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Bu ¢alismada, Monoraphidium contortum tiirti kullanilarak bir besi ortaminda
farkli konsantrasyonlardaki azot miktarlarinin biyokiitle artim1 ve hiicre i¢i biyokimyasal
komposizyonunda meydana getirdigi degisiklikler incelenmistir. Monoraphidium
contortum tiiri, Kirsehir Ahi Evran Universitesi Kiiltiir Koleksiyonundan temin
edilmistir. BG-11 besin ortam1 % O N, % 25 N, % 50 N, % 75 N ve % 100 N olacak
sekilde 5 farkli azot konsantrasyon modifikasyonu uygulanmistir. Yetistirilen
kiiltiirlerden 250 mL alinarak, s6z konusu 5 farkli modifiye BG-11 besi ortamina ekimleri
yapilmistir. Kiilttirler 2342°C sicaklikta, 16:8 aydinlik/karanlik fotoperyodunda (50 pumol
m2st) yetistirilmistir. Biyomas gelisiminin incelenmesinde, hiicre yogunluklari, kuru
agirlik, klorofil-a, karotenoid ve yag asidi tespitleri yapilmistir. Monoraphidium
contortum'un maksimum yiizde lipit igerigi % 32.11 ile (% 50 N) ortaminda yetisen
kiiltiirden elde edilirken en diisiik lipit miktar1 ise (% 100 N) ortaminda % 14.56 olarak
tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Monoraphidium contortum, Azot sinirlamasi, Biyomas, Lipit
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EFFECT OF NITROGEN CONCENTRATIONS ON MICROALGAE
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In this study, the changes in biomass increase and intracellular biochemical composition
caused by different concentrations of nitrogen in a nutrient medium using the
Monoraphidium contortum species were examined. Monoraphidium contortum species
was obtained from Kirgehir Ahi Evran University Cultural Collection. 5 different nitrogen
concentration modifications were applied to the BG-11 nutrient medium as 0 % N, 25 %
N, 50 % N, 75 % N and 100 % N. 250 mL of the grown cultures were taken and planted
in 5 different modified BG-11 nutrient media. Cultures were grown at 23+2°C in a 16:8
light/dark photoperiod (50 umol m-2s-1). In examining biomass development, cell
densities, dry weight, chlorophyll-a, carotenoids and fatty acids were determined. While
the maximum percentage lipid content of Monoraphidium contortum was obtained from
the culture grown in (50 % N) medium of 32.11%, the lowest lipid amount was
determined as 14.56 % in (100 % N) medium.

Key Words: Monoraphidium contortum, Nitrogen limitation, Biomass, Lipid
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1. GIRIS

Algler, diinya tizerindeki fotosentetik aktivitenin yaklasik yarisint gerceklestiren,
esas olarak sucul ortamlarda bulunan fotosentetik organizmalardir. Alglerin kiiresel
karbon dongiistindeki rolii, fotosentetik islemler aracilifiyla atmosferik karbondioksitin
(CO2) organik bilesiklere doniistiiriilmesi ve bu siirecin sucul ckosistemlerle olan
etkilesimiyle belirginlesir. Fotosentez sirasinda, algler giines 15181 kullanarak
karbondioksiti ve suyu seker gibi organik bilesiklere cevirir. Bu siire¢, diinyadaki
fotosentetik faaliyetlerin yaklasik yiizde 50'sini olusturur ve kiiresel karbon dongiistinde
kritik bir 6neme sahiptir. Mikroalgler, tiim akuatik ekosistemlerde en bol ve yaygin
bulunan, 151k enerjisi ve inorganik besinleri tiikketen ve lipitler, karbonhidratlar, proteinler
ve pigmentler gibi biyokiitle agisindan zengin katma degerli iiriinler iireten foto-ototrofik
organizmalardir (Markou ve Nerantzis, 2013). Bu canlilar ayn1 zamanda sucul ortamlarda
gida zincirinde dnemli bir role sahip olup, farkli alg tiirlerinin farkli pigment ¢esitliligi de
dikkate degerdir. Bu cesitlilik, fotosentez kapasiteleri ve ¢evresel uyumlar1 agisindan
Oonem tasimaktadir. Alg gruplar arasindaki pigment farkliliklari, fotosentezde kullanilan
151k dalga boylarini ve bu organizmalarin yasadiklari sucul ortamlarla olan etkilesimlerini
yansitir. Pigment ¢esitliligi ve farkli alg tiirlerinin 6zellikleri, alglerin ekolojik adaptasyon

ve fotosentetik kapasiteleri hakkinda 6nemli bilgiler sunar.

Fotosentetik pigment dagilimlari, hiicre duvari, kamg¢t gibi hiicre
yapilanmalarindaki ¢esitliligin  yanisira, hiicrelerin  biyokimyasal igerikleri ve
makromolekiiler kompozisyonlarinda o6zellikle, iiretim ve depolama iiriinlerindeki
cesitlilikten dolayr da mikroalgler bilimsel arastirmalarda giincel ilgi odag:
olabilmektedir. Mikroalgler, hizl1 biiylimeleri, yiiksek iireme hizlar ile biyoteknoloji
alaninda ilag ve kozmetik sanayi, su tirlinleri yetistiriciligi, atik sularin aritimi gibi bircok

alanda hammadde olarak kullanilmaktadirlar (Stephens ve ark., 2010).

Mikrolaglerin, zengin protein igeriklerinin yani sira, yag igerigi agisindan da
avantajli olduklar1 bilinmektedir. Cevresel faktorlere bagli olarak mikroalglerin yag
oranlarinda 6nemli 6l¢giide artis gézlemlenmistir. Algler ayrica, 6zellikle mikroalglerin
protein ve yag acisindan zengin icerikleri sayesinde biyoteknolojik arastirmalarda degerli
bir kaynak olarak 6n plana cikar. Cevresel faktdrlerin mikroalglerin yag icerigini
etkileyebildigi ve bu durumun, 6zellikle enerji iiretimi ve besin maddesi elde etme

acisindan potansiyel olarak avantajli oldugu belirtilmistir (Cirik ve Gokpinar, 2006).

1



Alglerin biyodizel iiretiminde potansiyel bir kaynak olarak degerlendirilmesi,
onlarin giines enerjisini verimli bir sekilde kullanma ve kimyasal enerjiye doniistiirme
kapasitesine dayanmaktadir. Bu 6zellikleri, 6zellikle artan enerji ihtiyaci ve gevresel

stirdiiriilebilirlik kaygilar1 ¢ercevesinde 6nem kazanmaktadir.

Algler, bu baglamda, yenilenebilir enerji kaynaklar1 arasinda dikkat cekmektedir.
Yiiksek yag igerigi ve hizli bliylime hizlar sayesinde, algler biyodizel iiretiminde etkili
bir hammaddesi olabilir. Ayrica, alglerin karbondioksiti emme kapasitesi, atmosferdeki
karbondioksit miktarini azaltarak sera etkisi ve kiiresel 1sinma iizerinde olumlu bir etki

yaratma potansiyeline sahiptir.

Insanlik tarihinin gelisim siireci ve niifus artisi, fosil yakitlara olan bagimliligin
stirdliriilemez oldugunu gostermektedir. Fosil yakitlarin kisitli dogast ve bu yakitlarin
kullaniminin atmosferdeki karbondioksit miktarini artirarak sera etkisi yaratmasi ve
boylece kiiresel 1sinmayi tetiklemesi, alternatif enerji kaynaklarina yonelik arastirmalari

zorunlu kilmaktadir.

Mikroalgal tiirler hem biyoyakitlarin hem de yiiksek degerli metabolitlerin
potansiyel kaynagidir ve iiretimleri uygun kosullardaki biiylime parametrelerine bagl
olarak belirlenebilir. Mikroalgler, iginde bulunduklari ortamin fiziko-kiyasal stres
faktorleri altinda lipit iretimini artirma egilimleri gostermektedir. Lipit tiretimini
arttirmak i¢in kullanilan en yaygin stres faktorleri sicaklik, 151k yogunlugu, azot ve fosfor
kaynaklaridir. Sicaklik, mikroalgal tiirlerin biiylime hizini, net lipit verimliligini ve yag
asidi profillerini biiyiik oranda etkileyen bir stres faktoriidiir. Fotosentez ve beraberinde
fotoperiyodla mikroalglerin biiyiimesi icin kritik bir faktordiir. 100-200 pE/m?/s
arasindaki 151k siddetleri mikroalg tiretimi i¢in yaygin olarak kullanilir. Isik yogunlugunu
200'den 400 pE/m?/s'ye ¢ikarmak mikroalglerde biiyiime oranim arttirir. Ornegin, 151k
yogunlugundaki artigla Chlorella vulgaris ve Scenedesmus sp. tiirlerinde lipit verimliligi
diisiikten yiiksege dogru artmistir (Minhas ve ark., 2016). Mikroalglerin yag icerigi % 1-
40 arasinda degismektedir ve hatta belirli kosullar saglandiginda % 80’lere kadar
ulagmaktadir (Cakmak Elibol, 2013). Mikroalgler tarafindan tiretilen lipit, 14-20 karbonlu
olan ve biyo-yakit eldesi i¢in kullanilan depolama lipitleri (polar olmayan lipitler) ve 20
karbonlu olup gida olarak kullanilan, membran lipitleri olarak bilinen yapisal lipitler
(polar lipitler) olmak tizere iki kategoriye ayrilabilir. Depolama lipitleri esasen, agirlikli

olarak doymus yag asitleri (FAs) ve biyodizel ve gliserol iiretmek i¢in bazi doymamig



FA'lardan yapilan TAG (Triacil gliserit) formundaki noétral lipitlerdir. Hiicrede notr
lipitlerin birikmesinin, nisasta veya karbonun lipitlere donistiiriilmesi yoluyla
gerceklestigini, ancak doniisiimiin mikroalgal suslara bagli oldugunu, farkli suslarin,
lipitlerin sentezlenmesi i¢in karbon akisini karbonhidrat yolundan iletmek i¢in farkli bir
mekanizmaya sahip oldugu belirtilmektedir (Minhas ve ark., 2016). Lipit biyosentezi
karmasik bir siire¢ oldugundan, sadece spesifik lipitlerin iiretimini arttirmakla kalmaz,
ayn1 zamanda mikroalglerdeki toplam lipit tiretimini de arttirir. Kiiltiir ortamindaki tiim
makro besinler i¢cinde, mikroalglerdeki toplam kuru maddenin % 1-10'unu olusturan azot
(Wijffels ve ark., 2010), nicel olarak ¢esitli alglerde biiyiime ve lipit birikimini etkileyen
en 6nemli besindir. Mikroalglerin stres kosullar1 altinda depoladiklart lipitler cogunlukla
notral lipitlerdir ve bunlarin biiyiik bir kismi TAG (Triagilgliserol)’lerdir ve bu
molekiiller de giiniimiizde biyodisel ham maddesi olarak kullanilirlar (Cakmak Elibol,

2013).

Alglerin biyodizel iiretimindeki rolii, fosil yakitlara bir alternatif olarak, enerji
tiretimindeki siirdiiriilebilirligi artirma ve c¢evresel etkileri azaltma potansiyeliyle
gelecegin enerji kaynaklari arasinda 6nemli bir yere sahip olabilir. Bu baglamda, alglerin
biyodizel iiretimi i¢in kullanilmasi, enerji giivenliginin saglanmasi ve ¢evresel sorunlarin

hafifletilmesi agisindan stratejik bir yaklasim olarak degerlendirilebilir.

1.1. Amacg

Bu calismanin amaci, modifiye BG-11 besin ortaminda, farkli azot ve fosfor
oranlart altinda Monoraphidium contortum tiiriiniin bilyime ve lipit igerigini
arastirmaktir. Bu amagla, Kirsehir Ahi Evran Universitesi, Mikroalg Alg Kiiltiir
Koleksiyonu’ndan se¢ilen Monoraphidium contortum tiiriiniin azot sinirlamalarinda lipit

miktar1 ve yag asidi kompozisyonu incelenmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Bu calismanin igerigi ile ilgili daha o6nce yapilmis olan ¢aligmalar incelenmis ve

elde edilmis bulgu ve sonuclarin genel bir degerlendirilmesi yapilmistir.

2.1. Mikroalgler ile Tlgili Cahismalar

Choi ve ark. (2023) tarafindan yapilan ¢alismada, tiibiiler fotobiyoreaktorde siit
endiistrisinden kaynaklanan ikincil atik su kullanilarak, Monoraphidium contortum’un
biyomas ve lipit oranlar1 tespit edilmistir. Mikroalg tiiri Monoraphidium contortum
(CCMA UFSCar 701) Sao Paulo Eyaletinin (Brezilya) Kuzey Sahili'ndeki koruluk
alandaki tath sudan izole edilmis, Bold Basal Medium ortaminda kiiltiire alinmistir.
Kontrol grubu olarak kullanilan BBM’de lipit oran1 ise % 39.33 olarak tespit edilmistir.
Atik su deneylerinden elde edilen sonuglarin da Monoraphidium contortum'un
biyokiitlesinin, biyodizel i¢in hammadde olarak kullanilabilecek miikemmel bir aday

oldugu ifade edilmistir.

Lin ve ark. (2021), Cin'deki Dongfeng G6lii'nden izole edilen Monoraphidium sp.
HDMA-01 mikroalgal susunu, yiiksek amonyum ortami kullanarak {retmislerdir.
HDMA-01, TAP ortaminda asetik asit ve amonyum kullanarak 7 giin i¢inde hiicrelerin
2x10" mL? yogunluguna ulastig1 tespit edilmistir. HDMA-01, amonyum igin gii¢lii bir
tolerans gostermistir. Bu ¢alismada 14 mM'lik yiiksek bir amonyum konsantrasyonunda,
HDMA-01’de, benzer yetistirme kosullar1 altinda diger Monoraphidium suslari arasinda
en yiiksek olan 78.9 mg L giin? ve 13.8 mg L? giin? maksimum biyokiitle ve lipit
tiretkenligi elde edilmistir. Ideal yag asidi profili ile birlikte HDMA-01, yiiksek amonyum
toleransh biyoteknolojide ve biyodizel hammaddesi olarak kullanilan umut verici bir tiir

olarak gelistirme i¢in biiyiik bir potansiyele sahip oldugu belirtilmistir.

Namitha ve ark. (2021), Monoraphidium sp. ve Chlorella sorokiniana'nin biiyiime
optimizasyonunu, kalite parametrelerini ve biyodizel iretimi i¢in uygunlugunu

arastirmiglardir.

Sing ve ark. (2020), izole ettikleri Monoraphidium sp. tiiriinii BG-11 ortaminda
1.5 g LY NaNOsve 0.0 g L™ NaNOs (azot tiikenmis) iceren ortamlarda, baslangi¢ optik
yogunlugu (OD750) 0.1 olarak, 10 giin boyunca 25°C'de 16:8 saat aydinlik/karanlik

fotoperiyotlarinda ve 150 pE m? s! 151k yogunlugunda yetistirmislerdir. Yeni izole
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edilen bu tiiriin 0.20 d™* biiyiime oran1 ve 60.56 mg L™ d? biyokiitle iiretkenligi ile hizli
biiyiiyen bir tiir oldugu belirtilmistir. lipit miktar1 (mg g!) normal azot ve azot tiikenmis

ortamda sirasiyla 165.7 £ 3.59 ve 266.3 + 7.57 olarak tespit edilmistir.

Hawrot-Paw ve ark. (2020), somon yetistiriciliginden kaynaklanan tuzlu atiksu
kullanarak Monoraphidium sp. biyokiitlesini iiretme kapasitesini belirlemiglerdir.
Deneyler tiibiiler fotobiyoreaktorlerde 23+1 °C’de, 16:8 saat aydmnlik/karanlikta, Led
aydinlatma altinda gergeklestirilmistir. Biyokiitle konsantrasyonunun atik suda ve F/2
ortaminda sirasiyla 3.79 ve 1.47 g L%, lipi lipit d igeriginin % 18.53 + 0.83 ve 20.80 =
1.25 oldugu tespit edilmistir.

Cruz ve ark. (2019) yas Monoraphidium sp.'den ekstrakte edilen biyo-yagin lipit
profilini ortaya koymuslardir. Monoraphidium sp.'nin 1slak biyokiitlesinden ortalama

olarak yaklagsik % 10 biyo-yag elde edilmistir.

Lin ve ark. (2019), Chengfeng Gélii'nden (Cin) izole edilen Monoraphidium sp.
(HDMA-20)’nin, ALA ve eikosatetraenoik asit (ETA, C20:4w3) ile yiiksek ®-3 PUFA
icerigi (toplam lipitin % 63.4'1) biriktirdigini tespit etmislerdir. Alg tiiri BG-11
ortaminda, 28 °C'de ve 16:8 saat aydinlik/karanlik dongiide dretilmistir. Saglanan
ototrofik kosullar altinda HDMA-20'nin biyokiitle verimliligi 36.3 mg L™ giin""'e ulasmus

ve lipit icerigi kuru agirhigin % 22.6'sin1 olugturmustur.

Pikoli ve ark. (2019)’nin yaptig1 ¢alismada Endonezya'nin Giliney Tangerang
bolgesindeki iki biiyiik golden dort mikroalg izole edilmis ve BG-11 besin ortaminda 18
giinliik bir gézlem periyodu iginde, 14. giinde 108 mL"Y'den fazla hiicreye ulasan benzer
biiyiime potansiyeli gosterdikleri belirtilmistir. Bu tiirlerden Monoraphidium sp. tiiriiniin
lipit icerigi % 66.72 ve biyokiitlesi 1.3 gL™"’e ulasmistir. Ayrica izole edilen tiirlerin yag
asidi metil esterlerinin ylizdesinin >%60-80'e ulastig1 ve biyodizel hammaddesi olarak

gelistirilme potansiyeline sahip oldugu tespit edilmistir.

Pineda ve ark. (2019), farkli CO2 konsantrasyonlar1 (% 0.03; 2.5; 5.0; 7.5 ve 10)
altinda Monoraphidium contortum tiiriiniin biyokiitle olusumu, lipitlerin iiretkenligi,
nitrat ve fosfat tiikketimi, lipit profili ve elde edilen biyodizelin kalitesini dlgmiislerdir.
BBM ortaminda 21°C'de, 16:8 saat 1s1k/karanlik dongiisiinde olusturulan deney kosullari
altinda biyokiitlenin (529.26 mgL™ d1) ve lipitlerin (37.52 mgL? d!) maksimum
iretkenligi, %7.5 CO2’li ortamdaki Monoraphidium contortum tarafindan elde edilmistir.
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Lipitler, bir transesterifikasyon reaksiyonu yoluyla biyodizele doniistiiriilmiis ve
Monoraphidium contortum yagindan elde edilen biyodizelin ana bilesenlerinin oleik ve
palmitik asit oldugu tespit edilmistir. Yakit 6zellikleri tahmin edilmis ve Amerikan Test
Malzemeleri Standardi (ASTM 6751:2006) ve Avrupa Birligi Standartlar1 (EN
14214:2008) biyodizel sinirlari iginde bulunmustur. Monoraphidium contortum ile elde

edilen sonuglarin, yeterli kalitede biyodizele doniisiimiinii dogruladig: belirtilmistir.

Ajayan ve ark. (2018) tarafindan gerceklestirilen c¢alismada, Monoraphidium
contortum tiirii i¢in kiiltiirler, gesitli konsantrasyonlarda NaNO3 (N1-0.125; N2-0.5; N3-
1.0 g LY ve K;HPO4 + KH2PO,4 (P1-0.0187+0.0437; P2-0.0375+0.0875; P3-0.15+0.35
g L) ve kontrol olarak BBM, sirasiyla litre basina 0.25g NaNOs, 0.075g KoHPO4 ve
0.1759 KH2POg4 igerecek sekilde hazirlanmistir. Fosfat konsantrasyonu, ortamin tiim
degisen nitrat konsantrasyonlarinda sabit tutulmustur. Her konsantrasyon i¢in esit alg
miktar1 (litrede hiicre X 10%) eklenmistir. Deneyler, Bold Basal Medium (BBM)
ortaminda, 28°C sicaklikta, floresan lambalarla 2000 lux 1s1k siddeti ve 12/12 saat
1sik/karanlik  dongiisiinde kontrollii  kosullarda yapilmistir. Maksimum  hiicre
konsantrasyonu sirastyla P1 (Fosfat) ve N1 (Nitrat) setlerinde 47.2x10° ve 14.4x10° hiicre
mL! olarak gdzlenmistir. En yiiksek spesifik biiyiime (0.192 pd ™) P1°de gézlenmis ve en
yiiksek toplam lipit icerigi ise sirasiyla % 30.5 ve % 28 ile P1 ve N1 konsantrasyonunda
elde edildigi tespit edilmistir. Elde edilen sonuglardan Monoraphidium contortum'un
biyokimyasal igerikleri ve yag asidi profilinin katma deger agisindan iimit verici bir tiir

oldugu belirtilmistir.

Ayuwaningsih ve ark. (2018), lipit kaynag1 olarak Monoraphidium sp., Chlorella
sorokiniana ve Scenedesmus obliquus'tan olusan karisik yesil mikroalg kiiltiiriiniin lipit
verimliligine nitrojen kayna@i olarak iire gilibresinin etkisini analiz etmislerdir.
Aragtirmada kiiltiirler, 1.5 L'lik bir cam fotobiyoreaktorde yetistirilmistir. Kiiltiir
kosullari, pH 6.0, 27 °C, 150 mL/sn hava akigli havalandirma, 2400 lux'te ve azot kaynagi

olarak kullanilan iire miktari (gram) 0.0; 0.5; 1.0 olarak saglanmustir.

Lin ve ark. (2018), Cin’deki Ming Goéliinden izole edilen Monoraphidium sp.
tirtiniin yiiksek oranda a-Linolenik asit (toplam lipitlerin % 39.2'si) igerdigini tespit
etmislerdir. Alg kiiltiirleri BG-11 ortaminda, 28 °C'de ve 60 pmol m 2s* aydinlatmada
(16 saat 151k: 8 saat karanlik dongii) yetistirilmistir. Ayrica yiiksek lipit igerigi (kuru

agirhigm % 28.5'), orta diizeyde biyokiitle iiretkenligi (31.5 mg L giin™) ve umut verici
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bir lipit profili ile karakterize edilen Monoraphidium sp.’nin biyodizel iiretimi igin iyi
ozellikler sergiledigi ve bir besin takviyesi olarak biiyilik bir potansiyele sahip oldugu
belirtilmistir.

Rezanka ve ark. (2017)’nin bu calismasinda, Antarktika'min buzla kapli bir
goliinden izole edilen, soguga adapte olmus bir Monoraphidium susu, ¢oklu doymamis
yag asitleri (PUFA'lar) iiretimi i¢in test edilmistir. Sus, ortalama sicakligin 10.0 °C ve
ortalama 151k yogunlugun PAR 32 umol m2 s oldugu, Orta Avrupa'nin erken kis
kosullar1 altinda 150 L'lik bir dis mekan ince katmanli fotobiyoreaktorde yetistirilmistir.
Pilot ekimin 22 giinii boyunca biiyiime oram 0.341 giin® degerine ulasmis ve lipit
iiretkenligi 162 mgL? giin™ oldugu belirlenmistir. 16:4 ve 18:4 asitlerin oran1 toplam yag
asitlerinin % 19.1'i ve % 34.7'si olarak tespit edilmistir. Elde edilen sonuglarin bu susun
disiik sicaklikli  biyoteknoloji ¢aligmalar1 i¢in uygun oldugunu gosterdigini
belirtmislerdir.

Sassi ve ark. (2017), alglerin yetistirilmesinde diisiik maliyetli alternatif bir
yetistirme ortami olarak biyodizel yikama suyunu kullanmislardir. Biyodizel endiistriyel
yikama sularinda biiylime kapasitelerini degerlendirmek icin biyodizel iiretiminde
kullanim potansiyeli olan 11 mikroalg tiirii yetistirilmistir. Bu tiirler arasindan
Monoraphidium contortum, Ankistrodesmus sp., Chlorococcum sp. ve tanimlanamayan
bir Chlorophyceae tiiriiniin etkili bir sekilde biiytidiigi tespit edilmistir. Monoraphidium
contortum’un en yliksek biiylime kapasitesini gosteren ve ikinci en yiiksek yag asidi

icerigine (267.9 mg g DW) sahip tiir oldugu belirtilmistir.

Zhao ve ark. (2016), ¢alismada Monoraphidium sp. QLY-1'de biyokiitle ve lipit
birikimini artirmak i¢in heterotrofik yetistirme ve foto-kimyasal modiilator
indiikksiyonunu igeren iki asamali bir strateji gelistirmislerdir. Cin’in Yunnan
Platosu'ndaki Qilu Gélii'nden izole edilen Monoraphidium sp. QLY-1, ilk olarak %
22.47'lik bir lipit igerigi ile yiiksek biyokiitle konsantrasyonu (5.54 g L) elde etmek igin
heterotrofik olarak yetistirilmistir. Daha sonra farkli kimyasal i¢eriklerle hazirlanan besin
ortamlarina aktarilmistir. Sonuglar, 3 giinliik fotoindiiksiyondan sonra lipit igeriginin %
36.68'e yiikseldigini gdstermistir. Azot eksikligi, 20 g Lt NaCl ve 5 mM glisin betain ile
tedavi edilen alg hiicrelerinde lipit iceriginin sirasiyla 1.21; 1.32 ve 1.29 kat arttig1
belirtilmistir.



Del Rio ve ark. (2015), hem kesikli hem de siirekli kiiltiir altinda 6nceden segilmis
on mikroalgin yag asidi profili ve yag asidi iiretkenligini degerlendirmislerdir. Kesikli
kiltiir altinda benzer yag biriktirme potansiyeline sahip olan suslar arasinda stirekli
kiiltiirde farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Kesikli kiiltiirlere, 25°C'de, 115 pE ms™
saglayan floresan lambalarla aydinlatma saglanmistir. 10 mM nitrat icerige sahip besin
ortaminda, %1 CO0: ile takviye edilmis hava verilmis ve 7 giinliik kesikli kiiltiirlerde
analizler yapilmistir. Calisilan tiirlerden Monoraphidium braunii’den 4.08 gL* biyomas
ve kuru agirligiin % 20.39 yag asidi elde edilmistir. Farkli oranlarda azot igerikli siirekli

kiiltiirlerde, bu tiire ait degerler daha diisiik gézlenmistir.

Diaz ve ark. (2015), tarafindan yapilan c¢alisma ise, pilot bir tesiste agik
fotobiyoreaktorlerde Monoraphidium sp.’nin lipit tiretimi {izerinedir. Kiiltivasyon, ASM-
1 ortaminda baslangic pH" 8.0 olacak sekilde, 19 giin boyunca giinde ortalama 8 saat
sirkiilasyon ve havalandirma ile baslatilmistir. Sonug¢ olarak, Monoraphidium sp.'nin
toplam lipit igeriginin % 30.58 ve biiylime oran1 0.74 + 0.01 ile 0.68 + 0.02 arasinda
oldugu tespit edilmistir.

Shrivastav ve ark. (2015), tarafindan Monoraphidium sp. tiiriiniin lipit igerigi, yag
asidi profilleri, biyokiitlesi ve lipit tiretkenligi, ¢esitli CO2 konsantrasyonlar1 ve farkli
nitrojen kaynaklar1 kullanilarak ototrofik yetistirme kosullarinda incelenmistir. Hiicre
biiylimesi i¢in optimum azot kaynagini ve Monoraphidium sp.'nin lipit birikimini
arastirmak icin, sodyum nitrat (NaNO3) 17.6 mM, potasyum nitrat (KNOz) 17.6 mM,
amonyum klortir (NH4CI) 17.6 mM ve iire 8.8 mM olmak {izere farkli nitrojen kaynaklari,
daha 6nce higbir nitrojen kaynaginin eklenmedigi BG-11 ortamina eklenmistir. Kiiltiirler,
bir calkalama inkiibatoriinde 25 °C'de floresan 15181 altinda yetistirilmistir. Izole edilen
Monoraphidium sp.’nin % 28.92'lik yiiksek lipit icerigine sahip oldugu bulunmustur. Alg
hiicrelerinin lipit profili, tire kullanilarak yetistirme ile biyodizel {iretimi i¢in uygun bir
yag asitleri dagilimi sergilemistir. Bu nedenle, Monoraphidium sp.’nin biyodizel iiretimi

i¢cin umut verici bir hammadde oldugu belirtilmistir.

Bohnenberger ve Crossetti (2014), biyodizel iretimi igin lipitlerin kullanilmasina
yonelik bir bakis agistyla, tatli su mikroalg tiirlerinin lipit icerikleri lizerindeki sicaklik ve
besinlerin etkisini arastirmiglardir. iki Monoraphidium contortum susu, Chlorella
vulgaris ve Desmodesmus quadricauda ve Microcystis aeruginosa susu, ASM-1'den

modifiye edilmis bes farkl kiiltiir ortamin da (Kontrol olarak yiiksek konsantrasyonlarda

8



P (0.8244 gL!) ve N (1.7000 gL™); NazHP04 ve NH2PO4'iin sirastyla Na2SO4 ve KCl ile
degistirilmesiyle (P-eksik); sinirlayici olmayan bir ara konsantrasyonda P (0.06 gL™);
NaNOs'iin NaCl ile degistirilmesiyle (N-eksik); ve sinirlayici olmayan bir N (0.005 gL™)
ara konsantrasyonu biyomas ve lipit oranlarindaki degisim incelenmistir. Ayrica kiiltiirler
daha sonra sekiz giin (n=3) boyunca 13°C, 25°C (kontrol) ve 37°C sicakliklara maruz
birakilmigtir. En yiliksek toplam lipit verimlerinin, 6zellikle nitrojen stresi altinda ve

diisiik sicakliktaki kosullarda gozlendigi belirtilmistir.

Chonsongkram ve ark. (2014), bu arastirmada on {i¢ yesil mikroalg tiiriinii NS 111
besi ortaminda, 30 °C'de, 16:8 saat aydinlik/karanlikta (10-12 klux 1s1k yogunlugu) ve 7
giin boyunca % 2 CO: ile desteklenmis havalandirmada yetistirmistir. Bu tiirlerden
Monoraphidium sp. IFRPD No. 1003 susu, 28. giinde 8.857 ve 2.760 gL
Monoraphidium sp. IFRPD No. 1067 susu ise, 30. giinde 8.633 ve 1.563 gL* maksimum

biyokiitle ve lipit konsantrasyonu saglamistir.

Dhup ve Dhawan (2014), Yeni Delhi, Hindistan'daki tatli su birikintisinden izole
edilen Monoraphidium sp. tiiriiniin, lipit verimliligi ve yag asidi profili, alt1 farkli nitrojen
konsantrasyonunda karsilastirmislardir. Kiiltiirler BG-11 ortaminda, 16:8 aydinlik ve
karanlik kosullarda 16 rpm'de yetistirilmistir. Test edilen konsantrasyonlardan 0.36 gL
nitrat konsantrasyonuna sahip kiiltiirlerin, uygun biyodizel 6zelliklerine sahip tiim yag
asidi bilesimlerinin (SFA = 37.22, MUFA = 39.19, PUFA = 23.60) optimum igerigi ile
daha yiiksek lipit tiretkenligi (0.18 g/l/giin) sergiledigi tespit edilmistir.

Patidar ve ark. (2014), tarafindan gergeklestirilen ¢alismada miksotrofik biiylime
ve COz/hava/baca gazi kullanilarak fotobiyoreaktorde ototrofik-miksotrofik ve ototrofik
biiylime, izole edilmis Monoraphidium minutum tiiriinde ¢alisilmistir. Diisiik derecede
doymamis yag kalitesine (42.06-103.99) sahip, doymus yag asidi bakimindan zengin (%
30.92-68.94) ve biyodizel iretimi agisindan potansiyel bir aday oldugu belirtilmistir.
Optimum glikoz, fruktoz, mikroalgal biyodizel atik kalintis1 ve sodyum asetat beslemeli
miksotropik kosullar altinda daha yiiksek toplam lipit (% 22.80-46.54) ile biyokiitle
iiretkenligi (80.3-303.8 mgL™* giin) gosterdigi tespit edilmistir.

Tale ve ark. (2014), Nisargruna biyogaz tesislerinin atik sularindan bes mikroalg
izole etmislerdir. Bunlardan Monoraphidium sp. KMNS5, BBM ortaminda, 25°C'de, 1000
liikks 151k yogunlugu altinda 16:8 saatlik aydinlik ve karanlik dongiide 28 gilin sonunda



kuru agirhgmm % 34.93 + 3.95°lik yiiksek lipit icerigi ve 0.65 + 0.05 gLlik orta
derecede biyokiitle birikimi gostermistir. Sonug olarak, bir biyogaz tesisinin atik sularini

kullanarak biyodizel {iretimi i¢in potansiyeli olan bir tiir oldugu belirtilmistir.

Zhao ve ark. (2014), tarafindan lipit iiretkenligini artirmak icin Chlorella sp.
U4341 ve Monoraphidium sp. FXY-10 tiirlerinin birlikte tiretimi ¢aligilmigtir. Tekli
yetistirme ile karsilastirildiginda, iki mikroalgin birlikte yetistirilmesinin, toplam
biyokiitle ve toplam lipit verimini 6nemli Ol¢iide arttirdigi tespit edilmis ve lipit
iiretkenligini gelistirdigi belirtilmistir (29.52 mgL™* d'). Yag asidi bilesimleri, farkl
kiiltiirlerde 6nemli dlglide farklilik gostermistir. Birlikte yetistirmede C18 yag asitlerinin
icerigi, ozellikle oleik asit (% 32.45) ve linolenik asit (% 10.03) i¢in tekli yetistirmeye
kiyasla 6nemli Ol¢lide artmistir. Ayrica, birlikte yetistirmede yliksek doymus ve tekli
doymamis yag asitleri (% 55.85) elde edilmistir.

Bogen ve ark. (2013a), bu g¢alismada 17 cinse ait 30 mikroalg susunu,
fotoototrofik biiylime kosullarinda biyokiitle verimliligi, lipit miktari, lipit kalitesi ve
biyokiitle pargalanabilirligi agisindan incelemistir. Bunlar arasindan Monoraphidium
contortum maksimum biiylime sirasinda yiiksek biyokiitle tiretkenligi ve lipit profili ile
stv1 biyoyakit {iretimi i¢in umut verici bir aday olarak tanimlanmistir. Notr lipit tiretimi,
Monoraphidium contortum'da nitrojen eksikligi olan kosullar tarafindan giiclii bir sekilde

uyarilmis ve % 20.4 + 2.2'ye kadar biriktigi tespit edilmistir.

Bogen ve ark. (2013b) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada ise, Monoraphidium
neglectum, nitrojen aghig altinda % 20.9 nétr lipit, % 30 (kuru agirlik) toplam lipit
igerigine sahip, agirlikli olarak C18:1 ve C16:0 yag asitlerinden olusan, uygun biiyiime
ozelliklerine ve ayrica ham petrol iiretimi i¢in yiliksek potansiyele sahip bir tiir olarak
tanimlanmistir. Genom dizilimi ve triagilgliserol olusumu icin anahtar enzimler

aciklanmustir.

Garcia ve ark. (2013), Monoraphidium contortum, Tetraselmis suecica ve
Chlorella minutissima'da hiicre biiyiimesi, nitrat tiiketimi, lipit tiretimi ve yag asidi
bilesimi iizerindeki nitratin etkisini arastirmiglardir. Bunlar1 belirlemeye yonelik
deneyler, sodyum nitratin {ic farkli konsantrasyonunda (57, 113 ve 225 mgL™)
gerceklestirilmistir. Mikroalgal kiiltiirler, Bold Basal besin ortaminda, 25+1°C'de 1 vvm

steril siirekli hava akimi altinda, 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik fotoperiyodu ve
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yaklasik 80 pE m?s? 151k yogunlugunda tutulmustur (neon soguk beyaz floresan lamba
ile). Monoraphidium contortum'un maksimum biyomaslar1 ti¢ farkli sodyum nitrat
konsantrasyonunda sirasiyla 0.2; 0.44 ve 0.80 gL™ olarak tespit edilmistir. Ayrica,
sodyum nitrat icerigi 225 mg'dan 57 mglL e diistiigiinde Monoraphidium contortum'un

lipit iceriginin 6nemli 6l¢iide arttig1 ve % 9.6'dan % 32.6'ya ¢iktig1 belirlenmistir.

Sathya ve Srisudha (2013), Hindistan’in Madurai bolgesi tatli su kiitlelerinden
izole edilen baz1 mikroalg tiirlerinin biyomas ve lipit i¢eriklerini tespit etmislerdir. Tiirler,
Chul0 besi ortaminda 12:12 saat aydinlik/karanlik fotoperiyotta, 2000 lux 151k yogunlugu
ve 25°C sicaklikta kiiltiire edilmistir. Yiiksek lipit icerigi Chlamydomonas sp. - G15 (%
33.4), Monoraphidium contortum - G7 (% 29.8) ve Pseudomuriella sp. - G9'da (% 28.7)

duragan faz doneminde gozlenmistir.

Yang ve ark. (2013), Monoraphidium 3s35 alg susundan ekstrakte edilen uzun
zincirli alkollerin bilesimini ve Ozelliklerini arastirmislardir. Bu c¢aligmada biyokiitle
tiretimi, farkli yetistirme yontemleri kullanilarak optimize edilmistir. Yetisirme kosullar
icin BG-11 ortami, 26°C sicaklik, 12 saat aydinlik/12 saat karanlik periyotta, 100.5 pmol
m2s? 151k yogunlugu saglayan floresan lamba kullanilmistir. Havalandirilmis biiyiime
kosulu altinda, bu sustan, % 37.26 kuru agirlik ve 576 mgL™? biyokiitle elde edilmistir.
Ekstraktlarin ana bilesikleri esas olarak karbon zincir uzunlugu 12 ila 20 arasinda olan
uzun zincirli alkollerdir (% 89.24). Monoraphidium 3s35, petrodizel benzeri yakit igin
onemli bir katki maddesi olarak kullanilabilen Ci7 ve Cz alkanlarin % 9.73inii

tretmistir.

Yu ve ark. (2012), bu galismada Cin'in Yunnan Eyaletindeki Fuxian tath su
Golii'nden izole edilen Monoraphidium sp. FXY-10 tiiriiniin morfolojik ve genomik
karakterizasyonunu belirleyerek tanimlamislardir. Tiirtin lipit iiretkenlikleri, yag asidi
profili ve mikroalg geri kazanim verimliligi arastirilmis ve ototrofik ve heterotrofik
kosullar altinda karsilastirilmistir. Ototrofik kiiltiirler, BG-11 ortaminda, 25°C'de, beyaz
floresan lambalar ile 70 pE m™s? 151k yogunlugu altinda, siirekli aydinlatma, ve 120 rpm
calkalamal1 ortamda tutulmustur. Heterotrofik kiiltiir i¢in karanlikta 25°C'de 120 rpm'de
calkalanarak BG-11 sivi ortamma 10 g L glikoz ilave edilmistir. Ototrofik kosullar
altinda FXY-10 (% 56.8), heterotrofik kosullar altinda yetistirilmeye goére (% 37.56) daha
yiiksek bir hiicresel lipit igerigi sergilemistir. Bununla birlikte, heterotrofik kosullar

altinda biiyliyen FXY-10, ototrofik kosullar altindakine kiyasla lipit tiretkenliginde 20
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kattan fazla artis sergiledigi tespit edilmistir. Ayrica, heterotrofik kiiltiir kosullart altinda
FXY-10'un daha yiiksek doymus ve tekli doymamais yag asitleri (% 77.5) elde edilmistir.
Yercekimi sedimantasyonu, 24 saat boyunca c¢oktiikten sonra heterotrofik hiicrelerin %
97.9 mikroalg geri kazanim verimliligine dayanan hasat biyokiitle yontemi olarak
onerilmigtir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda Monoraphidium sp. FXY-10 tiiriiniin,

biyodizel iiretimi igin potansiyel bir hammadde oldugu belirtilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Mikroalg tiirii ve sistematikteki yeri

Bu calismada kullanilan Monoraphidium contortum (Thuret) Komarkova-
Legnerova tiirii, Kirsehir Ahi Evran Universitesi Mikroalg Kiiltiir Koleksiyonu (KAEU-
MAK)’ndan temin edilmistir. Tiir Ankara ili, Hacettepe Universitesi Beytepe kampiisii
icerisindeki tatli su gbletinden izole edilmistir. Tiiriin sistematikteki yeri Algaebase veri
tabanindan alimmistir (Guiry in Guiry, ve Guiry, 2023). Monoraphidium contortum
tiriiniin fotograflart Olympus BX53 marka mikroskop ile ¢ekilmis ve Sekil 3.1°de

verilmistir.

Phylum: Chlorophyta
Subphylum: Chlorophytina
Class: Chlorophyceae
Order: Sphaeropleales

Family: Selenastraceae

Genus: Monoraphidium

Sekil 3.1. Monoraphidium contortum tiirii mikroskop goriintiisii

Monoraphidium contortum tiiriinde hiicreler 1-2.2 —(5.2) pm genisliginde, 7-40 (-
45) pm uzunlugundadir. Hiicreler dar ig seklinde, diiz veya daha ¢ok hafifce biikiilmiis
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veya spiral (1.5 spirale kadar) olarak biikiilmiis olup, kademeli olarak uglara dogru daralir
(John ve ark., 2002).

3.1.2. BG-11 besin ortam

Bu calismada kullanilan BG-11 ortami, Mikroalg Kiiltiirii Laboratuvarinda
biyokiitle liretiminin elde edilmesi i¢in optimum kosullar saglanarak hazirlanmistir. BG-
11 besin ortami kimyasal igerikleri Tablo 3.1 ve Tablo 3.2’de verilmistir (Andersen,
2005).

Tablo 3.1. BG-11 besin ortami igerigi

. Stok Soliisyon
No Bilesen Miktar Son Konsantrasyon
Konsantrasyonu
1 NaNO3 10 mL/L 30 ¢/200 mL dH.0O 17.6 mM
2  K;HPO,4 10 mL/L 0,8 g/200 mL dH-0 0.23 mM
3  MgSO0. 7H.0 10 mL/L 1.5 ¢/200 mL dH.O 0.3 mM
4  CaCl, -2H,0 10 mL/L 0.72 g/200 mL dH.O 0.24 mM
5  Citric Asit-H;O 10 mL/L 0.12 g/200 mL dH,0O 0.031 mM
Ferric Ammonium

6 Citrate 10 mL/L 0.12 ¢/200 mL dH.0O 0.021 mM
7  NaEDTA-2H,0 10 mL/L 0.02 g/200 mL dH,0 0.0027 mM
8 NaxCOs; 10 mL/L 0.4 g/200 mL dH20 0.19 mM
9 BG-11 Trace Metal 1 mL/L i

Soliisyonu

BG-11 ortaminda Tablo 3.1°de belirtilen kimyasal maddeler, 900 ml saf suya belirtilen
sirada ve oranlarda eklenmis ve saf su ile 1000 m1’ye tamamlanmistir. Stok soliisyonlar

+4 °C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

BG-11 Trace Metal Soliisyonu igin de Tablo 3.2’deki kimyasal maddeler 900 ml
saf suya belirtilen oranlarda eklenmis, sonrasinda 1000 ml’ye tamamlanmis ve sonrasinda
buzdolabinda +4 °C’de tutulmustur. Hazirlanan Trace Metal Soliisyonundan, BG-11

besin ortaminin 1 L’si i¢in 1 mL eklenmistir. Besin ortamlariin sterilizasyonu, JSR
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JSAC-60 marka otoklav da 121 °C’de 20 dakika otoklavlanarak saglanmistir. Kullanilan
cam malzemelerin sterilizasyonu, Niive marka FN500 sterilazatérde 180 °C’de en az 60

dakika bekletilerek yapilmustir.

Tablo 3.2. BG-11 Trace Metal Soliisyonu

No Bilesen Miktar Son Konsantrasyon
1 HsBOs 2.86 g/L 46 mM

2 MnCl;4H,0 1.81g/L 9mM

3 ZnSO4 7H,0 0.22 g/L 0.77 mM

4 Na;Mo04-2H,0 0.39 g/L 1.6 mM

5 CuS0O45H,0 0.079 g/L 0.3 mM

6 Co(NOs),6H,0 49.4 mg/L 0.17 mM

3.2. Metot

3.2.1. Deney diizeneklerinin kurulmasi

Monoraphidium contortum tiirii  kesikli kdiltiir sisteminde yetistirilmistir.
Deneylerde kullanmak igin gerekli olan kiiltiir hacmi 6nce 50 mL’lik erlenden, hacmi
arttirmak amaciyla asamali olarak 250, 500, 750, 1000, 1500 mL ve 3000 mL’lik
erlenlerde BG-11 besin ortaminda ¢ogaltilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Monoraphidium contortum tiretimi
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Sekil 3.3. Monoraphidium contortum deney diizenegi (ilk ekim giinii)

Mikroalg tiirtiniin kiiltiire edilmesinde Sekil 3.3 ve Sekil 3.4°de goriildiigi gibi
floresan lambal1 diizenek kurulmustur. Kiiltlir kosullar1 16 saat aydinlik-8 saat karanlik
periyodunda, 50 pmol m?s™ 151k siddetinde, 23+2 °C sicaklik araliginda ve besin ortami

pH’1 6.8 olacak sekilde ayarlanmustir. Kiiltiirlere hava, akvaryum motoru ile saglanmustir.

Sekil 3.4. Monoraphidium contortum diizenegi (29. giin)
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3.2.2. Deney seti
BG-11 besin ortami (kontrol-1L) hazirlanirken, Tablo 3.1°deki her stok

soliisyonundan 10’ar mL ve 1 mL metal soliisyonu eklenmis ve saf su ile 1L’ye
tamamlanmistir. Besin ortamlariin pH diizeyi 1 M HCI kullanilarak 6.8 olacak sekilde
ayarlanmistir. Deneylerde 3 L’lik cam kavanozlar kullanilmis ve sterilizasyon isleminden

gecirilmistir. Deneyler i¢in degistirilen azot igerikleri ise asagidaki gibi hazirlanmustir.
1. N yok: Besin ortamina 1 no’lu stok soliisyonundan (NaNOz3) eklenmemistir.
2. %25 N: 1 no’lu stok soliisyonundan (NaNOz) % 25 oraninda ilave edilmistir.
3. %50 N: 1 no’lu stok soliisyonundan (NaNOz) % 50 oraninda ilave edilmistir.
4. %75 N: 1 no’lu stok soliisyonundan (NaNO3) % 75 oraninda ilave edilmistir.

5. Kontrol grubu; Normal stok soliisyon konsantrasyonlar: kullanilarak BG-11

besin ortami hazirlanmistir

Hazirlanan bes farkli azot icerigine sahip besin ortamindan 3 L’lik kavanozlar
igerisine 2250 mL besin ortami ve iiretilen Monoraphidium contortum kiltiiriinden 250

mL eklenmek iizere deney seti olusturulmustur.
3.2.3. Deney siiresince yapilan analizler

Monoraphidium contortum tiirii biyomasindaki artigin 6l¢tilmesi, hiicre sayimlari,

kuru agirlik, klorofil-a ve optik yogunluklarinin tespitiyle elde edilmistir.

3.2.3.1. Hiicre sayimlar1

Hiicre yogunluklari, Thoma lamindaki 16 kareye diisen hiicrelerin sayimiyla tespit
edilmistir. Hiicre sayimlar1 ekim isleminin baslangicinda ve her iki giinde bir yapilmistir.
Hiicre yogunluklart (Guillard ve Sieracki 2005)’e gore asagidaki formil ile

hesaplanmaistir:

16 kareye diisen toplam hiicre sayist x 4000 (1 karenin hacmi)

Hiicre sayisi=
16

3.2.3.2. Kuru agirlik
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Kuru agirliklarin tespiti igin, Monoraphidium contortum kiiltiirlerinden steril kosullar
gozetilerek 10’ar mL &rnek alinmugtir. Ornekler, 5000 rpm'de 5 dakika boyunca
santrifiijlenmis, siipernatant atilmis ve daha sonra 20 mL distile su ile yikanmustir.
Orneklerin siiziilmesi islemi i¢in, kullanilan Whatman GF/C filtre kagitlar1 105°C’de 1
saat etiivde tutulmus, sonrasinda sogutulmus ve darasi alinmistir. Bir su trombu
yardimiyla olusturulan vakum sayesinde filtre kagidindan Monoraphidium contortum
tiiri siiziilmustiir. Kurutma isleminden sonra hassas terazide tartilmis ve kuru agirhik

miktarlar1 hesaplanmistir (Vonshak, 1997).

3.2.3.3. Pigment analizleri
Mikroalg orneklerinin biyokiitlesinin klorofil-a analizleri metanol metodu
kullanilarak yapilmigtir (Hipkins ve Baker, 1986). Azot oranlar1 farkli olarak hazirlanan
bes deney grubundan her seferinde alinan 15 mL’lik 6rnek Whatman GF/C kagidindan
bir su trompu kullanilarak siiziilmistiir. Whatman GF/C kagidi {izerinde kalan siizlintii
ile birlikte 50 mL’lik mavi kapakli cam siselere alinmistir. Uzerlerine 14 mL % 96’lik
metanol eklenerek, 70 °C’de, su banyosunda bekletilmistir. Bu islemden sonra 5 dk.
karanlikta birakilmis ve Whatman GF/A kagidindan tekrar siiziilerek, siizlintii hacmi
ol¢tilmiistiir. Biochrom Libra S70 marka spektofotometrede elde edilen siiziintiiniin 665
ve 750 nm dalga boylarindaki degerleri tespit edilmistir.
Klorofil-a miktar ise;
ugr Chl-a/L=13,6 x A.v/d.V
d=1cm
V= Baslangicta siiziilen numune miktari
v= Son olarak elde edilen siiziintii miktar1
A= Absorbans (Not: Eger 750 nm’de okunan deger 0’dan biiyiikse, bu deger 665
nm’deki degerden c¢ikarilarak A elde edilir.)

Toplam karotenoidi belirlemek igin spekrofotometrede 480 nm dalga boyunda dl¢timler
yapilmis ve formiile uygulanmistir (Yalcin, 2020).

Toplam karotenoid (ug L) = D480 x 10

3.2.3.4. Optik yogunluk
Mikroalglerin maksimum absorbans degeri, optik yogunluk (OD) ile biiylime
egrisinin tespiti i¢in kullanilir (Yalcin, 2020). Optik yogunluk i¢in her 6rneklemede 3 mL

ornek homogen bir dagilim saglandiktan sonra steril kosullar bozulmadan alinmistir.
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Biochrom Libra S70 marka spektrofotometrede 190-1100 nm dalga boyunda tarama
yapilmis ve maksimum absorbans degeri 684 nm olarak tespit edilmistir. Optik yogunluk

icin 684 nm’deki degerler kaydedilmistir.

3.2.4. Deney sonrasinda yapilan analizler
3.2.4.1. Hasat islemi

Kiiltiirlerin logaritmik artis fazindan sonra, kontrol ve deney gruplarina ait
orneklerin hasat islemi ODTU Merkezi Laboratuvarinda, 9000 rpm de 30 dk santrifiij
edilerek yapilmistir (Sekil 3.5 a-b). Santrifiij edilen 6rnekler, etiivde 40 °C’de 24 saat

stireyle kurutulmustur.

3.2.4.2. Lipit ve yag asidi analizi

Lipit analizi, Bligh ve Dyer (1959) metoduna gore yapilmistir. 0.2 g homojenize
ornek tizerine 120 ml metanol/kloroform (1/2) eklenmis ve karistirilmistir. Sonrasinda
orneklere 20 mL % 0.4’lik CaCl; soliisyonundan eklenmis, slizme kagidindan darasi
alinmig balon jojelere siizdirilmistiir. Balon jojeler, agizlar1 hava almayacak sekilde
kapatilip, 1 gece karanlik bir ortamda bekletilmis ve ertesi glin metanol-sudan olusan {ist
tabaka bir ayirma hunisi yardimiyla alinmistir. Balonlarin i¢inde kalan kloroform-lipit
kismindan kloroform 60 °C’de su banyosunda ugurulmustur. Bu islemlerden sonra balon
jojeler, etiivde 1 saat 90 °C’de bekletilmis ve igerisindeki kloroformun tamamen ugmas1
saglanmigtir. Desikator igerisinde oda sicakligina kadar sogutulmus ve hassas terazide

Olctimler yapilmistir. Lipit oraninin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmistir.

Lipit miktar1 (%) = [ Ekstrakte edilen lipit miktar1 (g) / mikroalg 6rnek miktari (g) ] x
100

Eksrakte edilmis lipitten, yag asidi metil esterlerinin tespiti, Ichihara ve ark.
(1996) metoduna gore yapilmistir. 25 mg eksrakte edilmis lipit 6rnegi {izerine 4mL
2M’lik KOH ve 2mL n-heptan ilave edilmistir. Oda sicakliginda 2 dakika vortekste
karistirtldiktan sonra, 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve sonrasinda heptan
tabakas1 gaz kromotografisinde analiz edilmistir. Bu analizler, Mersin Universitesi Su

Uriinleri Fakiiltesi Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.5. a-b. Monoraphidium contortum hasat islemi
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Hiicre Sayisi

Kiiltiirlerin baslangi¢ hiicre sayilar1 (8.75x10% — 9.25x10° hiicre/mL) arasindadir.
Tablo 4.1°de ¢alisma periyodu boyunca, N (azot) miktar1 degistirilerek modifiye edilmis
besin ortamlarindaki toplam hiicre sayisindaki artiglar gosterilmistir. Calismanin 29.
giniinde [(5) %100 N] kiiltir kosulundaki Monoraphidium contortum kiiltiiriiniin
(2.38x10* hiicre/mL) en yiiksek hiicre sayisina sahip oldugu, en diisiik hiicre sayisinn ise
(2.15x10* hiicre/mL) ile [(1) N yok ve (2) %25 N] Kkiiltir kosullarinda oldugu
bulunmustur. Diger besin ortami kosullarinda ise hiicre sayilar1 2.18x10* ile 2.28x10*

(hiicre/mL) arasinda tespit edilmistir (Sekil 4.1).

Tablo 4.1. Monoraphidium contortum kiiltiirlerinin 5 farkli (N) konsantrasyonundaki
hiicre sayilari (hiicre/mL)

Kiiltiir Kosullar: ve Hiicre Sayilar (hiicre/mL)

Giinler ()Nyok  (%25N  (3)%50N (4 %75N  (5) %I100N

1 9.25x10° 8.7 x10° 9.00x10° 8.75x10° 9.00x10°
3 1.03x10* 1.00x10* 1.03x10* 1.00x10* 1.00x10*
5 1.20x10* 1.10x10* 1.08x10* 1.08x10* 1.05x10*
7 1.33x10* 1.18x10* 1.18x10* 1.10x10* 1.15x10*
9 1.40x10* 1.30x10* 1.58x10* 1.13x10* 1.20x10*
11 1.45x10* 1.35x10* 1.60x10* 1.18x10* 1.23x10*
13 1.48x10* 1.40x10* 1.63x10* 1.23x10* 1.35x10*
15 1.50x10* 1.43x10* 1.65x10* 1.35x10* 1.40x10*
17 1.58x10* 1.48x10* 1.78x10* 1.58x10* 1.70x10*
19 1.65x10* 1.53x10* 2.05x10* 1.90x10* 1.93x10*
21 2.00x10* 1.60x10* 2.08x10* 2.08x10* 2.03x10*
23 2.10x10* 1.70x10* 2.13x10* 2.18x10* 2.30x10*
27 2.20x10* 2.05x10* 2.15x10* 2.23x10* 2.33x10*
29 2.15x10* 2.15x10* 2.18x10* 2.28x10* 2.38 x10*
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Hiicre Sayisi (hiicre/mL)

2,50E+04
2,00E+04

1,50E+04 (1) N yok
B (2) %25 N

1,00E+04 - ® (3) %50 N
(4) %75 N
5,00E+03 - m (5) %100 N
0,00E+00 -
1 3 5 7

9 11 13 15 17 19 21 23 27 29

(hiicre/mL)

Giinler

Sekil 4.1. Monoraphidium contortum kiiltiirlerinin 5 farkli (N) konsantrasyonundaki

hiicre sayilar1 (hiicre/mL)
4.2. Kuru Agirhk

Kiiltiirlerin kuru agirliklar: ve hiicre sayimlari es zamanli olarak gergeklestirilmis ve kuru
agirliklart Tablo 4.2 ve Sekil 4.2°de verilmistir. Calismanin 29. giiniinde [(5) %100 N]
modifiye besi ortaminda yetisen kiiltiirlerde en yiiksek kuru agirlik (0.00078 g/mL) tespit
edilirken, en diistik kuru agirliklar [(1) N yok ve (2) % 25 N] kiiltiirlerinde (0.00046 g/mL)
olarak Ol¢iilmiistiir. Diger iki ortamda ise [(3) % 50 N]’de 0.00057 g/mL ve [(4) %75
N]’de 0.00068 g/mL’dir.
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Tablo 4.2. Monoraphidium contortum kiiltiirlerinin 5 farkli (N) konsantrasyonundaki
kuru agirlik degerleri (g/mL)
Kiiltiir Kosullar1 ve Kuru Agirhik Degerleri (g/mL)

Giinler
(O)Nyok (2)%25N  (3)%50N  (4) %75N  (5) %100 N

1 0.00012 0.00011 0.00011 0.00011 0.00012

3 0.00016 0.00015 0.00026 0.00032 0.00034

5 0.00017 0.00023 0.00031 0.00037 0.00042

7 0.00023 0.00026 0.00035 0.00039 0.00047

9 0.00024 0.00028 0.00036 0.00041 0.00049

11 0.00025 0.00029 0.00037 0.00045 0.00051

13 0.00027 0.00034 0.00041 0.00051 0.00053

15 0.00032 0.00037 0.00045 0.00055 0.00057

17 0.00035 0.00038 0.00046 0.00056 0.00062

19 0.00036 0.0004 0.00048 0.00057 0.00065

21 0.00037 0.00041 0.00051 0.00058 0.00066

23 0.00041 0.00043 0.00052 0.00062 0.00069

27 0.00042 0.00044 0.00056 0.00065 0.00072

29 0.00046 0.00046 0.00057 0.00068 0.00078

Kuru Agirlik (g/mL)
0,0009
0,0008
0,0007
0,0006 = (1) N yok
— 0,0005
£ H(2) %25 N

S 0,0004

0,0003

0,0002 4) %75 N
0,0001 II I I | M (5) %100 N
0
1 3 5 7

9 11 13 15 17 19 21 23 27 29
Giinler

(
(
(3) %50 N
(
(

Sekil 4.2. Monoraphidium contortum kiiltiirlerinin 5 farkli (N) konsantrasyonundaki kuru

agirlik degerleri (g/mL)
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4.3. Pigment Miktarinin Tespiti

Bes farkli azot konsantrasyonunun uygulandigi Monoraphidium contortum
kiiltiirlerinde en yiiksek klorofil-a konsantrasyonu [(5) %100 N] kosulda yetisen kiiltiirde
(10.12 pg LY) olarak élgiiliirken 29.giiniin sonunda en diisiik deger [(1) N yok] kiiltiiriinde
(5.78 ng LY bulunmustur (Tablo 4.3 ve Sekil 4.3).

Tablo 4.3. Monoraphidium contortum kiiltiirlerinin 5 farkli (N) konsantrasyonundaki
klorofil-a miktarlar1 (ug LY)
Kiiltiir Kosullar1 ve Klorofil-a Degerleri (ug L)

Giinler
(O)Nyok (2)%25N  (3)%50N (4 %75N  (5) %100 N
1 2.18 2.18 2.18 2.18 2.18
3 1.9 2.25 2.83 1.58 2.34
7 4.03 2.57 5.45 4.44 1.85
16 5.44 7.98 9.01 9.51 8.18
22 8.59 10.03 10.7 10.34 11.16
29 5.78 9.36 9.46 10.03 10.12
Klorofil-a (ug L?)
12,00 -
10,00 -
8,00 1 B (1) N Yok
< 6,00 - m(2) %25 N
=1
(3) %50 N
4,00 -
(4) %75 N
2,00 I I ' I I I m (5) Kontrol
0,00 -
1 3 7 16 22 29
Giinler

Sekil 4.3. Monoraphidium contortum kiiltiirlerinin 5 farkli (N) konsantrasyonundaki

klorofil-a miktarlar1 (ug L)

Farkl1 kiiltiir ortamlarindaki toplam karotenoid miktarinda en yiiksek [(4) %75 N]
ortaminda (6.89 pug L) en diisiik ise [(1) N yok] ortaminda (6.03 pg L?) olarak
Ol¢iilmiistiir (Tablo 4.4 ve Sekil 4.4).
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Tablo 4.4. Monoraphidium contortum kiiltiirlerinin 5 farkli (N) konsantrasyonundaki
karotenoid miktarlar1 (ug L?)
Kiiltiir Kosullar1 ve Karotenoid Degerleri (ug L)

()Nyok (2)%25N (3)%50N (4) %75N  (5) %100 N

L 2.17 2.17 2.17 2.17 2.17
3 2.31 3.77 3.63 3.76 2.29
7 3.45 2.8 4,26 3.39 2.96
16 4.81 55 6.09 6.48 6.05
22 8.67 7.46 7.9 7.5 8.03
29 6.03 6.59 6.37 6.89 6.22
Karotenoid (ug L)
10,00 -
9,00
8,00
7,00
6,00 m (1) N Yok
= 500 - m(2) %25 N
=3
4,00 - M (3) %50 N
3,00
(4) %75 N
2,00
1,00 ' I II I I I H (5) Kontrol
0,00 -
1 3 7 16 22 29
Ginler

Sekil 4.4. Monoraphidium contortum kiiltiirlerinin 5 farkli (N) konsantrasyonundaki
karotenoid miktarlar1 (pg Lt)

4.4. Optik Yogunluk

Kiiltiirlerin optik yogunluklar1 da ekimin yapildig: ilk giinden ¢aligmanin sonlandirildig:
giine kadar hiicre sayimlar1 ve kuru agirliklarla birlikte Ol¢lilmiistiir. Calismanin 29.
giiniinde ve 684 nm absorbansta en yiiksek optik yogunluk [(5) %100 N] nolu kiiltiirde
(1.98), en diisiik [(2) % 25 N] nolu kiiltiirde (1.75) olarak tespit edilmistir (Tablo 4.5 ve
Sekil 4.5).
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Tablo 4.5. Monoraphidium contortum kiiltiirlerinin 5 farkli (N) konsantrasyonundaki
optik yogunluk degerleri

Kiiltiir Kosullar1 ve Optik Yogunluk Degerleri
Giinler (I)Nyok  (2)%25N  (3)%50N  (4) %75N  (5) %100 N

1 0.65 0.63 0.64 0.63 0.65
3 0.73 0.74 0.73 0.70 0.73
5 0.82 0.86 0.89 0.87 0.91
7 0.93 0.93 0.90 0.91 0.93
9 0.96 0.94 0.93 0.97 0.97
11 0.99 1.04 1.04 1.09 1.04
13 1.14 1.13 1.16 121 1.21
15 1.26 1.18 1.25 1.29 1.31
17 1.46 1.41 1.49 1.46 1.51
19 1.52 1.42 1.54 1.52 1.58
21 1.58 1.46 1.62 1.58 1.62
23 1.71 1.64 1.75 1.74 1.78
27 1.78 1.72 1.83 1.86 1.78
29 1.86 1.75 1.94 1.92 1.98
Optik Yogunluk

2,50
2,00

1,50 H (1) N yok
H(2) %25 N

€
o
<
2]
L 1,00 H(3) %50 N
(4) %75 N
0,50
m(5) %100 N
0,00
1 3 5 7 9

11 13 15 17 19 21 23 27 29
Giinler

Sekil 4.5. Monoraphidium contortum kiiltiirlerinin 5 farkli (N) konsantrasyonundaki

optik yogunluk degerleri

Kiilttirlerin absorbans ve hiicre konsantrasyonlar1 arasindaki iligki i¢in kalibre edilmis

veriler Sekil 4.6'da gosterilmistir. Optik yogunluk (nm) ve hiicre konsantrasyonu

26



(hiicre/mL) arasindaki korelasyon (Pearson) lineardir. Bulunan bu degerler: (1) N yok
(R?=0.9306), (2) % 25 N (R?=0.918), (3) % 50 N (R?=0.9108), (4) % 75 N (R?=0.9344),
(5) %100 N (R?=0.9603) seklinde hesaplanmustir.

Optik Yogunluk (nm)
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Y s00e+03
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Sekil 4.6. Kiiltiirlerin optik yogunluk (nm) ve hiicre konsantrasyonu (hiicre/mL)

arasindaki korelasyon
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4.5. Spesifik Biiyiime Oram

Hem kontrol hem de % N oraninin degistirilerek hazirlanan besin kiiltiir ortamlarinda
yetistirilen Monoraphidium contortum i¢in biiyiime egrileri Sekil 4.7’de verilmistir. Alg
biiyiime oram [(3) % 50 N] modifiye besi ortaminda ve 19.giinde (0.1465 d) ile en
yiiksek bulunmus ve ikilenme siiresi (4.7 d!) olarak hesaplanmistir. En diisiik oran 21.
giinde (0.0667 d1) ile [(2) % 25 N] modifiye besi ortaminda bulunmus ve ikilenme siiresi
(10.3 d}) olarak belirlenmistir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Monoraphidium contortum kiiltirlerinin 5 farkli (N) konsantrasyonundaki

spesifik lireme orani

Kiiltiir Kosullar1 ve Spesifik Biiyiime Oram (d!)

Giinler (1) N yok (2) %25 N (3) %050 N (4) %75N  (5) %100 N
1 0 0 0 0 0
3 0.0084 0.0088 0.0076 0.0112 0.0103
5 0.0085 0.0166 0.0077 0.0114 0.0181
7 0.0175 0.0172 0.0078 0.0208 0.0212
9 0.0232 0.0181 0.0119 0.0217 0.0243
11 0.0243 0.0188 0.0238 0.0361 0.0454
13 0.0275 0.0241 0.0365 0.0485 0.0485
15 0.0495 0.0329 0.0444 0.0667 0.0526
17 0.0513 0.0476 0.0650 0.0770 0.0971
19 0.0788 0.0505 0.1465 0.0938 0.0636
21 0.0962 0.0667 0.0721 0.0441 0.0621
23 0.0244 0.0468 0.0060 0.0235 0.0253
27 0.0116 0.0303 0.0057 0.0111 0.0106
29 0.0112 0.0238 0.0029 0.0056 0.0027
_pmax: 0.0962 0.0667 0.1465 0.0938 0.0971
Ikilenme
siiresi 7.2 10.3 4.7 7.3 7.1
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Spesifik Biiyiime Orani
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Sekil 4.7. Monoraphidium contortum kiiltiirlerinin 5 farkli (N) konsantrasyonundaki

spesifik tireme orani

Monoraphidium contortum tiiriiniin yetistirildigi bes farklit modifiye besi ortami1 bilesimi
icin ortalama biyokiitle verimi [Pgiyokitle (gL d1)] Tablo 4.7°de gosterilmektedir.
Maksimum Pgiomass miktar1 [(5) %100 N] kiiltiiriinde 0.000041 iken bunu sirasiyla [(4)
%75 N]’te 0.000032 (gLt d?), [(3) %50 N]’te 0.000026 (gLt d™), [(1) N yok] ve [(2)
%25 N]’te 0.000017 (gL d?) olarak takip etmistir. Tablo 4.7’de de agik¢a goriildiigii
gibi ml/L/giin cinsinden maksimum biyokiitle verimi (hiicre sayisi) bakimindan [(3) %50
N] kiiltiiriinde 1.08x10° (hiicre/ml/L/giin) en yiiksek iken [(2) %25 N] kiiltiiriinde en
diisiik 7.62x10? (hiicre/ml/L/giin) olarak dl¢iilmiistiir.

Tablo 4.7. Bes farkli % N konsantrasyon ortam bilesimi i¢in ortalama biyokiitle

uretkenligi (kuru agirlik) ve (hiicre sayisi)

M Nyok (2%25N  (3)%50N  (4) %75N  (5) %100 N

Volumetrik Biyomas 0.000017 0.000017 0.000026 0.000032 0.000041
Verimi (gL*dY)

Verim
(hiicre/ml/L/giin) 9.52 x 10? 7.62 x 102 1.08 x 108 1.00 x 108 1.00 x 108
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Tablo 4.8’de galisma periyodu boyunca Monoraphidium contortum tiiriiniin farkli azot

konsantrasyonlarindaki tireme ve gelisme performanslari toplu olarak verilmistir.

Tablo 4.8. Monoraphidium contortum’un 5 farkli (N) konsantrasyonundaki tireme

performansi

(1) N yok (2) %25 N (3) %50 N (4) %75 N (5) %100 N
Baslangig hiicre 9.25 x 10° 8.75 x 10° 9.00 x 10° 8.75 x 10° 9.00 x 10°
sayisi (giin 1,
hiicre/mL)
Final Hiicre 2.15x 10%+ 2.15x 10%+ 2.18 x 10%+ 2.28 x 10%+ 2.38 x 10% +
Sayisi (giin 29, 3.26 x 10? 3.26 x 10? 2.48 x 10? 1.79 x 102 2.90 x 10?
hiicre/mL)
Baslangic optik 0.65 0.63 0.64 0.63 0.65
yogunluk
Final optik 1.86 +0.05 1.75+0.05 1.94 £ 0.05 1.92+0.04 1.98 £0.06
yogunluk
Ureme Oram 0.0962 0.0667 0.1465 0.0938 0.0971
(giin™)
Ikilenme (giin™®) 7.2 10.3 4.7 7.3 7.1
Verim 9.52 x 10? 7.62 x 10? 1.08 x 10° 1.00 x 10° 1.00 x 10°
(hiicre/ml/L/giin)
Baglangig¢ kuru 0.00012 0.00011 0.00011 0.00011 0.00012
agirlik (giin 1, g
LY
Final kuru agirlik 0.00046 + 0.00046 + 0.00057 + 0.00068 + 0.00078 +
(giin 29, gL 0.000027 0.000027 0.000022 0.000022 0.000022
Ortalama 0.000017 0.000017 0.000026 0.000032 0.000041

biyomas verimi

Pgiomas (g L"lgi'm"l)

Veriler, ti¢ denemenin ortalama + standart sapmasi olarak verilmistir. Ortalama degerler, n = 3.

4.6. Yag Asidi Profili

Monoraphidium contortum’un yag asidi bilesimleri Tablo 4.9’da verilmistir. Tablodan da

goriilebilecegi gibi bu yag asitleri [Palmitik asit (C16:0), Stearik asit (C18:0), Palmitoleik
asit (C16:1), Oleik asit (C18:1n9c), Linolelaidik asit (C18:2n6t), a-Linolenik asit
(C18:3n3), Gamma linolenik asit (C18:3n6), Dokosaheksaenoik asit (C22:6n3)] olarak

tespit edilmistir.
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Tablo 4.9. Monoraphidium contortum’un yag asidi profili (%)

Yag Asitleri (%0) (1) N yok (2) %25 N (3) %50 N (4) %75 N (5) %100
X =8, X =8, X=S8, e N

X8,

Palmitik asit 28.58+1.492 36.45+2.73% 34.15+1.22% 45.80+0.84¢ 40.60+1.49¢

(C16:0)

Stearik asit 12.2442 252 18.47+0.58¢ 10.30+0.70? 25.56+0.83¢ 13.62+0.86"

(C18:0)

YSFA 40.83 54.91 44.45 71.36 54.22

Palmitoleik asit 1.29+0.342 0.90+0.282 2.12+0.11° 1.01+0.172 1.19+0.222

(C16:1)

Oleik asit 8.96+1.40° 6.18+0.542 16.66+0.58¢ 6.96+0.082 13.62+0.55¢

(C18:1n9c)

SMUFA 10.25 7.08 18.78 7.97 14.82

Linolelaidik asit 2.18+0.282 1.77+0.302 2.39+0.172 3.21+0.22° 2.06+0.132

(C18:2n6t)

Linoleik asit 5.93+0.452 5.21+0.352 6.13+0.172 5.18+0.322 5.11+0.302

(C18:2n6c)

a-Linolenik asit 6.59+1.01°¢ 3.30+0.172 7.90+0.12° 5.08+0.22° 6.13+0.25°

(C18:3n3)

Gamma linolenik 0.74+0.142 2.57+0.49° 0.83+0.082 2.05+0.16° 0.77+0.102

asit (C18:3n6)

Dokosaheksaenoik 2.05+0.25P 2.33+0.47° 0.51+0.132 1.29+0.16° 0.79+0.102

asit (C22:6n3)

YPUFA 17.49 15.18 17.77 16.81 14.87

YIdentified 68.57 77.17 81.00 96.14 83.90

Unidentified 31.43 22.83 19.00 3.86 16.10

Ayni satirda farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak farklidir (p<0,05). n=3
xss, ortalama+Standart sapma

4.7. Lipit Analizi

Kiiltiirlere ait (%) lipit miktar1 Tablo 4.10’da verilmistir. Buna gore en yiiksek lipit

miktar1 % 32.11 ile (% 50 N) ortaminda yetisen kiiltiirden elde edilirken en diisiik lipit

miktari ise (%100 N) ortaminda % 14.56 olarak tespit edilmistir.
Tablo 4.10. Monoraphidium contortum’un Lipit Miktar1 (%)

(1) N yok

(2) %25 N

(3) %50 N

(4) %75 N

(5) %100 N

Lipit (%)

24.61

18.02

3211

20.18

14.56
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Artan diinya niifusu ve yiiksek kaliteli besin takviyelerine olan talebin artmasiyla
birlikte, yakin gelecekte katma degeri yiiksek biyolojik {irlinler i¢in umut verici bir
kaynak saglayan c¢esitli dogal ortamlardan yeni mikroalg suslarin kesfedilmesi
gerekmektedir. Mikroalglerin dogal katma degeri yiiksek biyolojik iirtinleri sentezleme
yetenegi, bu fotosentetik hiicre fabrikalarin1 6nemli bir kaynak haline getirmistir. Ayrica,
bu tiir biyoaktif molekiiller, nutrasoétik ve kozmetik endiistrilerinde biiylik ilgi

gormektedir (Singh ve ark., 2020).

Giinliik ihtiyaclarin karsilanmasi i¢in yenilenemeyen enerji kullaniminin 100 yili
askin siiredir siirekli ve hizli bir artis géstermesi, yenilenebilir kaynaklara dayali alternatif
enerji kaynaklar1 arayisini tetiklemistir. Diinya ¢apinda en biiyiik enerji talebi yakit
oldugundan, biyoyakit gelistirmek i¢in yogun caba sarf edilmektedir. En yaygin
biyoyakitlar, sirasiyla dizel ve benzinin yerini alan biyodizel ve biyoetanoldiir. Bitkisel
ve hayvansal yaglardan biyodizel liretmek miimkiin olsa da, bu iiriinleri elde etmek i¢in
genis arazi uzantillar1 gereklidir. Dolayisiyla diger mahsullerle rekabet veya
biyogesitlilikte azalma ile sonug¢lanmaktadir. Biyodizel kaynagi olarak mikroalgler gibi
alternatiflere ihtiyag¢ vardir (Pineda-Camacho ve ark., 2019). Bu tek hiicreli fototroflar,
daha hizli biiyiime oranlarina, daha fazla yag igerigine ve ¢evredeki olumsuz kosullara
daha iyi uyum sagladiklarindan orijinal biyodizel kaynaklar1 olan bitkisel yaglara gore
cesitli avantajlara sahiptir. Ayrica, siirekli kosullar altinda yetistirilebilirler ve
biyokiitlelerindeki CO2'1 dogrudan sabitleme kapasiteleri sera etkisine neden olan

gazlarin azaltilmasina katkida bulunur (Shin ve ark., 2018).

Bu calismada, mikroalg susu, Hacettepe Universitesi Beytepe kampiisiindeki
goletten izole edilmistir. Bu tiir ¢cevresel bolgelerden izole edilen mikroalgler, biyotik
ve/veya abiyotik stres kosullarin iistesinden gelmek ve bu kosullara uyum saglamak i¢in
olumsuz kosullarda spesifik metabolitler lireten habitatlarina ve genetik mimarisine 6zgi
daha yiiksek adaptasyon kabiliyeti gostermektedirler. Bu nedenle siirdiiriilebilir kalkinma
icin bu tiir mikroalg suslarinin potansiyelini degerlendirmek ve analiz etmek 6nemli bir

yaklasim haline gelmistir.

Besleyici ortamin bilesimi, mikroalglerin hem biiylime hizi hem de nihai
biyokiitle konsantrasyonu lizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Alg biliylimesi i¢in ortamda
N, P, K, Mg, Ca, S, Fe, Cu, Mn ve Zn gibi ¢ok sayida makro ve mikro besin gereklidir.

Genel olarak biiylime ve hiicre i¢i biyokimyasal dongiiler N ve P'nin ortamda
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bulunmasina baglidir (Yalcin, 2020). Bu calismada odak noktamiz, biyoyakitlarin ve
katma degeri yiiksek biyolojik tiriinlerin liretimi i¢in besin stresini belirlemek ve optimize
etmektir. Bu calismada BG-11 besiyeri 5 farkli sekilde modifiye edilereck Monoraphidium
contortum kiiltiirlerinin besin yoksunluguna maruz kaldiklarinda tiremeleri, pigment

miktari, lipit ve yag asidi miktarindaki degisimler incelenmistir.

Calismada kullanilan mikroalg Monoraphidium contortum kiiltiirlerinin Kuru
agirliklart ve hiicre sayimlari es zamanl olarak gergeklestirilmistir. Calismanin 29.
giintinde [(5) %100 N] kiiltiir kosulundaki Monoraphidium contortum kiiltiiriiniin hiicre
sayisinin (2.38x10% hiicre/mL) ve kuru agirlig1 (0.00078 g/mL) ile en yiiksek oldugu tespit
edilmistir. [(1) N yok ve (2) % 25 N]’de yetisen kiiltiirlerde hiicre sayis1 (2.15x10*
hiicre/mL), kuru agirlik (0.00046 g/mL) olarak en diisiik 6l¢iilmiistiir. Baglangi¢ ekimini
takiben tiim mikroalglerin biliylimesi artmis, belirgin bir adaptasyon agsamasi
gbzlenmemistir. Diger kiiltiir kosullarinda bunlarin arasinda degerler tespit edilmistir.
Ekim islemini takiben Monoraphidium contortum kiiltiirlerinin biiyiime orani [(3) % 50
N] modifiye besi ortaminda ve 19. giinde (0.1465 d™!) ile en yiiksek bulunmus ve ikilenme
siiresi (4.7 d?) olarak hesaplanmustir. En diisiik oran 21. giinde (0.0667 d?) ile [(2) % 25
N] modifiye besi ortaminda bulunmus ve ikilenme siiresi (10.3 d) olarak belirlenmistir.
Biiyiime gozlem siiresinin sonuna dogru yavaslama egilimi gostermis ve sonrasinda
kiiltiirler duragan faza girmistir. En hizli bliylime orani veya iistel fazin inkiibasyonun
baslangicindan 19. giine kadar meydana geldigi gorilmiistiir. Bir gecikme fazinin
olmamasi, aktivasyonun Onceki ii¢ asamasmin tim kiiltiirlerde adaptasyon fazim
azaltmay1r basardigin1 gostermektedir, yani hiicreler taze ortama girer girmez
biiylimiislerdir. Ayrica, biiylime 25. giinlerden itibaren diisme egiliminde olup, bu da
ortamdaki ¢evresel kosullarin artik biiyiimeyi desteklemedigini gostermektedir. Singh ve
ark., (2020) tarafindan yapilan ¢alismada Monoraphidium sp. kiiltiiriniin iireme orani
0.20 d*, biyomas iiretimi 60.56 mg L™d? olarak bulunmustur. Bu calismada elde edilen

sonuglarin daha verimli oldugu gortilmektedir.

Besinden yoksun bir ortamda, stres glinler boyunca devam ettik¢e toplam klorofil
miktarinin 29. giinde yapilan 6l¢iimlerde azaldigi gozlenmis ve bunun da hiicre
yaslanmas1 belirtilerinden kaynaklandigir diisliniilmistiir. Klorofil molekiillerinin
formlarinda dort nitrojen molekiilii igermesi muhtemeldir. Ikaran ve ark., (2015) bunun
nedeninin nitrojen yoklugunda organellerin belirli bilesikleri sentezlemesini ¢cok daha zor

hale getirdiginden kaynaklandigini belirtmistir. Bu ¢alismada da bes farkli azot

33



konsantrasyonunun uygulandigi Monoraphidium contortum kiiltiirlerinde en yiiksek
klorofil-a konsantrasyonu [(5) %100 N] kosulda yetisen kiiltiirde (10.12 pug L) olarak
olciiliirken 29. giiniin sonunda en diisiik deger [(1) N yok] kiiltiiriinde (5.78 pg L™?)
bulunmustur. Karotenoid miktarlar1 da benzer sekilde 29. giinde yapilan olgiimde diisiis
gostermistir. Farkli kiiltiir ortamlarindaki toplam karotenoid miktarinda en yiiksek [(4)
%75 N] ortaminda (6.89 nug L) en diisiik ise [(1) N yok] ortaminda (6.03 pg L) olarak
Ol¢tilmiistiir (Tablo 4.4 ve Sekil 4.4). Bojovi¢ ve Stojanovi¢ (2005), ortamdaki N ve P'nin
sinirlandirilmasinin/yoklugunun pigmentin bilesimini etkileyebilecegini, klorofil ve
karotenoid konsantrasyonunu degistirebilecegini ve sonug¢ olarak fotosentez oranini
degistirebilecegini bildirmistir.

Mikroalgler, hiicre kuru agirliginin % 50'sinden fazlasini, ¢ogunlukla depolama
lipitleri olarak triagilgliseroller (TAG'ler) formunda olmak iizere lipitlerde biriktirme
yetenegine sahiptir. Bununla birlikte, optimize edilmis biiylime kosullar1 altinda, TAG'ler
yalnizca kiigiik miktarlarda iiretilir; hiicreler yalnizca besin siirlamasi (nitrat ve fosfat),
sicaklik, pH veya hafif stres gibi biiylimeyi sinirlayan stres kosullar1 altinda biiyiik
miktarlarda TAG biriktirir. Besin siirlamasi altinda lipit birikimi iyi bilinen bir olgudur
(Shrivastav ve ark., 2015).. Azot, mikroalg gelisimi i¢in gerekli bir besindir. BG-11
ortaminda, nitrojen baglica 17.6 mM'de bulunan sodyum nitrat formundadir.
Monoraphidium contortum'da hangi nitrojen kaynaginin en yiiksek biiylimeyi ve lipit
uiretkenligini belirlemek i¢in organizma, farkli nitrojen kaynaklar1 ile modifiye edilmis
BG-11 ortaminda biiyiitiilmiistiir. Bes farklt modifiye besi ortaminda yetisen kiiltiirlerin
yag asidi kompozisyonlarina bakildigi zaman en yiiksek degerler su sekilde tespit
edilmistir: Palmitik asit (C16:0) (%75 N) ortaminda % 45.80, Stearik asit (C18:0) (%75
N) ortaminda % 25.56, Palmitoleik asit (C16:1) (%50 N) ortaminda % 2.12, Oleik asit
(C18:1n9c) (% 50 N) ortaminda % 16.66, Linolelaidik asid (C18:2n6t) (%75 N)
ortaminda % 3.21, Linoleik asit (C18:2n6c) (% 50 N) ortaminda % 6.13, Gamma
linolenik asit (C18:3n6) (%25 N) ortaminda % 2.57, Dokosaheksaenoik asit (C22:6n3)
(%25 N) ortaminda % 2 33. Mikroalglerin cogundan elde edilen lipitlerin yag asidi profili,
biyodizel liretmek icin kullanilan bitkisel yaglarin profiline benzer sekilde palmitik asit
(C16:0) ve oleik asit (C18:1) agirliklidir (Pineda-Camacho ve ark., 2019).
Monoraphidium contortum bu calismada yiiksek konsantrasyonlarda palmitik asit
(C16:0) ve oleik asit (C18:1) sergilemistir, bu da tiiriin yiiksek kaliteli biyodizel iiretme

yeterliligini kanitlamaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Mikroalglerin besin yoksunlugu kosullarinda hiicre i¢i lipit miktarini artirdigina
dair yapilan arastirmalar, bu organizmalarin stres yaniti mekanizmalarini ve biyokimyasal
adaptasyonlarini 6nemli 6l¢iide aydinlatmaya baglamistir. Belirli mikroalg tiirlerinin azot
veya fosfor gibi temel besin maddelerinin kisitli oldugu ortamlarda hiicre igi lipit
birikimini artirdig1 bir¢cok calismada gosterilmistir. Bu artis, hiicrenin enerji depolama
kapasitesinin artmasi ve metabolik yollarin lipit sentezine yonelik olarak yeniden
diizenlenmesiyle iliskilendirilmistir. Besin yoksunlugunun hiicre i¢i lipit birikimini tesvik
eden biyokimyasal sinyalleri tetikledigi ve bu durumun, mikroalglerin biyodizel iiretimi
gibi uygulamalarda potansiyel olarak kullanilabilir yiiksek enerji icerikli lipitlerin elde
edilmesi agisindan 6nem tasidigini ortaya koymustur. Bu g¢alismada Monoraphidium
contortum tiirii, ekimi takiben 29. giinde % 50 azot (N) igeren ortamda yetistirildiginde
maksimum lipit igerigine (% 32.11) ulasmistir, buna karsilik % 100 N iceren ortamda ise
lipit miktar1 % 14.56 olarak kaydedilmistir. Modifiye edilen BG-11 besin ortamlarinda
yetistirilen Monoraphidium contortum'un toplam lipit igerikleri degerlendirildiginde,
diger mikroalg tiirlerine goére belirgin bir sekilde yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu
calisgmada da Monoraphidium contortum'un lipit birikimi, besin seviyeleri ve kiiltiir
durumuyla ilgili streslerden ve 6zellikle mikroalgler i¢in en kritik besin maddesi olan
azottan etkilenmistir. Bu bulgular, mikroalglerin biyoteknolojik kullanimi ve
yenilenebilir enerji kaynaklar1 olarak degerlendirilmesinde 6nemli bir yer tutmaktadir.
Mikroalglerin besin yoksunluguna maruz kaldiginda hiicre i¢i lipit miktarini artirmasi
izerine yapilan ¢alismalar, bu canlilarin enerji depolama mekanizmalarinin ve metabolik
adaptasyonlarinin anlasilmasinda 6nemli bir kilometre tas1 olusturmaktadir. Bu
adaptasyon, mikroalglerin biyodizel {iretimi gibi yenilenebilir enerji kaynaklarina
doniistiiriilmesinde  stratejik bir avantaj sunar ve gelecekte siirdiiriilebilir enerji

coziimlerine katkida bulunabilecek potansiyeli isaret etmektedir.
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