymamis ve ¢oklu
doymamis (poliansatire, PUFA) yag asitleri ya da polienoik yag asitleri

olarak isimlendirilmektedir (Nas vd., 2001).

Bazi 6nemli doymamis yag asitleri;

ADI YAPISI ERIME NOKTASI
Oleik Asit CH3(CH,)7CH=CH(CH,)7COOH 13
Vaksenik Asit CH3(CH,)5CH=CH(CH,)9COOH 44
Linoleik Asit CH3(CH,)4(CH=CHCH,)2(CH)6COOH -5
Linolenik Asit CH3CH,(CH=CHCH,)3(CH)6COOH -10
Arakidonik asit CHs(CH,)4(CH=CH,)4(CH3)2COOH -50
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1.15. Triagilgliseroller: (Notral Yaglar)

Notral yaglar Mono, Di veya Triagilgliseroller olarak isimlendirilirler. 3 molekul
yag asidinin gliserol ile yaptigi esterlerdir. Yag asitlerinin ana depo seklidir.
Ayrica nonpolar ve hidrofobik molekdllerdir. Onceden nétral yaglara, sadece
trigliseridler denirdi, simdi ise, mono ve digliseridler de nétral yaglar olarak
kabul edilmektedir. Gliserolin bir yad asidiyle esterlesmesine
monoagilgliserol, iki yag asidi ile esterlesmesine diacilgliserol, U¢ yag asidi ile
esterlesmesinede triagilgliserol meydana gelir (Ornegin tristearin veya
tripalmitinde oldugu gibi). Kisaca, bir alkol olan gliserolin yag asidi
esterlerine, nétral yaglar denir. Notral yaglar bitkisel ve hayvansal hicrelerin
baslica depo yadlaridir. Total lipidin 6nemli bir kismi ¢cogu kez triagilgliserol
(TAG) igeren nétral lipidlerdir (Tonon vd., 2002). Ozellikle omurgalilarin yag
depolari, notral yaglardan olusmaktadir. Birden fazla degisik cinsten yag asidi
ihtiva eden notral yaglara ise miks triagilgliseroller (6rnegin oleodi-stearin)
denilir. Nétral yaglarin yapisinda yer alan yag asitlerinin zincir uzunluklari ne
kadar kisa ise bu yaglarin erime noktalari o derece dusuktir, ayni zamanda
besin degerleri de o derece buyuktur. Bitkilerde bulunan yag asitlerinin zincir
uzunluklari ve doymamiglik dereceleri farklilik gosterir, oda sicakhginda (25°

C) sivi halde bulunur.

1.16. Algal Yaglar

Yagdlar ve yag asitleri, tum bitki hucrelerinin bilesenleridir Algal yaglar karbon
sayllari 12 ile 22 arasinda degisen yag asitlerinin gliserol, sekerler ve bazlar
ile birlesimi seklindedir. Membranda, metabolit olarak, depo maddesi olarak
ve enerji kaynagi olarak kullanilirlar. Mikroalgler tarafindan uretilen lipidler,
depo lipidler (non-polar lipidler) ve yapisal lipidler (polar lipidler) olmak Uzere
iki kategoride gruplandirilabilir. Depo lipidleri cogunlukla doymus yag asitleri
ve bazi doymamis yag asitlerinden olusan Triagilgliserol (TAG) formundadir.
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Bu lipidler transesterifikasyon ile biyodizel ve gliserol eldesinde
kullanilabilirler. Yaglar polaritelerine goére gruplandirilabilirler Mikroalglerin
yag icerigi kuru agirlikca %1 ile %40 arasinda degismektedir ve hatta belirli
kosullar saglandiginda bu oran %80’lere ulagsmaktadir. Algal yaglar doymus
veya doymamis olabilirler. Okaryotik algler agirlikli olarak doymus ve tekli
doymus yag asitleri, filamentdéz siyanobakteriler c¢oklu doymamis yag
asitlerini icerir. Trigliseritler ise en yaygin depo yadlaridir ve toplam yag
fraksiyonunun %80’ine varan oranlarda bulunur. Diger temel algal yadlar;
sulfokinovozil digliserit, mono ve digalaktozil digliserit, lesitin, fosfatidil gliserol
ve inositoldur. Yaglar, yagi ¢ozen eter, petrol eteri, kloroform gibi bazi
organik ¢ozuculer ile ekstrakte edilir. Bu sekilde ekstrakte edilmis yagdlara
“toplam yag” denir (Sharma vd., 2012; Richmond, 2004).

Besinsel ve cevresel faktorler, yag asitlerinin toplam miktarini ve
kompozisyonunu etkilemektedir. Bundan baska sicaklik, aydinlanma gibi i¢
ve dis kosullar yag sentezini etkilemektedir. Azot kitligina maruz kalan
alglerde yag iceriginde artis gorllmustir. Stres sartlarina maruz birakilan
cogu turde nétral lipidler TAG seklinde sentezlenirler (Miao ve Wu, 2006; Hu
vd., 2008). Azot ve fosfor acgligi, i1sik stresi, pH, sicaklik, agir metal ve diger
kimyasallarin uygulanmasi ile mikroalglerde lipid igeriginin artiriimasina
yonelik gerceklestirilen besin stresi yontemleri Uzerine ¢ok sayida
arastirmalar bulunmaktadir (Sharma vd., 2012). Dunaliella sp. ve Tetraselmis
suecica gibi tirlerde ise azot kithiginda yag icerigi artmak yerine azalmis,
karbonhidrat icerigi artmistir. Azottan bagka, diger besinsel kithklar da yag
icerigini arttirici bulunmustur (Makulla, 2000; Richmond, 2004).
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Cizelge 1.4. Bazi mikroalglerin biyokimyasal kompozisyonlari (Makulla,

2000; Richmond, 2004)

TOPLAM NOTRAL ctikoLipit | FosFoLipit | HibrokarBON
ALGAL SINIF pory | paore | SRR | Senig | ek
AGIRLIK AGIRLIK
Cyanophyceae 2-23 11-68 12-41 16-50 0,005-0,6
Chrysophyceae 12-72
Crytophyceae 3-17 0,0035
Xanthophyceae 6-16 44 17 39 28
Rhodophyceae 41-58 42-59
Dinophyceae 5-36 0,004-0,2
Bacillariophyceae 1-39 14-60 13-44 10-47 0,2-0,7
Chlorophyceae 1-70 21-66 6-62 17-53 0,03-1,0
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kiiltur Ortamlan

Yapilan bu calismada Scenedesmus intermedius ve Scenedesmus
planctonius tarlerini yetistirmek Uzere Bold’s Basal Medium (BBM) besiyeri
kullanilmigtir. Genel besi yeri ve element manipulasyonunun oldugu besi
yerlerine ait ortam icerisindeki kimyasal maddeler ve oranlar Cizelge.1 de

verilmigtir.

Gizelge 2.1. Besi Yerlerine Ait Ortam igerisindeki Kimyasal Maddeler ve

Oranlari
MAKROELEMENTLER 60ML ALKALIN EDTA SOLUSYONU 1ML
NaNO; EDTA 0,025 g/ 0,5ml
CaCL,2H,0 0,025¢g/10ml KOH 0,016 g/ 0,5ml
MgS0,7H,0 0,075g/10ml ASITLI DEMIR SOLUSYONU 1ML
K>HPO, 0,075g/10ml FeS0O,7H,0 0,005g/1ml
KH,PO, 0,175g/10ml H,SO, Iml
NaCL 0,025¢g/10ml BORON SOLUSYONU 1ML
H;BO3 0,014g/10ml MoO; 0,071g/100ml
TRACE SOLUSYONU 1ML CuS0,5H,0 0,157g/100ml
ZnS0O,7H,0O | 0,082g/100ml Co(NOs),6H,0 0,0499g/100m|

*936 ml distile suya her solisyondan yukarida yazili kadar eklenerek llitreye

tamamlanmistir.
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2.2. Kiiltir Uretim Sistemleri

Kaltart yapilan alg turlerinin besiyerleri 20 litrelik cam damacanalar igerisine
besi yerleri hazirlanmisg ve otoklavlanmigtir. Hava girisi saglama ve 6rnek
alma amaciyla 0,7 x 250 mm ve 0,7 x 400 mm’ lik, hava ¢ikisini saglamak
icin ise, 0,7 x 80 mm’lik iki adet cam boru eklenerek kultur kontaminasyonunu

onlemek icin uglarina 0,2 ym’lik PTFE filtreler takilmistir.

) HAVA CIKISI

» ORNEK ALMA

\, P HAVAGIRISI =

Sekil 2.2. Kiltdrlerde kullanilan fotobiyoreaktor fotografi
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Sekil 2.3. Deneylerde kullanilan agi kalttr ornekleri

2.3. Stok Kiiltiir Hazirlanmasi

Stok kulttrleri hazirlamak amaciyla Kirikkale bdlgesinde bulunan Kizilirmak
nehrinden 5 litre su 6rneg@i alinmig ve 5000 rpm’de 15 dk santriflj edilmistir.
Daha sonra, slUpernatan kismi dokulerek pellet kismi 1ml gdlet suyu ile
karistirilarak stuspansiyon elde edilmigtir. Literatirde yaygin olarak kullanilan
BBM besiyerlerine steril edilmis 6ze yardimiyla bu suspansiyondan alinarak
petrilerde (plak) hazirlanan kati besi ortamina cizgi ekim metoduyla ekim
gerceklestiriimistir. Etrafl hava almayacak sekilde parafilmle kapatilan petriler
ekim odasinda uygun sicaklik (25°C) ve yeterli 1sik altinda (90 pymol/m?sn™)
30 cm mesafeden cift tarafli florasan lambalarla, 16 saat aydinlik 8 saat
karanlik olacak sekilde aydinlatilma yapilmistir. Bu iglemler monoalgal ve
aksenik koloniler elde edilinceye kadar devam ettirilmigtir. Sonrasinda elde

edilen turler otoklavlanarak steril edilmig, agizlari pamuk ve aliminyum folyo
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ile kapatilan 250 ml’lik Erlenmayerlerde hazirlanan sivi besi yerlerine(BBM)

aktarilarak deneylerde kullanilacak agi kulturleri elde edilmigtir.

Cizelge 2.2. Besin maniplasyonlari semasi

S.intermedius N- S.planctonicus

5xN

Belirtilen tim o6lgimler inkibasyonun 16.guntinde o6rneklenen mikroalgler
kullanilarak yapilmistir. Tum deneysel olgumler iki biyolojik tekrar grubu

kullanilarak alinmistir.

Yapilan délgumler azot (N) elementlerinin hi¢ bulunmadigi ve N elementlerinin
ortamda 5x konsantrasyonunda bulundugu durumlarda mikroalglerin lipid
iceriklerinin en uygun duzeyde artmig oldugu belirlenmistir. Burada
mikroalglerin bélinme hizlarindaki disuis ile nétral lipid ve TAG igeriklerindeki

artis degerleri 0zellikle dikkate alinarak bu secim yapilmistir.

2.4. Ekimi Yapilan Tiirlerin OD-750nm Olgiimleri

Alglerin boélinme zamanlari/blyime hizlarinin belilenmesi amaci ile
orneklenen mikroalglerin spektrofotometrede 750 nm dalga boyunda

absorbanslari dlgulerek kaydedilmigtir. 16 gun inkUbasyona birakilan
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alglerden giinlik 1 ml sivi alg kullanilmigtir. Olgiimler sirasinda BBM kor

olarak kullaniimistir.

2.5. Ekimi Yapilan Tiirlerin Hasat igslemi

Durgun faz durumuna gelen numuneler 5000 rpm’de 15 dakika santrifdj
edilmistir. Elde edilen ¢okunti kisim 1,33 Pa altinda -83°C’de 48 saat
boyunca liyofilize edilmistir. Daha sonra deneylerde kullaniimak Uzere -
80°C’de saklanmistir (Richmond, 2004).

2.6. Igsik mikroskopisi

Istk mikroskopisi Olcumleri icin erlenlerin herbirinden eppendorf tlplerine
belirli bir miktar érnek alinip %5 hacimde lugolle hicreler sabitlestiriimis,
inceleme icin 20ul alg 6rnedi alinarak hazirlanan gegcici preparatlardaki

mikroalgler x40’lik objektifte gorintilenmis ve fotograflari gekilmistir.

2.7. Toplam Notral Lipid Tayini

Mikroalglerde toplam nétral lipid igeriginin miktarsal olarak belirlenmesi igin
750 nm dalga boyunda tum numunelerin absorbansi 0,2 olacak sekilde
hacimlendi. 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 inklibe edildi. Daha sonra, 5000rpm’de 3dk santrifij edildi.
SlUpernatan kismi atildi ve Orneklerin her biri BBM mediumla yikanip
vortekslendi. Nile red ile boyanan orneklerin her biri 490 nm eksitasyon ve

585 nm emisyon dederleri kullanilarak floresans 06zelligi bulunan
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spektrofotometre cihazi ile absorbans degerlerine bakilarak lipid i¢eriklerinde

meydana gelen degisiklikler tayin edildi (Fedorov vd. 2005).

2.8. TAG Konsantrasyonlarindaki Degisimler: FTIR analizi

FTIR, molekullerdeki gesitli baglarin titresim frekanslarini dlger ve kizil otesi
(IR) radyasyonun absorbsiyonu ile molekuldeki fonksiyonel gruplar hakkinda
bilgi verir. Bu arastirmada, FTIR o6lgumu Dean vd. (2010), tarafindan tarif
edildigi sekilde yapilmistir.

FTIR 6lgima icin deney suresince 14N elementinin hi¢ bulunmadigl veya 5x
konsantrasyonda bulundugu ortamlarda inkibasyona birakilan ve
inkibasyonun 16. guninde oOrneklenen mikroalglerin yogunluklari 750 nm
dalga boyunda verdikleri absorbans degerlerine bakilarak absorbans degeri
0,2'den duslk olanlardan daha fazla (1 mI’nin Uzerinde) ve 0,2’den yuksek
olanlardan daha dusik (1 mlI’nin altinda) hacimde olacak sekilde esitlendi.
Esit yogunlukta alinan mikroalgler 3 kez 4°C’ de ve 5000 rpm devir hizinda
3dk boyunca santrifljlendi ve sUpernatan atilarak yikama gerceklestirildi.
Daha sonra 45°C'ye ayarlanmis vakumlu inkiibatorde mikroalglerin
bulunduklari ependoflardaki su tamamen buharlasincaya kadar inkibe edildi
ve FTIR cihazina yerlestirildi. Cihaza yerlestirilen érneklerden 500-3500 cm™
aras| absorbans olcumu ile elde edilen degerler toplandi. Her bir 6rnegin
Olgumu icin 32 tarama ortalamasi kullanildi Mikroalglerdeki triagilgliserol
(1744cm™) konsantrasyonlarinda meydana gelen degisiklikler tespit edilmistir
(Movasaghi vd., 2008).
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2.9. FAME Uzerindeki Degisimler: GC-FID analizi

Element manipulasyonlarina cevapta mikroalglerin yag asidi profillerinde
meydana gelen degisimin belirlenmesi igin FAMEs analizi gergeklestirilmistir.
Yag asitlerinin ekstraksiyonu, metillestiriimesi ve analizi i¢cin Xu vd. (2010),

tarafindan onerilen yontem modifiye edilerek uygulanmigtir.

e Buyume ortamindan surekli c¢Okturerek saglanan vyaklasik 0,1 g
mikroalg eppendorf tlplerine alinmig, saf su ile 3 kez yikandiktan
sonra Uzerine 300 pl ekstraksiyon sollisyonu (metanol igerisinde
hazirlanmis %2’lik H,SO,4 ¢dzeltisi) ilave edilmigtir.

e Ornekler 2 saat boyunca 80 °C sicaklikta sonikatdrde bekletiimistir.

e inkiibasyon sonrasinda érnekler 10 dk oda sartlarinda bekletiimis ve
sicakhgin dismesi saglanmistir.

e Eppendorf tlplerinin igerisine 300 pl %0,9 konsantrasyonda NaCl ve
300 ul hekzan ilave edilmigtir.

e Metanolde bulunan lipidlerin hekzan fazina gegmesi i¢in 6rnekler 1 dk
boyunca vortekslenmigtir.

e Daha sonra o6rnekler 3 dk boyunca 5000 rpm devir hizinda
santrifijlenmistir.

e Son olarak ustteki hekzan tabakasindan 300 ul 6rnek alinarak GC-FID
tiplerine aktarilmistir. GC-FID cihazinda analiz yapilmistir. Olgim igin
cihaza 130°C baslangi¢ sicaklik, 240°C ye kadar her 5°C de 5 dk
beklenmesi talimati islenmistir.

e Olglim sonucunda elde edilen pikler analiz edilerek alan hesaplamasi
yapilmig ve belirlenen metil esterlerin ylUzdeleri oransal olarak

sunulmustur.
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2.10. Notral Lipid Degisimleri: Flow Sitometre Analizi

Notral lipid miktarindaki degisimi gézlemlemek icin lipid bagimli floresani (nile

red floresans) takip etmek amaciyla Flow Sitometre cihazi kullanilmigtir.

Numuneler, 1,0 ve 1,2 arasinda bir PPUI (hicre yogunlugu) karsilamak Uzere
seyreltildi ve daha sonra %0,35 etanol i¢inde seyreltiimis 0,4 pg Nil Red
kullanilarak notral lipitler igcin boyandi. 5 dakikalik karanlk inkibasyondan
sonra, ornekler asagidaki ayarlar kullanilarak FlowCAM calistirilmigtir 20x
optik bayltme ve Tetikleyici-modeon, Kanal 1’in floresansi (otofloresans, 650
nm uzun gecis filtresi) kanal 2 (BODIPYS505 / 515, 525/30 nm filtresi) esas

alinarak hazirlanmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARIVE TARTISMA

Bu galismada, ortam Azot (N) elementi konsantrasyonlarinda meydana gelen
degisimlerin S.intermedius ve S.planctonicus’'un nétral lipid igerigi ve ilgili
parametreler Uzerine olan etkilerini gdsteren bulgular, sekiller ve gizelgelerle

ayrintih olarak sunulmustur.

3.1. Alg Tiirlerinde Gruplara Gére Biiyiimenin incelenmesi

Mikroalglerin  lipid igeriginin  artinimasina  yonelik uygun  besin
manipulasyonlarinin belirlenmesi amaci ile dncelikle mikroalgler igerisinde, N
(azot) elementinin hi¢ bulunmadigi veya 5x konsantrasyonda bulunduklari
ortamlarda 16gun boyunca inklibasyona birakilmistir. 16 gun inkdbasyon
suresince orneklenen mikroalglerin bayume hizlari 750 nm dalga boyunda
absorbans degerleri olgulmustir. Buyume fazlan (Lag fazi-adaptasyon fazi,
Log fazi- logaritmik artis fazi, Durgunluk Fazi) bariz sekilde gorulmustur.
Yapilan c¢alismalarda mikroalglerin besin stresine cevapta mikroalglerin
blylUmelerinin baskilandigi gértulmustir (Young ve Beardall, 2003; Degrenne
vd., 2011).
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Sekil 3.1. S.intermedius ve S.planctonicus 16 gunlik optik yogunluk (OD;

750 nm) grafigi

Bu calismada buyume ile ilgili elde edilen sonuglara bakildiginda; aclik ve

tokluk grubunun kontrol grubuna goére buyumesi baskilanmig, daha duguk

dizeylerde buyume gosterdigi gdézlemlenmistir (Sekil.3.1).

Kontrol grubu; 0-0,9 arasinda artisg gosterirken aglik grubu 0-0,5, tokluk grubu

ise 0-0,2 arasinda artig gosterdigi gdozlemlenmistir (Sekil.3.1).
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Sekil 3.2. S.intermedius ve S.planctonicus kontrol grubu 16 gunluk

inkbasyon optik yogunlugu (OD) 750 nm
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Sekil 3.3. S.intermedius ve S.planctonicus aglik grubu 16 gunlik inkibasyon

optik yogunlugu (OD) 750 nm
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Sekil 3.4. S.intermedius ve S.planctonicus tokluk (5x) grubu 16 gunluk

inkbasyon optik yogunlugu (OD) 750 nm

Her iki tUr icin en dusuk bluylime degerleri tokluk deneylerinde gorulmustar.

Ustelik tokluktaki bu diisiik degerler S.intermedius tiir( icin S.planctonicus

tirine gore deney boyunca daima yaridan az olmustur (Sekil 3.4).

S.planctonicus tirG kontrol grubunda deney siresi boyunca daha fazla
buyume gosterdi. Bu durum aglik grubunda 11. ve 15. gunlerde, tokluk

grubunda ise deney siresi boyunca ve 2 katindan daha fazla buylime

gOstermistir.
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Sekil 3.5. S.intermedius ve S.planctonicus turlerinin Ortam element eksikligi
ve bollugu sartlarinda 16 gun inkiibe edilmis hlcrelerinin 1s1k mikroskopisi

gorantileri

Mikroalglerin lipid iceriginin artirrlmasina yonelik simdiye kadar c¢ok cesitli
stres uygulamalari gerceklestiriimistir. Bu amagla yapilan uygulamalar
sicaklik ve 1siIk stresi uygulamalari, makrobesin element stresi, ultraviyole
IsIn stresi, tuz stresi, pH ve agir metal stresi gibi uygulamalardir (Sharma vd.,
2012). Yapilan calismalarda azot kaynagi ve farkli konsantrasyonlarinin,
mikroalglerin  buyuUme ve biyokimyasal vyapilarinda etkili oldugu
g6zlemlenmistir (Brown vd., 1996; Gokpinar, 1991; Fidalgo vd., 1995;
Valenzuela-Espinoza vd., 1999; Xu vd., 2010) Isik, pH, sicaklik, besin
mikroalglerin buyumelerini etkileyen onemli parametrelerdendir. En uygun
buydme igin bu parametrelerin optimum seviyede olmasi gerekmektedir. Bu
parametreler sadece fotosentezi ve hlcresel verimliligi etkiiemekle kalmayip
ayni zamanda hucresel aktiviteyi, dolayisiyla hicresel kompozisyonu da
etkilerler (Richmond, 2004). Bu ylzden yag iceriginin maksimum oldugu

kosullar hucrenin buyumesi igin optimum olmayabilir.

Mikroalglerin  buyumelerinde baskilanmanin  ozellikle element acligi

uygulamalarinda farkh oranlarda baskilanmasi ilk olarak fotosentez hizinda

34



yavaglama ile basladi§i seklinde bir agiklama getirilebilir. Ornegin azot
achdinda mikroskobik goruntuler (Sekil.3.5) incelendiginde, mikroalglerin
yapilarinda bulundurduklari klorofil gérinumlerinin azot acliginda azaldigini
g6zlemlenebilir. Boylece calisilan element acliklarina cevapta mikroalglerin
hem buyumelerindeki baskilanma ve hem de lipid igerigindeki artisin kaynagi
fotosentez hizinda meydana gelen azalma oldugu sonucuna varilabilir
(Cakmak vd., 2014).

Azot fazlahigi bitkinin vejetatif gelisme peryodunu uzatmaktadir. Ayrica fazla
azot bitkilerin kirilmaya karsi direnglerini azaltirken, hasat zamaninin
gecikmesine de neden olmaktadir. BuylUme parametreleri incelendiginde,
bldylimenin en dusik seviyelerinin 5x azot igceren gruplarda olmasinin
nedenini azot fazlaliginin bitkiler igin stres kaynagr oldudu seklinde
aciklanabilir (Bolat ve Kara, 2017; Bosgelmez vd., 2001; Fageria ve Moreira,
2011).

3.2. Mikroalglerin Yag Asidi Profillerinde Meydana Gelen Degisimin

Belirlenmesi

Ortam element achigi ve tokluguna cevapta mikroalglerin igerdikleri doymus,
tekli doymamis ve coklu doymamig yag asidi oranlarinda meydana gelen
degisimler inkiibasyonun 16. giiniinde érneklenen mikroalgler kullanilarak

Olgum yapilmistir.
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Sekil 3.6. Ortam element acligi ve bolluguna cevapta mikroalglerin icerdikleri
doymus, tekli doymamig ve ¢oklu doymamig yag asidi oranlarinda meydana
gelen degisimler inkibasyonun 16. guninde o&rneklenen mikroalgler
kullanilarak élgim yapilmistir PUFA, Coklu doymamis yag asidi; MUFA, Tekli
doymamis yag asidi; SFA, Doymus yag asidi

Yapilan tim azot manipullasyonlarinda S.intermedius ve S.planctonicus’ta
SFA orani PUFA oranindan fazla bulunmustur. S.planctonicus’ta SFA
yaninda MUFA orani da yine PUFA’'dan fazla bulunmustur. Avrupa birligi EN
14214 standartlarina gore biyodizel amach kullanilan yaglardaki SFA ve
MUFA oranlarinin  toplaminin  %75’den yuksek olmasi gerektigini
belirtmektedir  (European standard EN 14214). Bu c¢alismada,
S.intermedius’ta SFA ve MUFA orani toplami kontrol grubunda yaklasik %97
iken acglik grubunda %90, tokluk grubunda ise %98, S.planctonicus’ta ise
kontrol grubunda %98 iken, ac¢lik grubunda %98, tokluk grubunda ise %96
dizeylerindedir (Cizelge.3.1).
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Sekil 3.7. S.intermedius ve S.planctonicus tirlerinin FAMEs igerigindeki

Linoleic Asit yuzdeleri

Dikkat cekilmesi gereken bir diger konu da biodizel numunelerinin igerdigi
linolenik asit miktaridir. Kullanilan yaga baglh olarak kosullardan neredeyse
bagimsiz bir gsekilde sabit kalan bu igerik, biyodizelin soguk akis ozellikleri
tizerinde son derece etkilidir (Akgiin ve iscan, 2007). Diger taraftan, bir coklu
doymamis yag asidi olan linolenik asitin (C18:3) biyodizel icin kullanilacak
olan FAMEs igerisindeki orani en fazla %12 olmalidir (European standard
EN14214). Bu calismada linolenik asit miktari her iki tirde de higbir zaman
%12 olmamigtir (Sekil.3.7).
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Sekil 3.8. S.intermedius ve S.planctonicus tirlerinin FAMEs igerigindeki
toplam PUFA yuzdeleri

Biyodizel icin kullanilacak olan FAMEs igerisindeki orani 4 veya daha fazla
doymamig karbon bagi bulunan PUFA’ larin oraninin ise %3’den az olmasi
gerekmektedir. (European standard EN 14214).Bu calismada PUFA
konsantrasyonlari aglik ve tokluk gruplarinda genellikle %3 olarak

g6zlemlenmistir. N-int ve 5x-plt bu siniri gok az miktarda agmigstir.(Sekil.3.8)
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Cizelge 3.1. Mikroalglerin FAMEs iceriklerinde meydana gelen miktarsal
degisimler

K-INT N-INT 5X-INT K-PLT N-PLT S5X-PLT

butyric acid SFA 1,34 0,00 5,35 0,76 0,00 0,33
caprylic acic SFA 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 9,93
capric acid SFA 0,14 12,04 7,82 0,00 0,56 1,67
undecanoic acid SFA 0,00 2,32 2,29 0,05 1,12 2,18
lauric acid SFA 2,39 2,45 2,27 0,00 6,92 3,81
tridecanoic acid SFA 4,15 9,68 1,41 0,06 8,30 2,11
myristic acid SFA 0,00 5,29 3,06 0,09 11,36 0,00
myristoleic acid MUFA 21,42 13,27 24,58 6,16 2,09 9,02
pentadecanoic acid SFA 1,45 5,87 1,83 0,09 0,39 0,00
cis-10-pentadecanoic acid MUFA 0,00 3,87 1,96 0,05 0,63 0,00
palmitic acid SFA 4,30 0,00 3,24 0,00 0,00 0,00
palmitoleic acid MUFA 0,00 2,88 0,00 1,96 0,36 4,05
heptadecanoic acid SFA 4,04 2,31 4,50 0,00 0,00 4,87
cis-10-heptadecanoic acid MUFA 0,00 0,66 0,00 0,02 1,74 0,00
stearic acid SFA 9,55 1,94 6,74 0,00 0,00 4,84
Elaidic acid MUFA 0,00 6,97 0,00 0,00 0,00 1,55
oleic acid MUFA 11,92 0,00 7,50 0,00 0,00 8,11
linolelaidic acid PUFA 0,00 0,13 0,00 0,00 0,00 0,21
linoleic acid PUFA 1,90 0,72 0,02 0,00 0,27 0,34
arachidic acid SFA 14,41 4,67 8,62 0,00 0,00 0,56
gama-linolenic acid PUFA 0,41 0,73 0,23 0,00 1,35 0,23
cis-11leicosenoic asid MUFA 0,00 13,18 0,00 0,00 1,02 0,07
linolenic asid PUFA 0,00 0,00 0,00 0,91 0,00 0,20
heneicosanoic acid SFA 8,87 0,00 6,56 0,14 0,00 1,46
behenic acid SFA 0,00 0,00 0,00 0,40 0,35 1,29
cis-8,11,14-eicosatrienoic acid PUFA 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10
erucic asid MUFA 7,85 0,00 4,53 0,00 0,00 0,94
arachidonic asid PUFA 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
CiS-11,14,17-eicosatrienoic acid PUFA 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,25
tricosanoic asis SFA 5,52 6,94 4,31 0,00 1,09 1,38
cis-13,16- docosadienoic acid PUFA 0,00 0,81 0,38 0,68 0,14 0,33
cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoic acid PUFA 0,34 0,32 0,53 0,00 0,00 0,19
nervonic asid MUFA 0,00 293 1,88 88,64 62,31 39,87
cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoic acid PUFA 0,00 0,02 0,42 0,00 0,00 0,08

ToplamsFA 56,15 53,51 57,99 1,58 30,08 34,44

Toplam PUFA 2,66 2,74 1,57 1,59 1,76 1,96

Toplam mura 41,19 36,78 40,44 96,82 68,16 62,06
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3.3.

3.4.

S.intermedius’da degisimler

Doymus yag asidi (SFA) olan butyric acid tokluk miktari kontrol
grubuna goére %10 oraninda artmistir.

Undecanoic acid miktari kontrol grubunda gozlenmezken aglik ve
tokluk grubunda %2 oraninda olusum gostermigtir.

Lauric acid miktar1 aglikta eser miktarda artmigtir. Tridecanoic asit
miktari aglik grubunda yaklasik %19 oraninda artmistir.

Myristic acid kontrol grubunda goérulmezken aclik ve tokluk grubunda
sirasiyla %10 ve %5 oraninda olugum gostermigtir.

Tokluk grubundaki myristoleic acid miktari kontrol grubuna goére
yaklasik iki kat artis gostermistir.

Pentadecanoic acid aclik miktari kontrol grubuna gére yaklasik 5 kat
artmistir.

Palmitoleic acid kontrol grubunda goérilmezken aglik grubunda
yaklasik %3 oraninda ortaya ¢ikmistir.

Elaidic acid kontrolde gortlmezken aclikta %7 olusum gostermistir.
Cis-11-eicosenoic acid (MUFA) miktari kontrol ve tokluk grubunda
gorulmezken aclik miktarinda %13 olugum gostermistir.
Cis-13,16-dokosadienoic acid, cis-4,7,10,13,16,19-
dokosaheksaenoikc acid ve nervonic acid miktari kontrol grubunda

belirlenememesine karsi acglik ve tokluk grubunda olugum gostermistir.

S.planctonicus’da degisimler

Caprilic acid miktari kontrol ve aglik grubunda belirlenememesine

ragmen tokluk grubunda yaklasik %30 oraninda olusum gdstermistir.
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e Capric acid miktari, kontrol grubunda gorlulmezken toklukta %2
oraninda olugum gostermigtir.

e Undecanoic acid, miktari aglik ve tokluk grubunda artis gostermistir.

e Lauric acid, kontrol grubunda go6zlemlenmezken aclik ve tokluk
grubunda yaklagik %21 ve %12 oraninda olusum gdstermigtir.

e Tridecanoic acid kontrolde eser miktarda iken aglik grubunda %24,
toklukta %6 artmistir.

e Mpyristic asit kontrol grubuna gore yaklasik %33 oranda artmigtir.

e Mpyristoleic acid ve Palmitoleic acid tokluk miktari agliga gore sirasiyla
iki kat ve alti kat daha fazla artis gostermistir.

e Heptadecanoic acid aglik ve kontrol grubunda goériimezken, tokluk
grubunda yaklasik %12 oraninda olusum gdstermistir.

e Stearic acid, elaidic acid, linolelaidic acid kontrol ve aglikta
g6zlemlenemezken toklukta sirasiyla %14 ,%6, %0,6 oraninda olusum
gOstermigtir.

e Oleic acid degeri, kontrol ve aglik grubunda goértulmezken toklukta %24

olusum gostermigtir.

Fame igerigine gore, yapilan element manipulasyonu sonrasi iki turin yag
asidi kompozisyonu degismis, aclik ve tokluk gruplarinda bazi yag asitlerinin

miktarlarinda kayda deger artis sergilenmis hatta olusum gozlemlenmistir.

Biyodizel uygulamasi baglaminda Scenedesmus vacuolatus'un hucre igi
notral lipit iceriginin arttiriilmasina yonelik bir ¢alismada, azot acligina maruz
birakilan alg grubunun FAME profilleri incelendiginde, ¢oklu doymamis yag
asitlerinde (PUFA) belirgin azalma, doymus (SFA) ve tekli doymamis yag
asidi (MUFA) iceriginde bir artis oldugu sonucuna varilmistir (Anand vd.,
2019).
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Bu calismada, mikroalglerde MUFA oranlari toplam lipid Uretimindeki artis ile
paralel bir artis sergilerken PUFA oranlari da asagi yonde egilim
goOstermiglerdir. Boylece kontrol grubu dahil, element manipulasyonlarinin
mikroalglerden biyodizel eldesi igin uygulanabilecek gegerli yollar olabilecedi
sonucuna ulagiimistir. Calismamizda kullanilan alg turlerinin biyodizel Uretimi
konusunda 6nemli bir potansiyeli olduguna isaret eden bu ilk sonuglara
ragmen, daha detayli dizeyde yapilacak bir arastirma ile biyodizel kalitesinin
belirlenmesine ihtiyag oldugu sdylenmelidir. Ornegin, doymamis yag asitleri
kolay okside olduklarindan biyodizelin akigkanligini etkilemektedir (Saraf ve
Thomas, 2007). Temelde biyodizelin igindeki FAME profiline bagli olan ve
biyodizelin kalitesini belirleyen ana unsurlardan, 6zellikle, setan numarasi,
iodin numarasi, yanma noktasi, NOx emisyon degeri, oksidatif durgunlugu ve
akiskanligr gibi degerlerin uygulama oncesi belirlenmesi gereken zorunlu

parametrelerdir (Saraf ve Thomas, 2007; Francisco vd., 2010).

3.5. TAG Miktarlarinin FTIR  (Fourier  Transform Infrared
Spektroskopisi) ile Olgiilmesi

Mikroalglerde sentezlenen notral lipidlerin buyuk cogunlugunu triagilgliseroller
olusturmaktadir. Triagilgliseroller (TAG) biyodizel hammaddesi olarak
kullanilmaktadir (Sharma vd., 2012). Mikroalglerin TAG igeriklerinin

belirlenmesinde F-TIR spektroskobundan yararlaniimistir.

FTIR oOlgumleri ile elde edilen veriler incelendiginde azot agligi ve azot
fazlahdina cevapta mikroalglerin TAG miktarlarinda 6nemli artislar
g6zlemlenmistir. Mikroalglerin TAG iceriklerinde en yuksek artis N acgliginda
gozlemlenmistir. N acgligina birakilan mikroalglerde kontrol grubuna kiyasla
TAG miktan konsantrasyonu yaklasik olarak 5 kat artis gostermistir. Azot
elementinin fazla oldugu durumda ise yine TAG miktarlarinda artis yaklasik 3

kat olarak kaydedilmistir.
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500-3500 cm™ dalga boylari arasinda alinmis olan élgiimlerden daha énce
TAG icin spesifik oldugu belirlenen 1744 cm™ degeri ele alinmistir. Element
achgr ve fazlahgina cevapta FTIR ol¢gimleri ile elde edilen veriler ve

ilgilendigimiz absorbans degeri 1744 cm™dir.

1500cm™-1700cm™ dalga boylari Amid degerini; 1000 cm™-1200 cm™ dalga
boyu karbonhidratlar; 1700 cm™ - 1750 cm™ dalga boyu lipidler; 1477 cm™ -
1590 cm™ dalga boyu arasi proteinler icin spesifiktir (Pistorius vd., 2008).
Grafiklerde yaglar ‘a’ , amid gruplari ise ‘b ve ¢’ seklinde gosterilmis ve

birbiriyle kiyaslanmistir.
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Sekil 3.9. S.intermedius kontrol grubuna ait FTIR spektrumu
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Sekil 3.11. S.intermedius azot yuklemesine ait FTIR spektrumu
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Azot aghgindan sonra 1500-2000 cm™ bélgesinde degisim gdzlenmistir. Bu
degisim a, b ve c rakamlari ile belirtiimigtir. Bu degisim sonunda kontrol
grubuna gére daha énce TAG igin spesifik oldugu belirtilen 1744 cm™ piki
ortaya cikarken 1652 cm™ ve 1542 cm™ pik siddetlerinde azalma

g6zlemlenmistir.

S.intermedius’ta; 1652 cm™ de absorbans veren Amid | degeri, 1543 cm™ de
absorbans veren pik ise proteinler olarak belirlenmistir. Nitritin indirgenmesi
sonucu olusan ya da bitki tarafindan gelistigi ortamdan alinan amonyum
oncelikle glutamin (glutamin = bir amino asit c¢esidi) icerisindeki amid
gurubuna donustiurulerek depo edilir. Diger bilesiklere goére icerdigi azotun
karbon orani ylksek olmasi nedeniyle glutamin, gesitli bitkilerde énemli bir
azot deposudur. Azot acgliginda Amid degerinin azalmasi ortamda azotun

olmayigi olarak agiklanabilir (Taiz ve Zeiger., 2008).

1543 cm™ absorbansi veren pikteki azalma proteinlerdeki azalma olarak ifade
edilir. Azot agliginda gérilen bu degisim daha dncede belirtildigi Gzere besin
manipulasyonunda blyime ve gelismenin baskilandigindan dolayi yapitasi
olan proteinlerin azalmasini anlamli kilmaktadir. Azot acgligina birakilan
mikroalglerde karbonhidrat iceriginde azalma goézlemlenmistir. Bu durum,
mikroalglerin N acligina cevapta oncelikle hem lipid hem de karbonhidrat
biriktirdigini, zamanla birlikte hayatta kalmak i¢in dncelikle biriktirdigi sekerleri
parcaladigini gosterir. Azot fazlaligindaki degisim ele alindiginda protein ve
yag ve karbonhidrat miktarlarinda artis gozlemlenmistir. Karbonhidrat
miktarinin artigi  bunyesinde biriktirdigi sekerleri kullanarak savunma
mekanizmalarini harekete gecirdigini gosterdigini éngorebiliriz (Pistorius vd.,
2008; Movasaghi vd., 2008). Bu sonuglar isiginda FTIR spektrumu sonucuna
bakacak olursak, mikroalglerin azot stresinde lipid miktarini karbohidrat ve

protein gibi makro bilesikleri donustirmek suretiyle arttirdigini soyleyebiliriz.
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S.intermedius’ta miktarsal yag degisimleri goz dnune alindiginda tercih edilen

grup azot acligidir, bunu tokluk ve kontrol grubu takip etmigtir.
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Sekil 3.13. S.planctonicus azot acligina ait FTIR ylklemesi
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Sekil 3.14. S.planctonicus azot yuklemesine ait FTIR yuklemesi

S.planctonicus FTIR spektrumu 1500-2000cm™ bélgesindeki degisime
bakacak olursak azot agliginda 1744cm™ absorbansi icin spesifik olan lipid
miktari olusum gostermistir. Yine S.planctonicus’ta oldugu gibi protein
miktarlarinda azalmalar goériimustar. Acglhik ve tokluk miktarlarinda kontrol
grubuna Kkiyasla karbonhidrat miktarinda azalma go6zlemlenmistir. Bu
durumda S.intermedius’ta oldugu gibi Oncelikle hem lipid hem de
karbonhidrat biriktirdigini, zamanla birlikte hayatta kalmak igin Oncelikle

biriktirdigi sekerleri pargaladigini gosterir sonucuna varabiliriz.
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3.6. Nétral Lipid Miktarinin Floresans spektrofotometre ile Olgiilmesi

Mikroalglerde toplam nétral lipid igeriginin miktarsal olarak belirlenmesi igin
floresans Ozelligi bulunan spektrofotometre cihazi ile absorbans degerlerine
bakilarak lipid iceriklerinde meydana gelen degisiklikler irdelenmistir (Fedorov
vd., 2005).

18500
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17500
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16500

Fluorescenceintensity (A.U.)

16000

15500

K N- 5XN

W S. intermedius

Sekil 3.15. S.intermedius floresans spektrofotometre cihaz analiz sonuglari

S.intermedius’un yaymis oldugu floresans emisyonu yogunlugu (intensity)
incelendiginde aclik ve tokluk miktarinda kontrol miktarina gore artiglar
kaydedilmistir. Azot agligina maruz birakilan tirde absorbans degeri yaklagik
18000 nm iken kontrolde bu deger 16000 nm dedir, 5 kat fazla azot stresine

maruz birakilan turiin ise absorbans degeri 17000nm degerini vermektedir.
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Sekil 3.16. S.planctonicus florasans spektrofotometre analizi sonugclari

S.planctonicus’un yaymis oldugu floresans emisyonu yogunlugu (intensity)
incelendiginde kontrol ve N ac¢ligina birakilan turlerin hemen hemen ayni, 5
kat fazla azot stresine birakilan tirin ise kontrol ve agliga gére daha az

absorbans degeri verdigi gozlemlenmistir.

Florasans spektrofotometre ve flow sitometre sonuglari  birlikte
incelendiginde, alglerin yag miktarlarinin belirlenmesinde her iki metodun da
benzer ve destekleyici sonuclar ortaya koydugu ve bu durumun gelecekte
yapllacak calismalarin planlanmasinda ve metot seciminde dikkate

alinabilecek nitelige sahip oldugu soylenebilir.
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3.7.

Fluorescence Activated Cell

itibaren deniz mikrobiyal ekolojisindeki flow sitometri uygulamalari surekli

artis gostermistir. Ozellikle, gap! 2 um'den az olan hiicrelerin belirlenmesi ve

sayimi
(Cabanelas vd., 2016).

Sorting (FACS) -

memelilerin hicre sistemleri icin kullaniimaktaydi. 1980'lerin baslarindan

icin siklikla bagvurulan verimli
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Sekil 3.17. S.intermedius kontrol grubu

flow sitometre grafigi

Nétral Lipid Miktarinin Flow Sitometre ile Olgiilmesi

bir metot olarak

1970’lerden bu yana

kaydedilmistir
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Sekil.3.18. S.intermedius aglik grubu flow

sitometre grafigi
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Sekil 3.19. S.intermedius tokluk grubu flow sitometre grafigi
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Sekil 3.20. S.planctonicus kontrol grubu

flow sitometre grafigi
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Sekil.3.21. S.planctonicus aglik grubu
flow sitometre grafigi
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Sekil 3.22. S.planctonicus tokluk grubu flow sitometre grafigi

S.intermedius’ta kontrol, aglik ve tokluk gruplarinda nétral lipid miktarlarina

bakildiginda sirasiyla %23, %38, %6; S.planctonicus’ta ise yine sirasiyla

%48, %49,%46 verim gostermigtir.

hacrelerinin secilmesine yonelik yapilan bir galismada azot acgligina maruz
birakilan tirlerin diger gruplara goére 1.9 kat daha yiksek TAG verimi
gosterdigi rapor edilmigtir (Cabanelas vd., 2016). Bu degerlendirmeler,

Lipit verimliliginin arttig

calismamizda kullanilan iki tir i¢in de destekleyici niteliktedir.
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