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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

KULTUR KOSULLARINDA BESIN TUZU EKSIKLIGININ
ALG GELISiMI UZERINE ETKIiLERI

Ayca KOSAR
Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal
Damisman: Dog. Dr. Tiilay OZER

Bu aragtirma kapsaminda, bir mikroalg tiirli olan Chlamydomonas sp. laboratuvar
ortaminda BG 11 modifiye besiyerinde besin agligi kosullarinda yetistirilmistir.
Mikroalgal TAG'larin biiylik 6lg¢ekli iiretimi su anda ekonomik degildir. Alan fiyat1 ve
hacimsel TAG verimliligini ve kalitesini artirarak maliyet fiyat1 disiiriilebilir. Bu
ozellikleri gelistirmek i¢in Kirsehir Ahi Evran Universitesi-Mikroalg Kiiltiir Koleksiyonu
(KAEU-MAK)’ ndan temin edilen Chlamydomonas sp. susunun azot ve fosfor aclikli
kosullar altinda iireme yetenegi, toplam lipid, fatty asidi bilesimi ve kompozisyonu
yoniinde verecegi tepkiler arastirilmistir. 22 giin sonra, numunelerin dondurularak
kurutulmus biyokiitle, toplam lipit ve yag asidi analizleri dis merkezli bir laboratuvarda
gerceklestirilmistir. %50 N (-) ve %100 N (-) eksikliklerinde hiicrelerin optik yogunluk
ve klorofil a degerlerinde kismen daha basarili bir gelisim gozlenmektedir. Toplam lipid
yogunluklar1 %18,9-19,7 arasinda degismistir ancak kontrol grubu en yiiksek orandaydi.
En yiiksek TAG birikimi C16: 0 (SFA), C18: 1 (MUFA) ve C18: 3 (PUFA) yag
asitlerinden olusmustur. En yiiksek fatty asidi bilesimi %50 N (-) kosulunda linoleic asid
(C18: 3)’de kaydedilmistir.

Haziran 2020, 34 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Mikroalg, Chlamydomonas sp., bliylime, besin acligi, toplam lipid,
fatty asidi.



ABSTRACT

Master's Thesis

KULTUR KOSULLARINDA BESIN TUZU EKSIKLiGININ
ALG GELISIiMI UZERINE ETKILERI

Ayca KOSAR

Kirsehir Ahi Evran University
Institute of Science
Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Tiilay OZER

In this research, a microalgae species (Chlamydomonas sp.) was grown in the laboratory
conditions under nutrient-starvation conditions on BG 11 modified medium. Large-scale
production of microalgal TAGs is currently not economical. The cost price can be reduced
by increasing the area price and volumetric TAG efficiency and quality. In order to
improve these properties, Chlamydomonas sp. was obtained from Kirsehir Ahi Evran
University-Microalgae Culture Collection (KAEU-MAK) Center. This strain was
investigated in terms of reproductive ability under nitrogen and phosphorus deprived
conditions, total lipid, fatty acid composition and composition. After 22 days, the freeze-
dried biomass, total lipid and fatty acid analyzes of the samples were carried out in an
eccentric laboratory. After twentytwo days, freeze-dried biomass, total lipid and fatty acid
analyzes were performed in an external laboratory. In the 50% N (-) and 100% N (-)
deficiencies, a more successful development was observed in the optical density and
chlorophyll a values of the cells. Total lipid concentrations ranged from 18.9 to 19.7%,
but the control group had the highest rate. The highest TAG deposition composed of C16:
0 (SFA), C18: 1 (MUFA) and C18: 3 (PUFA) fatty acids. The highest fatty acid

composition was recorded in linoleic acid (C18: 3) at 50% N (-).
June 2020, 34 Pages

Key Words: Microalgae, Chlamydomonas sp., growth, nutrient starvation, total lipid,

fatty acid.
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1. GIRIS

Mikroalgler, tiim akuatik ekosistemlerde en bol ve yaygin bulunan, 151k enerjisi ve
inorganik besinleri tiiketen ve lipitler, karbonhidratlar, proteinler ve pigmentler gibi
biyokiitle agisindan zengin katma degerli iiriinler {ireten foto-ototrofik organizmalardir
(Markou and Nerantzis, 2013). Mikroalgler act ve sodali sulardan, termal su
kaynaklarina, karasal habitatlardan, ¢o6l ekosistemine kadar ekstrem kosullarda da
iireyebilen ve bulunduklar1 ortamlarda serbest oksijen iiretimine en biiylik katkiy1 sunan
organizmalardir. Dilinyada su ana kadar 40000’den fazla mikroalg tiirli tanimlanmig ancak
daha tanimlanamamis ¢ok sayida mikroalg tiiriiniin de bulundugu tahmin edilmektedir.
Sucul ortamlarda serbest azotu kullanabilmeleri agisindan da madde dongiisiine katkilari
onemli boyuttadir. Dolayisiyla, sucul ortamlardaki iklimsel faktorler basta olmak {izere,
her tiirlii evsel ve endiistriyel atiklar, tarimsal girdiler ve termal kirlenme gibi bir¢cok
faktor suyun fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinde degisikliklere yol acar ve bu

degisikliklere en hassas organizmalar mikroalglerdir.

Prokaryot ve Okaryot yapilanmalar1 ve dolayisiyla ¢ok fazla tiir ¢esitliligine sahip
olmalar1 mikroalgler iizerine sistematik, ekolojik, fizyolojik ve biyoteknolojik ¢aligmalari
da cesitlendirmektedir. Fotosentetik pigment dagilimlari, hiicre duvari, kame1 gibi hiicre
yapilanmalarindaki c¢esitliligin  yanisira, hiicrelerin biyokimyasal igerikleri ve
makromolekiiler kompozisyonlarinda ozellikle, tliretim ve depolama iirlinlerindeki
cesitlilikten dolayr da mikroalgler bilimsel arastirmalarda giincel ilgi odag:
olabilmektedir. Mikroalgler, hizl1 biiytimeleri, yiiksek tireme hizlar ile biyoteknoloji
alaninda ilag ve kozmetik sanayi, su {iriinleri yetistiriciligi, atik sularin aritimi gibi birgok

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

1.1. Amag¢

Mikroalgal tilirler hem biyoyakitlarin hem de yiiksek degerli metabolitlerin potansiyel
kaynagidir ve Uretimleri uygun kosullardaki biiyiime parametrelerine bagli olarak
belirlenebilir. Mikroalglerde lipid miktarlarinin degistirilmesi bazinda gelistirilen
stratejiler, fiziko-kimyasal stres faktorlerinin mikroalglerin metabolizmalar: tizerindeki
etkilerine dayalidir. Cevresel stresin yonetilmesi, laboratuvarda ve pilot 6l¢ekte mikroalg

bazli lipit iiretiminin rafine edilmesinde kullanilan tipik bir yaklagimdir. Lipit {iretimini
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arttirmak i¢in kullanilan en yaygin stres faktorleri sicaklik, 151k yogunlugu, azot ve fosfor
kaynaklaridir. Sicaklik, mikroalgal tiirlerin biiyiime hizini, net lipid verimliligini ve FA
(Fatty acid) profillerini biiylik oranda etkileyen bir stres faktoriidiir. Normalde daha
ylksek bir biiylime hizi i¢in optimum sicaklik seviyesinin uygulanmasi gerekir. Isik
mikroalglerin kimyasal bilesiminde 6nemli degisikliklere neden olabilir. Fotosentez ve
beraberinde fotoperyodla mikroalglerin biiyiimesi igin kritik bir faktordiir. 100-200
uE/m?/s arasindaki 1s1k siddetleri mikroalg iiretimi igin yaygin olarak kullanilir. Isik
yogunlugunu 200'den 400 pE/m?/s'ye ¢ikarmak mikroalglerde bilyiime oranini arttirir.
Ornegin, 151k yogunlugundaki artisla Chlorella vulgaris ve Scenedesmus sp. tiirlerinde

lipid verimliligi diisiikten yliksege dogru artmistir (Minhas ve dig., 2016).

Lipid verimliligini arttirmak i¢in iki asamali bir yetistirme yontemi Onerilir: Birinci
asamada, alglerin 6nce maksimum hiicre yogunlugunu elde etmek i¢in besinin yeterli bir
kosulda olmasi gerekir, ikinci asamada lipit birikimini tetiklemek i¢in besin aclik fazlar
ile modiile edilen kosullarda yetistirilir (Belotti ve dig., 2013). Chlamydomonas tiirlerinin
bircogunda lipid miktar yiiksektir ve biyodizel eldesi ¢calismalarinda da bu tiirler {izerine
ileri diizeyde arastirmalar mevcuttur. Bu tiir calismalari planlayabilmek ve yiirtitebilmek
icin uygun alg tiirlerini belirlemek asil problemdir. Bu aragtirmada, yag igeriginin yliksek
olma ihtimali oldugunu diisiindiigliimiiz ayni cinse ait iki tiirlin mikroalg biiytimesini takip
etmek, 6zellikle lipitlerin ve katma degerli tirlinlerin tiretimini arttirmak i¢in uygulanan
cevresel stres faktorlerinden nutrient (besin tuzu) azatlimi yontemini kullanarak lipid
iceriginde olasi degisimlerin Oon aragtirmasini yapmak istedik. Bu caligmanin amaci,
modifiye BG11 besin ortaminda, farkli azot ve fosfor oranlar1 altinda Chlamydomonas
suslarinin biiylime ve lipit iiretkenlik tepkisini arastirmaktir. Bu amagla, Kirsehir Ahi
Evran Universitesi, Mikroalg Alg Kiiltiir Koleksiyonu'ndan secilen Clamydomonas
suglarinin N ve P sinirlamalarinda lipid miktar1 ve fatty asidi (serbest yag asitleri)

kompozisyonunun analizi planlanmaistir.

1.2. Onem

Bir¢ok mikroalg tiirii TAG iiretme yetenegine sahiptir. Optimal biiylime kosullar1 altinda
cok diisiik miktarlarda TAG firetirler, ancak azot acligina maruz kaldiklarinda TAG
birikimi indiiklenir ve kuru agirligin %40'na kadar yiiksek iceriklere ulasilabilir (Breuer

ve dig., 2012). Siyanobakterilerle karsilastirildiginda, alglerin iki benzersiz 6zelligi,

2



kloroplastlar diginda hiicrelerin diger kisimlarinda yag damlaciklar1 seklinde biiyiik
miktarlarda lipit saklama ve elektron tasima sistemini hidrojen iiretimine baglama
yetenegidir (Radakovits ve dig., 2010). Hiicrede nétr lipidlerin birikmesinin, nisasta veya
karbonun lipitlere doniistiiriilmesi yoluyla gerceklestigini, ancak doniisiimiin mikroalgal
suslara bagli oldugunu, farkli suslarin, lipidlerin sentezlenmesi i¢in karbon akigini
karbonhidrat yolundan iletmek i¢in farkli bir mekanizmaya sahip oldugu belirtilmektedir
(Minhas ve dig., 2016). Lipid biyosentezi karmasik bir siire¢ oldugundan, sadece spesifik
lipitlerin iiretimini arttirmakla kalmaz, ayni zamanda mikroalglerdeki toplam lipid

uretimini de arttirir.

Bazi mikroalg tiirleri, bazi pigmentlerin yani sira, dokosaheksaenoik asit ve
eikosapentaenoik asit gibi ¢ok uzun zincirli poli doymamis yag asitlerini (VL-PUFA >
20C) sentezleyebilir, bunlar gida ve saglikta onemli uygulamalara sahiptir. Biyoyakitlara,
yag asidi metilesterlerine (FAME) ve lipitlere ek olarak katma degerli yan {iriinler
tiretmek, biyoteknolojinin kapali bir atesi olabilen ototrofik veya heterotrofik modu
kullanarak mikroalg bazli biyo rafinerileri gelistirme potansiyeline sahiptir (Minhas ve
dig., 2016). Yiiksek oranda lipid igerikleri i¢in son zamanlarda yogun olarak arastirilan
Mikroalgler ayrica, besin katki maddeleri olarak nutrasdtik endiistrilerinde yaygin olarak
kullanilan karotenoidler (lutein, zeaksantin, andastaksantin), vitaminler (Priyadarshani

and Rath, 2012) gibi metabolitler iiretir.

Yiiksek yag icerigi ve degerli metabolitlerin zengin rezervleri olan mikroalgal
biyokiitlenin biiylik 6l¢ekli yetistirilmesine olan ilgi artmaktadir, bununla birlikte optimal
ve ekonomik olarak daha siirdiiriilebilir iiretimi hakkinda ayrmtili literatiir
bulunmamaktadir. Ancak mikroalglerin bir dizi iirlin liretme potansiyelleri goz Oniinde
bulundurulursa, gelecekteki aragtirma yoOnlerinin, biyolojik olarak elde edilen
mikroalglerin gen havuzunu kullanarak elde edilen yeni izolatlar1 se¢gmek ve yiiksek

oranda biyokiitle iiretebilmek i¢in uygun kriterler gelistirmek oldugu asikardir.

Mikroalg kiiltlirleri, degerli kimyasal bilesikleri nedeniyle ¢ok cesitli endiistriyel
alanlarda kullanilir. Giinlimiizde mikroalgler bilimsel arastirmalarda, 6grenciler igin
O0grenme kaynaklar1 ve endiistri i¢in hammadde olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bilim diinyas1 ve endiistri, bu alanlarda kullanilabilmek i¢in saf ve tiim
ozellikleri ile tanimlanmis kiiltiirlere ihtiya¢ duyar. Bu nedenle, tiim diinyada mikroalg
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kiiltiirlerini izole eden ve koruyan mikroalg kiiltiirii koleksiyonlarina ihtiya¢ vardir.
Kiiltiirel koleksiyonlarin bu énemli iglevleri goz oniline alindiginda, Kirsehir Ahi Evran
Universitesi'nde (KAEU-MAK) Mikroalg Kiiltiir Koleksiyonu olusturma cabalar1 bir
siireden beri devam etmektedir. Kiltiir koleksiyonunda Cyanobacteria, Chlorophyta,
Charophyta ve Bacillariophyta filumlarma ait toplam 19 mikroalg tiirii bulunmaktadir.
Tath su kaynaklarindan mikroalg toplanmasi, bunlarin tanimlanmasi, izolasyonu ve
kiiltiir kosullariin diizenlenmesi halen devam eden bir siirectir. Bu ¢alismada kullanilan
Chlamydomonas sp. susu da mevcut kiltir koleksiyonundan temin edilmistir.
Chlamydomonas tiirleri biyomaslarinda lipitler, yag asitleri, vitaminler, karotenoidler ve
diger hiicresel bilesikleri biriktirir ve algal biyohidrojen ile biyofuel iiretiminde
degerlendirilmektedir (Gross ve dig., 1988; Scholz ve dig., 2011). Chlamydomonas tiirleri
genetik caligsmalar, hiicre etkilesimi, ¢cevresel kosullarin degisimi ile tepki mekanizmasi
caligmalari, hiicre ve molekiiler biyoloji arastirmalar1 i¢in giiclii bir model sistemi
olusturmaktadirlar (Scholz ve dig., 2011). Ayrica, biyoteknoloji ve ¢esitli endiistri
alanlarinda kullanilan degerli hammaddelerin iiretimi ve biodizel {iretimi i¢in biyokiitle
iiretiminde kullanilmaya basglanmistir (Duong ve dig., 2012; Cakmak Elibol, 2013; Yal¢in
Duygu ve Ozer, 2018). Bundan dolayi, yag icerigi yiiksek suslari cazip hale gelmistir.
Oniimiizdeki on yillarda bir kazan-kazan stratejisi olacak aym tiir veya Mikroalg
tiirlerinden elde edilen {irlinler tarafindan biyoyakit, biyokiitle ve diger katma deger
iiretimi olacagi i¢in, mikroalgler {izerine yapilan arastirmalara daha ¢ok ihtiya¢ duyulacak
ve ekonomik degeri yiiksek tiirlerin veya suslarmin arastirmalar1 daha da artis

gosterecektir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. Mikroalgler ve Yag icerigi

Mikroalglerin yag icerigi %1-40 arasinda degismektedir ve hatta belirli kosullar
saglandiginda %80’lere kadar ulagmaktadir (Cakmak Elibol, 2013). Yesil algler,
metabolik mekanizmalar ve fotosentetik pigmentler acisindan daha yliksek bitkilerle
benzerdir. Mikroalgler tarafindan tiretilen lipit, 14-20 karbonlu olan ve biyo-yakit eldesi
icin kullanilan depolama lipitleri (polar olmayan lipitler) ve 20 karbonlu olup gida olarak
kullanilan, membran lipidleri olarak bilinen yapisal lipitler (polar lipitler) olmak iizere iki
kategoriye ayrilabilir. Depolama lipitleri esasen, agirlikli olarak doymus yag asitleri
(FAs) ve biyodizel ve gliserol iiretmek ic¢in transesterlestirilebilen bazi doymamis
FA'lardan yapilan TAG (Triagil gliserit) formundaki noétral lipidlerdir. Yapisal lipidler
tipik olarak sudaki hayvanlar ve insanlar i¢in gerekli besin maddeleri olan yiiksek
miktarda ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA'lar) igerir. Polar lipitler (fosfolipidler) ve
steroller, hiicre zarlarinin, hiicreler ve organeller icin secici bir bariyer gorevi goren
onemli yapisal bilesenleridir (Sharma ve ark. 2012; Jacob-Lopes ve dig., 2015; Wong ve
dig., 2017).

2.2. Mikroalglerde Yag Iceriginin Artirilmasi

Kiiltiir ortamindaki tiim makro besinler i¢inde, mikroalglerdeki toplam kuru maddenin
%1-10'unu olusturan azot (Wijffels ve dig., 2010), nicel olarak ¢esitli alglerde biiytime
ve lipit birikimini etkileyen en 6nemli besindir. Amonyum, nitrat, maya, pepton ve lire
olarak farkli sekillerde azot kaynagi bir besin takviyesi olarak kullanildiginda, hiicre
metabolizmas1 oranint énemli 6lgiide degistirir ve lipit sentezinde 6nemli bir rol oynar
(Minhas ve dig., 2016). Birka¢ mikroalgde azot aglik kosullar1 altinda artan lipit birikimi
iyi belgelenmistir. Ornegin, azot ag¢lig1 altinda lipit {iretimi Neochloris oleoabundans’da
iki kat ve Nannochloropsis sp. F & M-M24'te bir kat artmistir (Li ve dig., 2008). Nitrojen
eksikligi de karbonhidratlarin biyosentetik yolunu etkiler (Cheng ve He, 2014). Ornegin,
karbonhidrat icerigi Tetraselmis subcordiformis'te dort kat artmis ve azot noksanligi
kosullarinda Scenedesmus obliqguus CNW-N'de %29 artmistir (Ji ve dig., 2011; Ho ve
dig., 2012). Diisiik azot, diger taraftan, hem karotenoidlerin hem de proteinlerin sentezi

icin gerekli olan karbon i¢in daha fazla rekabete yol acar (Minhas ve dig., 2016). Sinirh
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azot ve fosfor arzi, lipit sentezini membran lipitlerinden ndtr lipitlere kaydirir.
Mikroalglerin stres kosullari altinda depoladiklari lipidler cogunlukla nétral lipidlerdir ve
bunlarin biiyiik bir kismi1 TAG’lerdir ve bu molekiiller de giliniimiizde biyodisel ham
maddesi olarak kullanilirlar (Cakmak Elibol, 2013).

Fosfor toplam algin biyokiitlesinin %1'inden ¢ok daha azini olusturur (~0,03-0,06) ve
yine de mikroalglerin siirdiiriilebilir biiylimesi ve gelisimi i¢in sarttir (Hannon ve dig.,
2010). Bir fosfor yoklugu ortami, fotosentezin baskilanmasina neden olur ve
mikroalglerin biiytimesini etkiler. Dolayisiyla fosfor biiylimesi ve metabolizmasi
mikroalgler {izerinde onemli bir etkiye sahiptir. Dogal fitoplankton i¢in, besinlerin
doymus biiyiime hizlarinin yakiinda biiyliyen hiicreler 106:16:1 atom oraninda tipik
olarak C, N ve P igerir, Redfield orani olarak da bilinir (Goldman ve dig. 1979). Bu
nedenle, biyokiitle C:N:P oranindaki degisimde olasi besin sinirlamasint 6lgmek igin

yaygin olarak kullanilmaktadir.

Hem azotla zenginlestirilmis hem de yetersiz ortamin yiiksek 151k yogunlugu varliginda
kullanildig1 iki fazli bir sistem, biyokiitle zenginlesmesi ile birinci fazda mikroalg
biiylimesini uyarir ve ikinci faz olan azotga fakir ortam, karotenoid zenginlestirmesini
arttirir. Bu gozlemler, gelecekteki uygulama stratejilerinin tanimlanmasinda hayati
Ooneme sahip konular olabilir (Minhas ve dig., 2016). Azot ve fosfor alg biiylimesinde
onemli bir rol oynar. Azot, protein ve klorofil sentezindeki ana bilesendir (Karan ve dig.,
2015). Azot aglig1 diisiik biyokiitle verimliligi ve fotosentetik oran ile iliskilidir. Azotun
tilkkenmesi, protein sentezinden lipit sentezine hiicresel karbon akisini degistirir (Wong ve
dig., 2017). Azot aglig1 durumunda lipidlerin birikim gosterdigi, (6zellikle TAG) bir¢ok
mikroalg tiirii ve soylarinda belirlenmistir. Besin a¢lig1 uygulamalari, mikroalgal TAG
tiretiminde en fazla basvurulan yollardan birisidir ve ¢ogu tiirde de ¢alisilmigtir (Cakmak
Elibol, 2013). Ornegin bir diatom tiirii olan Stephanodiscus minutulus silikon, nitrojen
veya fosfor smirlamasi altinda yetistirildiginde, TAG birikiminde bir artis ve polar
lipidlerde bir azalma (total lipidlerin yiizdesi olarak) besinle sinirlanan kiiltiirlerin
cogunda belirlenmistir (Lynn vd., 2000). Yesil alg tiirii olan Chlamydomonas moewusii
‘de besin sinirlamasinin PUFA C16:3, C16:4 ve C18:3 miktarlarinda azalmaya, oysa
C16:1 ve C18:1 yag asitlerinin tiim seviyelerinde ise artisa yol agtig1 rapor edilmistir
(Arisz vd., 2000; Cakmak Elibol, 2013). Radolfii ve dig. (2009) nin yaptig1 bir ¢aligmada,

4 deniz tiirlinden yalnizca ikisinin %50 N ve P eksikligi ve yiiksek 151k siddeti
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uygulamasinda, fatty asid igeriginde kuru biyomasin %32 kadar artis oldugu
kaydedilmistir. Bu arastirmada, azot achiginda, Dunaliella sp. ve Tetraselmis suecica gibi
baz tiirlerin yag iceriginin azaldig1 ancak karbohidrat miktarlarinda artislar oldugu not
edilmistir. Bu durumda besin sinirlamasi altinda, yag igerigi yiiksek olmayan tiirlerin
biliylimeyi durdurdugu veya asimile karbonu depo polisakkaritlerine tersine ¢evirdigi

vurgulanmigtir.

Yag igerigi ve metabolit iiretimini arttirmak i¢in stres faktorlerine ek olarak, mikroalg
tiirleri, bunlari se¢imi ve kullanim1 da 6nemlidir. Cesitli fiziko-kimyasal streslerin etkisi
altinda mikroalglerin, lipidlerin yan1 sira katma degerli iiriinler (6zellikle karotenoidler)
tiretme kabiliyetinin oldugu da kanitlanmaktadir. Lipidlerin, karotenoidlerin ve alg
biyokiitlesinin iiretimi ¢evresel stres faktorleri altinda arttirilabilir (Mata et al., 2010;
Minhas ve dig., 2016). Bu nedenle, mikroalglerin daha genis ve daha cesitli bir gen
havuzunun arastirilmast gerekmektedir. Ekonomik iiretim i¢in, bir biiylime dongiisiinde
ayni1 biyokiitleden lipitler ve yiiksek degerli iiriinler gibi birden fazla tirliniin tliretilmesi
bir yoldur (Minhas ve dig., 2016). Ortam kosullarinin simiile ettigi sinirlamay1 agabilecek
organizmalari segerek ve yliksek lipit icerigi iireten suslarin kiiltiir kosullarin1 daha da
optimize etmek, mikroalg bazli biyoyakitlarin birim maliyetini de diisiirebilir (Wijffels
ve dig., 2010). Mikro iiretim, laboratuvar 6lgekli biyo rafinerilerde lipitlerin ve diger
katma degerli iirlinlerin {iretimi i¢in en elverisli ototrofik veya heterotrofik yetistirme

stratejileri gelistirmeye odaklanmistir.

Notral lipid igeriginin arastirilmast ve arttirilmasina yonelik ¢alismalar pratikte
kullanilabilir mi? Bu soruya cevap vermeden Once sunu vurgulamakta fayda var;
Diinyanin biyodisel iiretiminde kullandig1 makro tirlinlerden misir, soya fasiilyesi, kolza,
hindistan cevizi ve Afrika palmiyesi gibi iiriinler i¢in, kabaca yillik toplam 109610 bin
hektar alandan, 12.339 litre/ hektar yag verimi gergeklesir. Oysa, %30 yag igerigine sahip
mikroalgler i¢in bu alan toplam 187 bin hektar, 58.700 litre/ hektar yag verimi, %70 yag
icerigine sahip mikroalgler icin ise, toplam 80 bin hektar ve 136.900 litre/ hektar yag
verimidir. Tabii ki, yag igerigi yliksek Neochloris gibi cinslerin béliinme hizinin diisiik,
yag icerigi diisiik tlirlerin ise bdliinme hizinin yiiksek olabildigi dikkate alinmalidir.
Ornegin, Schizochytrium sp. kuru lipid icerigi %50-77 iken, ikiye katlanma siiresi 60-80
sa., Chlorella sp.’nin kuru lipid icerigi %?28-32, ikiye katlanma siiresi 5-25 sa.,

Chlamydomonas reinhardtii’nin kuru lipid icerigi %21-30 iken, ikiye katlanma siiresi 5-
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24 sa. arasindadir (Cakmak Elibol, 2013). Mikroalg kiiltiir ortamlarinin igerdigi
nutrientler ve metal iyonlar1 kompozisyonlarini olusturan kimyasallarin maliyeti de
diisiiniildiiglinde; hem lipid igerigi kismen ytiksek, ikiye katlanma siiresi diisiik olabilecek
tiirlerin arayis1 hem de elde edilecek biyodisel {iriiniiniin miktarin arttirip hem de {iretim

maliyetini diislirecek tiirlerin arayisi her zaman giincel bir sorun olmaya devam edecektir.
2.3. Mikroalglerde Besin Simirlamalarina Yonelik Uygulamalar

Bhamawat (2010), biyoreaktorlerde nutrient smirlamalar altinda Chlamydomonas
reinhardtii tirliniin biiylimesini yiiksek lisans tez konusu olarak arastirmistir.
Calismasinda, Chlamydomonas reinhardtii i¢in uyguladigi N sinirlamasi sonrasinda C:N
oranlarinin kontrol grubu i¢in 5,01, N siirlamasinda 16,47, P sinirlamasinda ise, 9,6

oldugu goriilmektedir.

C. reinhardtii lzerine bir baska calismada, N-sinirlamasi altinda, N-sinirlamasi
sonrasinda sinirl hiicre boliinmesi ve artan hiicre boyutu gézlenmis ve ayrica biiylime
asamast ve besin mevcudiyeti ile hiicresel karbon tahsisinde hizli ve ayirt edici
degisiklikler ortaya ¢ikmistir (Dean ve dig., 2010). C igerigindeki artis zengin karbohidrat
veya lipidlerdeki hiicre i¢i depolamadan kaynaklandigi seklinde agiklanmaktadir (Dean
ve dig., 2010; Becker, 1994). Ayrica N-yoksunlu C. reinhardtii hiicrelerinin alkol ve
biyodizel {iretimi i¢in kullanilabilecek nisasta ve lipitleri asir1 biriktirecegi de

bildirilmistir (Mus ve dig. 2007).

Elibol-Cakmak (2013) doktora tezinde, Chlamydomonas reinhardtii P.A. Dangeard
tiirlintin CC-124 soyu ve bu mikroalgin biliylime ortami olarak Tris-Asetat-Fosfat
besiyerini kullanmig, biliylime ortamlarinda ¢ok sayida makro ve mikroelementin hig
bulunmadigi veya 5x konsantrasyonda bulunduklari ortamlarda 10 giin boyunca
inkiibasyona birakilan mikroalglerin notral lipid {iretimi ve bliytime ile ilgili parametreler
irdelenmistir. Bu arastirmada, C. reinhardtii’ye uygulanan N, S, P ve Mg acligi ile N ve
Zn fazlalhigr gibi stress faktorleri nedeniyle hiicre sayisindaki artisin baskilanmasi
sonucunda, hiicre hacminde, karbonhidrat, nétral lipid ve TAG igeriginde artis gibi ortak
cevaplarin ortaya ¢iktig1 belirlenmistir. Biiytime ile ilgili parametreler ile TAG ve nétral
lipid iiretimindeki artiglar dikkate alindiginda, mikroalglerde lipid iiretimini artirmak i¢in

S, P ve Mg agligi uygulamalarimin, N aglifina kiyasla daha etkili yollar oldugu, diger



taraftan mikroalglerin icerdikleri FAME profilleri degerlendirildiginde N, S ve P
achiginin biyodizel eldesi icin uluslararasi standartlar1 karsilayacak nitelikte yag asidi

tiretimini tegvik ettikleri vurgulanmustir.

Baska bir calismada, bir mikroalg tiiri olan Chlorella vulgaris, modifiye Bold bazal
ortaminda (BBM) farkli konsantrasyonlarda nitrat (NaNOs) ve fosfat (KoHPO4 ve
KH;PO4) kimyasallar1 kullanilarak besin sinirlamasi ve besin acgligi uygulamasi ve
kontrollii kosullar altinda yetistirildi. Farkli nutrient ortamlarina biyokiitle ve lipid {iretim
cevaplar1 optik yogunluk, hiicre yogunlugu, kuru biyokiitle ve lipit iiretkenligi agisindan
incelenmis; 12 giinlik kesikli kiiltiir doneminde, elde edilen en yiiksek biyokiitle
verimliligi BBM- NeontrolPsimitn kosulunda 72.083 mg L™! giin ! olmustur. Elde edilen en
yiksek lipit igerigi, lipit konsantrasyonu ve lipit verimliligi, BBM- N kontrol P voksun kosulu
altinda sirasiyla %53,202, 287.291 mg/L ve 23,449 mg L' giin ! olarak bulunmustur.
Azot, C. vulgaris' in biyokiitle konsantrasyonunda 6nemli bir etkiye sahipken, fosfor i¢in
onemli bir etki bulunmamigtir. Azot ve fosfor achigi, lipit birikimini etkileyen ve C.
vulgaris kiiltiirlerinin lipit kompozisyonunu etkileyen strateji olarak bulunmustur (Wong
ve dig., 2017). Ayrica, BBM (NyoksunPyoksun) @yrica tiim kiiltiir kosullar1 arasinda en diisiik
hiicre sayisina yol agti, bu da besinlerin birlikte acliginin C. vulgaris ekimi icin en sert

biiylime kosullarini sundugunu diisiindiirmektedir.

Breuer ve dig. (2013), Scenedesmus obliquus UTEX 393 i¢in azot aglikli kosullar altinda
151k yogunlugunun etkisi ile pH ve sicakligin TAG birikimi iizerindeki kombine etkisi
arastirmiglar. Maksimum TAG igerigi 1s1k yogunlugundan bagimsizdi ancak en diisiik
1s1ikta (0,263 g/mol foton), pH 7 ve sicakligin 27,5°C’de farkli kombinasyonlarinda kuru
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agirhigin %18 ila %40 arasinda degistigi kaydedilmistir.

Ak (2013), yiiksek lisans tez calismasinda, azot eksikligine baglh stresin,
fotobiyoreaktorde kiiltiire alinan Phaeodactylus tricornatum’un (Bacillariophyceae) lipid
miktara etkisini arastirmistir. Calismada azot sinirlamasinin kuru madde, klorofil a,
toplam karoten ve protein miktarin1 azaltti§i, ancak lipid oranini artirdirdigi
belirlenmistir. Kontrol grubunda lipid orant 9%16,93, protein %31,05 oraninda
belirlenirken, azot eksikligi uygulanan grupta lipid oran1 %35,04, kuru madde miktari

protein orani %8,87 olarak belirlenmistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kiiltiire Alinan Mikroalg Tiirii Ve Kiiltiir Ortam

Tek hiicreli, yesil ve bir kamgili mikroalg tiirii olan Chlamydomonas sp.1 ve C. sp.2 suslari
onceki caligmalarda Ankara ilindeki (Tirkiye) g¢esitli tatlisu birikintilerinden toplanan
orneklerden izole edilmislerdir. Suslarin izolasyonlarinda tek hiicreden iiretme yontemi
kullanilmis (Duygu ve dig. 2018; Parvin ve dig., 2007) ve iki sus izole edilmistir. Her iki

susun sistematik kategorizasyonu asagidaki gibidir;

Empire: Eukaryota

Alem: Plantae

Boliim: Chlorophyta

Smif: Chlorophyceae

Takim: Chlamydomonadales

Familya: Chlamydomonadaceae

Cins: Chlamydomonas

Tiir: Chlamydomonas sp.1
Chlamydomonas sp.2

Bu suslar, Kirsehir Ahi Evran Universitesi-Mikroalg Kiiltiir Koleksiyonu’nda (KAEU-
MAK) Kkiiltiir koleksiyonunda muhafaza edilmekte olup, Chlamydomonas sp.1
(CCAO02ChI01) ve Chlamydomonas sp.2 (CCA02Chl02) olarak kodlanmustir. Isik
kaynagi (50 umol.m?s™) kiiltiirlere 22 c¢cm uzaklikta yatay olarak yerlestirilmis, 16
aydinlik: 8 karanlik 151k periyodu uygulanmig ve 22-25°C’de oda sicakliginda kiiltiire
edilmislerdir. Besi ortamlarinin pH’1 6,5-7’ye ayarlanmistir. Kiiltiirlerin yetistirilmesinde
kesikli kiiltiir sistemi kullanilmaktadir. Her iki Chlamydomonas sp.1 ve Chlamydomonas
sp.2 suslar1 yogunlastirmak amaci ile asamali olarak (250, 500, 750, 1000, 1500 mL’lik
erlenlerde) BG 11 modifiye besiyerinde ¢ogaltilmistir. Calismanin hiicre yogunlugunu
artirma agamasinda, baslangicta laboratuvar kosullarinin sicaklik parametresinde uzun
siire oda sicakliginin altinda bir sicaklik derecesi s6z konusu oldugundan, suslardan
birinde ¢cogaltim agamasinin baslarinda lireme basarisi ¢ok diisiik oldugu icin arastirma
tek sus lizerinden yiiriitiilmiistiir. 1500 mL’lik besiyerlerinde yaklasik 4,0x10° hiicre

yogunluguna gelen bir sus ile deney yiiriitiilmege devam edilmistir. Yogunlastirma
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caligmalar1 devam ederken sicaklik, oda sicakligi kosullarina (22-25°C) geldigi i¢gin

deneyi etkileyen bir faktér durumunda olmamustir.

Tablo 3.1. BG 11 Medium (Modifiye edilmis BG 11 Kiiltiir Ortami)

Bilesenler Miktarn | Stok soliisyon | Final konsantrasyon

konsantrasyonu

1 | NaNO; (Fisher BP360- | 10 mL 30 /200 mL dH,O | 17,6 mM 18 g/120 mL
500)

2 | KoHPO, (Sigma P 3786) | 10 mL 0,8 2200 mL di,O | 0,22 mM 0.48 /120 mL

3 | MgSO.-7H,0 (Sigma | 10 mL 1,5/200 mL dH,O | 0,03 mM 0.9g/120 mL

230391)

4 | CaCl,2H,0O (Sigma C- | 10 mL 0,72 200 mL dH,0 | 0,2 mM 0.432 g/120 mL
3881)

5 | Citric Acid-H>O (Fisher | 10 mL 0,12 g/200 mL dH,O | 0,03 mM 0.072 g/120 mL
A 104)

6 | Ammonium Ferric | 10 mL 0,12 /200 mL dH,O | 0,02 mM 0.072 g/120 mL
Citrate

7 | Na;EDTA-2H,0 (Sigma | 10 mL 0,02 g/200 mL dH,O | 0,002 mM 0.012 /120 mL
ED255)

8 | Na;CO; (Baker 3604) 10 mL 0,4 /200 mL dH,O 0,18 mM 0.24 g/120 mL

9 |GB 11 Trace Metal 1 mL

Solusyonu”

*Trace Metal Solusyonu (1 L)

Tablo 1’in devami

Bilesenler Miktar

1 | H;BO; (Baker 0084) 2,86 g/L
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2 MnCl,-4H,0 (Baker 2540) 1,81 g/L

3 | ZnSO47H,O (Sigma Z 0251) 0,22 g/L

4 Na,Mo0O4:2H>0 (J.T. Baker 3764) | 0,39 g/L

5 CuSO4-5H>O (MCIB 3M11) 0,079 g/L

6 Co(NOs),-6H.O (Mallinckroft | 49,4 mg/L
4544)

3.2. Metod
3.2.1. EKim Kosullar:

1 L. Modifiye BG 11 kiiltiir ortami i¢in, her stok soliisyonundan 10’ar mL ve 1 mL metal
soliisyonu eklenerek 1 L’lik besiyeri hazirlanir. N ve P eksikligi i¢in stok soliisyonlar

hazirlanirken;
1. Kontrol grubu; Normal stok soliisyon konsantrasyonlari,
2. %50 N (-) ve Promal; 1 no’lu stok soliisyonunda (NaNOs3) %50 eksiltme,
3. %50 P (-) ve N normal; 2 no’lu stok soliisyonunda (K2HPO4) %50 eksiltme,

4. %50 N (-) ve %50 P (-); 1 (NaNO3) ve 2 (K2HPO4) no’lu stok soliisyonlarinda
%50 eksiltme,

5. %100 N (-); 1 no’lu stok soliisyonunda %100 eksiltme,

6. %100 N (-) ve %100 P (-); 1 ve 2 no’lu stok soliisyonlarinda %100 eksiltme
yapilmustir.

3 L’lik kavanozlar igerisine son hacim olarak; 2250 mL besi ortam1 + 25’ser mL her
besiyeri stogundan + 2.5 mL metal stoktan eklenerek, 1 M HCL ile pH diizeyi 6,7-6,9
arasinda ayarlanmistir. 250 mL (1500 mL’lik yogunlastirilmis kiiltiirden alinarak) hiicre

ekimleri yapilmistir.
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3.2.2. Laboratuvarda Kiiltiire Alnan Mikroalg Uretimi

Oda sicaklig1 20-25 °C olabilen kapali bir ortamda kontrol grubu ile deney grubu olmak
iizere 3’er L’lik kavanozlarda baslangi¢ seviyesi 2,5 L olacak sekilde, 151k kaynagina
yaklasik 20 cm. uzaklikta olacak sekilde, havalandirma tertibati basit akvaryum motorlar
ile saglanarak inkiibasyona birakilmigtir. Birinci giin ve sonrasinda 2 giinde bir olmak
tizere, optik yogunluk, klorofil a ve hiicre sayimlar1 i¢in steril kosullar1 saglayarak

yaklasik 20 mL 6rnek alinmistir.

Sekil 3.1. Deneyde kullanilan 151k zaman ayarlayici (16 aydinlik:8 karanlik 151k

ayart)

Sekil 3.2. Chlamydomonas sp. tiiriinlin deney ortamindaki gelisimi

13



Sekil 3.3. a,b,c. Chlamydomonas sp. tiriiniin mikroskobik goriintiileri (Biiyilitme orani:
10x40)
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3.2.3. Deneme Siiresince Yapilan Analizler

Chlamydomonas sp. susunun toplam iireme miktar1 optik yogunluk, klorofil-a ve hiicre

sayimlari tayini ile tespit edilmistir.
3.2.3.1. Optik Yogunluk

Mikroalgler i¢in maksimum absorbans degeri, optik yogunluk (OD) ile biiyiime egrisini
elde etmek i¢in kullanilir (Santos-Ballardo ve ark. 2015). Optik yogunluk i¢in her
orneklemede yaklasik 3 mL’lik 6rnek, homogen halde 400-400 nm dalga boyunda
Thermo Scientific marka spektrofotometrede tarama yapilarak maksimum absorbans
degerlerine 680 nm’de rastlandigi i¢in, her 6rneklemede 680 nm’de optik yogunluk degeri

kaydedilmistir.
3.2.3.2. Klorofil a Analizi

Mikroalg 6rneklerinin biyokiitlesinin klorofil-a analizleri metanol metodu kullanilarak
yapilmistir (Hipkins ve Baker, 1986). Bunun i¢in, her seferinde, 15 mL’lik 6rnek
Whatman GF/C kagidindan bir su trompu yardimu ile siiziildii. Kagit lizerinde kalan
stizlintii, hiicrelere degdirilmeden bir makas yardimi ile 6rnekli kagit kesilerek, 50 mL’lik
erlenlere alind1. Uzerlerine 14 mL %961k metanol eklenerek, 70 °C’de, yesil renkleri
beyazlasincaya kadar 1sitildi. Daha sonra 5 dk. karanlikta bekletildi ve Whatman GF/A
kagidindan tekrar siiziilerek, siiziintii hacmi 6l¢iildii ve elde edilen siiziintiiniin 665 ve 750
nm dalga boylarinda okumalar gergeklestirildi.
Klorofil miktari ise;
pgr. Chl a/L= 13,6x(Axv/dxV)

d=1cm

V= Baglangigta siizlilen 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 ¢ikarilarak A elde edilir.)
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3.2.3.3. Hiicre Sayimlan

Hiicre yogunluklari i¢in 1’er mL’lik 6rnekler, 0,1 mL %4’liik formaldehit eklenerek tespit
edildi ve ileriki asamalarda hiicre sayimlar1 gergeklestirilmistir. Hiicre yogunluklari
asagida verilen esitlige gore hesaplanmistir (Guillard veSierachiki, 2005);
HY=Tx400016 (T: 16 kareye diisen toplam hiicre sayisi; 4000: bir karenin hacmi)

Hiicre yogunlugu (hiicre/mL) Nauaber sayim kamarasinda 16 kareye diisen hiicrelerin

sayilmasiyla yapilmistir.

3.2.4. Deneme Sonrasinda Yapilan Analizler

Logaritmik artis fazindan sonra, kontrol ve deney gruplarina ait her biri yaklasik 2 L
yogunlastirilmig 6 adet 6rnek, hasat ve sonrasi analizler i¢in kiiltiir kavanozlari ile birlikte
soguk karanlik tasima aparatlari ile dis merkezli bir laboratuvara (Kirikkale Universitesi-
KUBTUAM) gétiiriilmiistiir. Once liyofilize edilen 6rneklerden kurutulmus biyomas elde
edildi. Ardindan yine bu laboratuvarlarda, toplam lipid miktarlar1 ile fatty asidi
kompozisyonu calisilmigtir. Ayrica, karbohidrat miktarlart FTIR (Fourier Transform

Infrared Spektroskopisi) ile ortalama grafik elde edilerek degerlendirilmege caligiimistir.
3.2.4.1. Hasat Islemi

Durgun faz durumuna gelen numuneler 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek elde
edilen ¢okiintii kisim, -80 °C’de bir gece bekletildikten sonra 0,056 mPa altinda -58 °C’de
48 saat boyunca liyofilizatérde (Alpha 1-2 LD plus) liyofilize edilmistir. Daha sonra

deneylerde kullanilmak iizere -80 °C’de saklanmistir.
3.2.4.2. Toplam Lipid Tayini

1. Farkli ortamlarda inkiibasyona birakilan mikroalglerden 40 ml 6rnek, agirlig
onceden tartilarak kaydedilmis olan falkon tiipiine alinarak 5000 rpm devir
hizinda 3 dk santrifiijlendi, siv1 atild1 ve tiip tartildi. Tiip icerisinde 1g Mikroalg
ornegi oluncaya kadar aymi sekilde mikroalg Ornekleri tlip igerisine alinarak
santrifiijlendi ve slipernatant atildu.

2. Tip igerisinde bulunan mikroalgler ddH»O ile iki kez yikanda.

3. Tiip igerisine 10 ml metanol ilave edildi ve 30 sn vortekslendi.
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Daha sonra 5 ml kloroform ve 1 ml ddH>O ilave edilip 30 sn vortekslendi.
Tiipler 3500 g devir hizinda, 20 °C sicaklikta 15 dk boyunca santrifiijlendiler.

Ust kisimda bulunan metanol/su tabakas1 uzaklastirildi.

NS s

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

onceden tartilmig temiz bir tiipe aktarildi.

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

9. Elde edilen lipid sivist Whatmann no 1 filtre kagidi kullanilarak filtrelendi ve
rotary evaporator (Heidelph 4000) kullanilarak (40°C sicaklik ve diisiik basing
altinda) metanol ve kloroformun buharlastirilmasi saglandi.

10. Tiipler tekrar tartilarak lipid miktar1 agirliksal olarak hesaplandi. Ornekte bulunan

lipid miktarmin ylizde olarak hesaplanmasinda ise asagidaki formiil kullanildi

(Sivaprakash ve dig., 2019);

Lipid ylizdesi = (ekstrakt edilen lipid miktar1 (gr) / Mikroalg 6rnek agirlig: (g)) x

100

3.2.4.3. Toplam Fatty Asidi Konsantrasyonu ve Kompozisyonu (FAMESs analizi)

Element manipiilasyonlarina cevapta mikroalglerin yag asidi profillerinde meydana gelen

degisimin belirlenmesi i¢in FAMESs analizi ger¢eklestirilmistir.

Biiyiime ortamindan siirekli ¢oktiirerek saglanan yaklasik 0,5 g mikroalg 6rnegi vida
kapakl1 eppendorf tiiplerine alinmis, saf su ile 3 kez yikandiktan sonra iizerine 300 pl
ekstraksiyon soliisyonu (metanol igerisinde hazirlanmis %2’lik H2SO4 ¢ozeltisi) ilave

edilmistir.

1. Internal standart olarak, kor numune dahil her tiipe 30 pg nonadecanoic acid
ilave edilmistir.

2. Ornekler 2 saat boyunca 80 °C sicaklikta termomikser yardimi ile 750 rpm
devir hizinda siirekli g¢alkalanarak hiicrelerin pargalanmasi ve lipidlerin
aciga ¢ikmasi saglanmstir.

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

4. Tiplerin igerisine 300 pl %0,9 konsantrasyonda NaCl ve 300 pl hekzan

ilave edilmistir.
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5. Boylece metanolde bulunan lipidlerin hekzan fazina ge¢mesi icin 6rnekler
30 sn boyunca vortekslenmis ve 10 dk boyunca da nutating mikser lizerinde
calkalanmustir.

6. Daha sonra ornekler 3 dk boyunca 20 °C sicaklikta 3000 g devir hizinda
santrifiijlenmistir.

7.  Son olarak istteki hekzan tabakasindan 150 pl 6rnek alimarak GC-MS
tiiplerine aktarilmistir.

8. Tiiplere aktarilan 6rnekler analiz i¢in Shimadzu marka GC-FID (Shimadzu
GC-2010) cihazina yerlestirilmistir. Olgiim icin cihaza 130°C baslangic
sicaklik, 240°C ye kadar her 5°C de 5 dk beklenmesi talimati iglenmistir.

9.  Olgiim sonucu elde edilen pikler analiz edilmis, alan hesaplamasi yapilarak
belirlenen metil esterlerin ylizdeleri oransal olarak sunulmustur (Cakmak ve

dig., 2014).
3.2.4.4. FTIR Analizi

Chlamydomonas sp. susunun kuru biyomass kiitlesi kullanilarak, Bruker VERTEX 70v
FTIR spektrometresi kullanilarak 400-4000 nm dalga boyu araliginda FTIR analizi
yaptirilmistir.
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4. BULGULAR

Chlamydomonas sp. susuna ait deneme stiresince ekim giinii ve iki giinde bir alinan
orneklerin optik yogunluk, klorofil a ve hiicre sayimlar1 her 6rneklemede, 22. giin
sonrasinda ise, Orneklerin liyofilizasyon isleminden sonra, dondurularak kurutulan
biyomas, toplam lipid ve fatty asidi analizleri dig merkezli bir laboratuvarlarda yapilmis

ve sonuclar bu siralama ile sunulmustur.
4.1. Optik Yogunluk

Ekimlerin yapilmasindan sonra, 1. giin optik yogunluk &l¢limlerinde degerler sirasiyla;
kontrol grubu 0,059+0,002, %50 N (-) grubu 0,062+0,002, %50 P (-) grubu 0,042+0,003,
%50 N (-) ve %50 P (-) grubu 0,032+0,001, %100 N (-) grubu 0,059+0,002, %100 N (-)
ve %100 P (-) grubu ise, 0,034+0.001 olarak kaydedilmistir. Maksimum hiicre
yogunluklart (OD olarak) ise, gruplara gore sirasiyla, 0,517+0,004, 0,605%0,005,
0,503+0,006, 0,603+0,006, 0,676+0,005 ve 0,623+0,006 olarak kaydedilmistir. 13.
glinden itibaren artislarda azalmalar kaydedilmistir. 22. giinden itibaren uygulamalar
sonlandirilmis ve ornekler hasat edilmistir. Hiicre yogunluklarinda ¢ok onemli farklar
goriilmemekle birlikte %50 N (-) ve %100 N (-) eksikliklerinde hiicrelerin
yogunluklarinda kismen daha bagarili bir gelisim gozlenmektedir. Buna karsilik kontrol
grubu ve %50 P (-) grubu uygulamalarinda hiicre yogunluklarindaki degisim digerlerine

gore, daha diisiik bir artigla devam etmistir (Sekil 4.1).
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0,4

Optik Yogunluk (680 nm)

Giln

e=@==Kontrol =@= %50 N(-) %50 P(-)
=@=%50 N(-) %50 P(-)  ==@=%100 N(-) % 100 N(-) %100 P(-)

Sekil 4.1. Chlamydomonas sp. Susunun Kontrol ve Deney Gruplarina Ait Hiicre
Yogunlugu (ODsso)

4.2. Klorofil a

Klorofil a degerleri de yaklasik olarak optik yogunluk degerlerinde oldugu gibi tiim
uygulama gruplarinda deneme siiresince benzer bir degisim sergilemektedir (Sekil 4.2).
Minimum ve maksimum degerler pgr/mL olarak sirasiyla; Kontrol grubunda
0,292+0,001-9,121+0,004, %50 N (-) grubunda 0,306+0,003-11,32+0,005, %50 P (-)
grubunda 0,294+0,001-9,356+0,003, %50 N (-) ve %50 P (-) grubunda 0,348+0,003-
10,99+0,004, %100 N (-) grubunda 0,357+0,002-10,96+0,004 ve %100 N (-) ve %100 P
(-) grubunda 0,31+0,001-10,21+0,004 olarak 6l¢iilmiistiir. Optik yogunluk degerlerinde
oldugu gibi, %50 N (-) ve %100 N (-) eksikliklerinde klorofil a degerleri digerlerine gore
daha ytiksek yogunluklarda seyrederken, yine kontrol grubu ve %50 P (-) eksikliklerinde
daha diisiik yogunluklar kaydedilmistir.

20



=
N

=
o

\

Klorofil-a (mikrogr/mL)

0
1 3 6 8 10 13 15 17 20 22
Giln
e=@==Kontrol = @== %50 N(-) %50 P(-)
=@=%50 N(-) %50 P(-)  ==@=%100 N(-) % 100 N(-) %100 P(-)

Sekil 4.2. Chlamydomonas sp. Susunun Kontrol ve Deney Gruplarma Ait Klorofil a
Degerleri

4.3. Hiicre Yogunlugu

Hiicre yogunlugu mL’deki hiicre sayilar1 olarak, tiim uygulama gruplarinda deneme
stiresince optik yogunluk ve klorofil a degerlerine benzer bir degisim sergilemektedir
(Sekil 4.3). Minimum ve maksimum degerler x10° hiicre/mL olarak sirasiyla; Kontrol
grubunda 0,32+0,032-3,47+0,52, %50 N (-) grubunda 0,33+0,11-4,08+0,059, %50 P (-)
grubunda 0,2+0,032-3,224+0,023, %50 N (-) ve %50 P (-) grubunda 0,33+0,08-
3,99+0,034, %100 N (-) grubunda 0,33+0,07-4,22+0,06 ve %100 N (-) ve %100 P (-)
grubunda 0,38+0,07-4,944+0,06 olarak kaydedilmistir. Optik yogunluk ve klorofil a
degerlerinde oldugu gibi, kontrol grubu ve %50 P (-) eksikliklerinde daha diisiik hiicre
yogunluklar1 kaydedilmistir. %100 N (-) ile %100 N (-) ve %100 P (-) gruplarinda ise,

Ozellikle son ii¢ sayimda daha ¢ok optik yogunlukla benzer bir gelisim gostermistir.
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Sekil 4.3. Chlamydomonas sp. Susunun Kontrol ve Deney Gruplarina Ait Hiicre
Yogunlugu Degerleri

4.4. Biyomas ve Toplam Lipid

Dondurularak kurutulan biyomas ve igerdigi toplam lipid degerleri incelendiginde (Sekil
4.4.) gL'! olarak, kontrol grubu 0,5442-0,107, %50 N (-) grubu 0,5753-0,093, %50 P (-)
grubu 0,5517-0,092, %50 N (-) ve %50 P (-) grubu 0,5977-0,082, %100 N (-) grubu
0,616-0,097 ve %100 N (-) ve %100 P (-) grubu 0,4952-0,069 olmak {izere
kaydedilmistir. Gruplara gore toplam lipid dagilim oranlar sirasiyla %19,7, %16,2,
%16,8, %13,8, %15,8 ve %13,9 olarak hesaplanmistir. Yapilan ¢ogu arastirmada,
mikroalglerin azot yoksunlugu durumunda, lipid miktarlarinda artiglar oldugu
kaydedilmistir (Dean ve dig., 2008; Ak, 2013; Agirman ve Cetin, 2017). Ancak, bazi
caligmalarda da tam tersine azot yoksunlugunun lipid miktar lizerinde azalmalara neden
oldugu ve bu durum, besin smirlamasi altinda, yag igerigi yiiksek olmayan tiirlerin
bliylimeyi durdurdugu veya asimile karbonu depo polisakkaritlerine tersine ¢evirdigi

seklinde agiklanmigtir (Rudolfi ve dig., 2009). Dean ve dig. (2010)’nin, Chlamydomonas
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reinhardtii ve Scenedesmus subspicatus tiirleri izerinde uyguladiklar1 N agliginda, FTIR

analizi ile lipid:amid I ve karbohidrat:amide I oranlarinda artis oldugu kaydedilmistir.

Biyomas (gL-1)

0,7 1,8
L 16
0,6
L 1,4
0,5
L 1,2
0,4
- 1 :
5
C
03 ro8 &
)
L 0,6
02
L 0,4
01
L 02

%50 P(-) %50 N(-) %50P(-)  %100N(-) %100 N(-) %
P()

@EBiyomas (gr-1) EIToplam Lipit

Sekil 4.4. Chlamydomonas sp. Susunun Kontrol ve Deney Gruplarina Ait Toplam
Biomass ve Toplam Lipid Miktar1

4.5. Fatty Asidi
Tablo 4.1. Kontrol ve Deney Gruplarina Ait Toplam FAMEs Konsantrasyonu ve
Kompozisyonu
No | Bilesen ismi Kontrol | %50 N (-) | %350 P (-) | %50 N (-) | %100 N | %100N ()
%50P () | () P(-)
1 Caproic acid (C6:0) | 0,0343 | 0,000 0,1678
2 Lauric acid (C12:0) | 0,7009 | 0,7063 0,6529 0,6373 0,6780 0,6992
3 Tridecanoic acid | 0,1176 | 0,2511 0,1007 0,1878 0,1051 0,1185
(C13:0)
4 Myristic acid (C14:0) 0,2114 | 0,2515 0,1767 0,1407 0,1723 0,2284
5 Myristoleic acid | 0,9175 | 1,5424 0,9548 1,0720 0,8521 0,7283
(C14:1)
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6 Pentadecanoic  acid | 1,6340 | 2,6824 1,6683 2,1082 1,5134 1,3604
(C15:0)

7 Palmitic acid (C16:0) | 18,8745 | 23,0598 18,1726 18,3683 18,9808 20,8426
Palmitoleic acid | 10,3444 | 0,4775 0,3670 0,3362 0,3822 0,3812
(Cl16:1)

9 Heptadecanoic acid | 0,1599 | 0,2738 0,1024 0,1127 0,2116
(C17:0)

10 | Cis-10-heptadecanoic | 0,3377 | 0,6769 0,2373 0,4228 0,3137 0,0928
acid (C17:1)

11 | Stearic acid (C18:0) 0,3778 | 0,6976 0,3251 0,2786 0,2201 0,7930

12 | Elaidic acid 15,3428 | 20,5651 15,0679 16,4662 14,9108 14,1687
(C18:1n9t)

13 | Oleic acid 14,5596 | 21,3427 13,7824 14,6093 16,3151 19,1400
(C18:1n9c¢)

14 | Linoleaic acid 18,6564 | 22,6117 19,0886 17,2891 17,7727 17,3718

15 | Gama-linolenic acid | 1,1751 | 0,0977 0,3757 0,0510 0,1501 0,0457
(C18:3n6)

16 | Arachidic acid | 0,0645 | 0,0287 0,1836 0,0350 0,0137 -0,0261
(C20:0)

17 | Cis-11-eicosenoic 23,5011 | 0,0267 25,5365 24,9094 24,1273 19,2505
acid (C20:1)

18 | Linolenaic acid | 0,1748 | 0,3616 0,1799 0,2622 0,2869 0,5163
(C18:3n6)

19 | Heneicosanoic acid | 2,4555 | 3,7178 2,5363 2,6412 2,8551 3,5332
(C21:0)

20 | Cis-,11,14 0,0894 | 0,0856 0,1149 0,000 0,1215 0,0940
eicosadienoic acid
(C20:2)

21 | Behenic acid (C22:0) | 0,1393 | 0,1690 0,1543 0,0825 0,1166 0,1567

22 | Cis-8,11,14- 0,0288 | 0,0364
eicosatrienoic  acid
(C20:3n6)

23 | Erucic acid 0,0093
(C22:1n9)

24 | Cis-11,14,17- 0,0188 | 0,3670
eicosatrienoic  acid
(C20:3n3)

25 | Arachidonic acid | 0,0748 | 0,0880 0,3670
(C20:4n6)

26 | Lignoceric acid 0,1903 0,1567

27 | Capric acid (C10:0) 0,2932
Toplam 100,000 | 100,0000 | 100,0000 | 100,0000 100,0000 | 100,0000
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4.6. FTIR Analizi

Chlamydomonas sp.’ye ait FT-IR spektrumlar1 yesil alglerin karakteristik 6zelliklerini
acik¢a gdstermistir (Murdock ve Wetzel, 2009; Miglio ve dig., 2013). Ozellikle nisasta
ve seliiloz (hiicre duvar1 ve enerji depolama firiinleri) olarak polisakkaritlerin v C-O-C
gerilmesinden dolay1 1.200-1.000 cm ~! dalga boylarmin arasinda kalan ortalama 1032
cm “"deki nispi yiiksek yogunluktaki ist iiste binen bant grubu gériilmektedir (Ozer ve
dig., 2016). Burada 6zellikle, %50 N (-) ve %50 N (-) ve %50 P (-) uygulanan kosullarda
karbohidrat nisbi bolluklarinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. TAG igerigi ile ilgili
olarak, FT-IR spektrumlarinda TAG'lerin ester gruplarina karsilik gelen v C=0 gerilme
emiliminin 1763-1712 cm ™' araliginda (~ 1,745c¢cm ') bant karakteristigi ~ 1,737cm ! 'deki
piklerde de agikca goriilmektedir. Baska bir dogrulama olarak, Chlamydomonas sp.
ekstraksiyonundan elde edilen yag asidi analizinin C18 iizerinde yogunlagmasi

gosterilebilir (Tablo 4.1).
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Sekil 4.5. Chlamydomonas sp. Susuna Ait FT-IR Spektrum Grafigi (2900 cm™ pikler
(lipit piki) esitlendi)
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5. TARTISMA VE SONUC

%50 P (-) eksikliginin hiicre biiylimesi iizerine optik yogunluk, klorofil a ve hiicre sayilar1
acisindan olumsuz etki gosterdigi acikca goriilmektedir. Bu degerler diger besin
sinirlamalarma gore, hasat sonunda sirasiyla 0,5, 9,85 pgrL! ve 3,22x10° hiicre/mL
olarak en diisiik degerler olarak kaydedilmis ve deneme siiresi boyunca da en diisiik
degerlerde seyretmistir. Bu durumda %50 P (-) kiiltliir ortaminin, fotosentezin
baskilanmasina yol a¢tig1 ve Chlamydomonas sp. susunun biiyiimesini olumsuz yonde
etkiledigi goriilmektedir. Buna karsilik, kontrol grubundan sonra, en yiiksek toplam lipit
%16,8 (0,092 gL!) ile %50 P (-) kosullar1 altindaydi. Chlamydomonas reinhardtii ile
ylriitiilen bir caligmada diisiik fosfor uygulamasinda, hiicre biiyiimesinin azaldigi, buna
karsilik lipid/protein ve karbohidrat/protein depolama iiriinlerinin artis1 ile hiicre

hacimlerinde artislar oldugu gozlenmistir (Dean ve dig., 2008).

%100 N (-) ve %100 P (-) ortaminda biiyiiyen hiicrelerin ise, optik yogunluk, klorofil a
ve hiicre sayilar1, hasat sonunda sirastyla 0,623, 10,21 pgrL! ve 4,94x10° hiicre/mL ve
deneme siiresince de nispeten yiiksek degerlerde seyretmistir. Ancak, toplam biomass
(0,495 gL™!) ve lipit (0,069 gL!) olarak en diisiik degerler dlciilmiistiir. Ayrica, bu grubun
hiicre morfolojisi incelendiginde de, hiicrelerin daha sekilsiz ve kiiciik olduklart
gozlenmistir. N ve P aclig1 C. vulgaris ile yliriitiilen baska bir ¢alismada (Wong ve dig.,
2017) ise, tiim kiiltiir kosullar1 arasinda en diisiik hiicre sayisina yol agmistir. %100 N (-
) ve %100 P (-) ortaminda biiyliyen Chlamydomonas sp. susuna ait hiicrelerin her iki besin
yoklugunda ciddi strese girdikleri, sonucta azalan enerjilerini daha c¢ok bdoliinmede

harcadiklar1 ve karbon ¢evrimini karbonhidratlarin lehine kullandiklari diistiniilebilir.

Endiistriyel biyodizel iiretiminde yiiksek seviyede TAG birikimi olan algler tercih edilir
(Wong ve dig., 2017). TAG, arastirilan tiim yetistirme kosullari altinda esas olarak C16:
0 (SFA), C18: 1 (MUFA) ve C18: 3 (PUFA) yag asitlerinden olusur. Bir arastirmada, tiim
yetistirme kosullari arasinda, bu yag asitlerinin TAG havuzundaki nispi bollugu sirasiyla
%14-27, %32-53 ve %]12-21 arasinda degismistir (Breuer ve dig., 2013). Bizim
calismamizda da, SFA olarak, palmitik asid % 18-23 arasinda, MUFA’lardan elaidic acid
ve oleik asid %14-21 arasinda, cis-11-eicosenoic asid %19-26, PUFA’lardan linoleic asid
%17-22 arasinda degismistir (Tablo 4.1). Bunlardan, palmitik asid %50 N (-) ve %100 N

(-) kosullarinda (%23,0598 ve %20,8426), elaidic asid %50 N (-) kosulunda (%20,5651),
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oleik asid %50 N (-) ve %100 N (-) kosullarinda (%21,3427 ve %19,1400) ve linoleic
asid %50 N (-) kosulunda (%22,6117) en yiiksek degerlere ulagmiglardir. Yani, en yliksek
fatty asidi bilesimleri azot acligi kosullarinda gozlenmistir. Yaygin olarak, azot
tilkkendikten sonra TFA'nin yag asidi bilesiminde bliyiik bir degisiklik oldugu diger
caligmalarda da belirtilmistir (Breuer ve digerleri, 2012; Griffiths ve digerleri, 2011).

Calismamizda en yiiksek lipid igerigi (% verim) %19,7 (0,107 gL™!) ile kontrol grubu ve
%16,8 (0,092 gL!) ile %50 P yoksunlugu kosullar1 altindayd: ancak bu deney gruplar
incelenen kiiltlir ortam1 kosullarina gore en yiiksek kuru biyokiitle iiretimine sahip
degildi. Ayn1 sekilde, %50 N (-) ve %50 P (-) grubunda 0,5977 gL' kuru biyomasa
karsilik %13,8 (0,082 gL") oraninda toplam lipid miktar1 kaydedilmistir. %100 N (-)
grubunda ise, en yiiksek kuru biyomas elde edilmesine ragmen %15,8 (0,097 gL!) lipid
icerigi tespit edilmistir. Yine, ikinci en diisiik kuru biyomas (0,5442 gL!) elde edilen
kontrol grubunda, toplam lipid oram %19,2 ile en yiiksek (0,107 gL™') degere ulasmistir.
Benzer bir sonu¢ Wong ve dig. (2017)’nin Chlorella vulgaris ile yaptiklar bir
arastirmada goriilmektedir. Bu aragtirmada da, en ytiksek lipit icerigi (% verim) kontrollii
ve fosfor yoksunlugu kosullar1 altinda, ancak incelenen kiiltiir ortam1 kosullarina gére en
yiiksek kuru biyokiitle liretimine sahip olmadigi sonucuna varilmistir. Fosfor a¢liginin
daha ¢ok hiicre geligimi olarak hiicre yogunlugu ve klorofil a igeriginde azalmaya, besinin
azaldikga, 6zellikle %50 N (-) ve %50 N (-) ve %50 P (-) kosullarinda, Chlamydomonas
sp. hiicrelerinin fatty asidi igeriklerinde C18 {izerinde yogunlastiklar1 gézlenmistir ki, bu
durumda karbonhidrat depolamaya yoneldigi sOylenebilir. Chlamydomonas sp. susunun
nutrient azaltimi karsisinda verdigi karbohidrat ve protein depolama kosullarmin da
arastirilmasi ile daha ayrintili tanimlanabilecegini diisiinmekteyiz. Ancak, su anki veriler
kapsaminda, normal kosullarda besin igerigi yiiksek olmayan ancak, stres kosullarinda

verimli olabilecek TAG bilesimleri iiretebilecegi sonucuna varmaktayiz.
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