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TUBITAK

ONsOz

Bor (B) butun bitkisel organizmalarin bliylime ve gelisimi igin gerekli bir elementtir. Hatta
bitki, mantar, maya ve alg kdiltlrlerinde blylime ortamina ilave edilen ve surekli
bulunmasi gereken tek yari-metal B elementidir. Bu projede gesitli bor bilesiklerinin (Borik
asit, Kolemanit, Uleksit) bazi mikroalglerin blylimeleri ve biyodizel hammaddesi olarak
kullanilan triagilgliserol (TAG) udretimleri Uzerine etkilerinin incelenmesi amacglanmistir.
Bununla birlikte bllyimede en az baskilanma ile nétral lipid iceriginde en fazla artigin
kaydedildigi Bor konsantrasyonlarini belirleyerek Bor elementinin ve borlu bilesiklerin
mikroalglerin biyodizel hammaddesi olarak kullanilan TAG icgeriklerinin artiriimasinda
kullanilabilirliginin ~ tanimlanmasi  hedeflenmistir.  Yapilan  ¢alismalarda  farkl
konsantrasyonlarda uygulanan borlu bilesiklerin Chlamydomonas reinhardtii ve Chlorella
vulgaris gibi bazi mikroalglerden biyodizel hammaddesi Uretimi amaciyla kullanilabilecek
ekonomik ve potansiyel bir yaklasim oldugu degerlendirilmistir.

Bu arastirma projesi TUBITAK tarafindan “1002- Hizli Destek Programs’
kapsaminda 01 Mart 2018 - 01 Mart 2019 tarihleri arasinda 12 ay sure ile desteklenmistir.
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OZET

Bor (B) butun bitkisel organizmalarin baylime ve gelisimi icin gerekli bir elementtir. Hatta
bitki, mantar, maya ve alg kdiltlrlerinde blylime ortamina ilave edilen ve surekli
bulunmasi gereken tek yari-metal B elementidir. Bu projede ¢esitli borlu bilesiklerin (Borik
asit, Kolemanit ve Uleksit) bazi mikroalglerin blytmeleri ve biyodizel hammaddesi olarak
kullanilan triagilgliserol (TAG) Uretimleri Uzerine etkileri incelenmistir. Bununla birlikte
blyimede en az baskilanma ile nétral lipid iceriginde en fazla artisin kaydedildigi B
konsantrasyonlarini belirleyerek B elementinin ve borlu bilesiklerin mikroalglerin biyodizel
hammaddesi olarak kullanilan TAG igeriklerinin artirlmasinda kullanilabilirliginin
tanimlanmasi hedeflenmistir.

Bu amacla, proje kapsaminda biyoteknolojik agidan literatirde 6nemi yer tutan tath su
mikroalgleri C. reinhardtii ve C.vulgaris ile denizel mikroalg N.oculata ve diyatom
P.tricornutum tlrdndn yaninda bir de siyanobakteri Synechocystis sp. tlrleri ¢alismaya
tabi tutulmustur. Yapilan galismalar sonucunda artan konsantrasyonlarda Borik asit,
Kolemanit ve Uleksit uygulamalarina verilen fizyolojik cevaplar kullanilan borlu bilesigin
cesidi ve projede kullanilan mikroalg turine bagh olarak farkliliklar sergiledigi
anlagilmistir.  Oncelikle artan B yogunlugunun TAG (retim agisindan siyanobakteri
Synechocystis sp.’de énemli bir etkisinin olmadigi degerlendiriimigtir. Ote yandan ortam
Borik asit yogunlugu 4,6mMa kadar c¢ikarildiginda c¢alismada kullanilan mikroalglerin
biylmelerinde kaydadeger bir dedisim belirlenmemistir. Yine artan konsantrasyonlarda
Borlu bilesik uygulamasinin genel olarak P.tricornutum ve N.oculata’nin toplam
karbohidrat Uretiminde artisa sebep olsa da TAG Uretiminde kayda deger bir artisi
tetiklemedigi anlasiimistir.

C.reinhardtii’'ye artan konsantrasyonlarda Borik asit ve Kolemanit uygulanmasi biyodizel
hammaddesi olarak kullanilan TAG Uretiminde ve yag asidi metil ester (YAME) iceriginde
olumlu katkilar sagladigi anlasilmaktadir. Kolemanit uygulamasinin sebep oldugu
buyumedeki baskilanma dikkate alindiginda 4 gune kadar 1,54mM konsantrasyonda
Kolemanit uygulamasi ya da bu mikroalgin blyitme ortamindaki Borik asit yogunlugunun
8 glin boyunca 4,6mM’a gikariimasi C.reihardtiiden biyodizel hammaddesi Uretimi icin bu
projeden elde edilen sonuglara gbre en uygun yaklasimlar olabilecegi dederlendirilmistir.

C.vulgaris’in blyime ortamina artan konsantrasyonda borlu bilesikler uygulandiginda
TAG Uretimi artmig, YAME icerisindeki ¢oklu doymamis yag asidi oraninda da azalma
kaydedilmistir. Bununla birlikte bu ¢alismada, 0,93mM Uleksit uygulamasinin blylimede
disuk dizeyde sayilabilecek bir baskilanma ile kisa slrede lipit Uretiminde artisi
tetikledigi, boylece 8 gun boyunca 0,93mM Uleksit uygulamasinin C.vulgaris'ten biyodizel
hammaddesi Uretimi icin diger uygulamalara gére daha Ustin oldugu degerlendirilmistir.

Sonug¢ olarak bu proje kapsaminda yapilan calismalarda farkli konsantrasyonlarda
uygulanan borlu bilesiklerin C. reinhardtii ve C. vulgaris gibi bazi mikroalglerden biyodizel
hammaddesi Uretimi amaciyla kullanilabilecek ekonomik ve potansiyel bir yaklagim
oldugu degerlendirilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Biyodizel, Borik asit, Kolemanit, mikroalg, Uleksit
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ABSTRACT

Boron (B) is an element that is necessary for growth and development of all terrestrial
plants. In fact, B is the only semimetal that is heccessary to be included in growth media
of plants, fungi, yeast, and algae. In this project, impact of some boron compounds (Boric
acid, Kolemanit, and Uleksit) on growth and triacylglycerol (TAG) production of some
microalgae was investigated. Besides, it was aimed to define use of B and Boron
compounds for induction of microalgal TAG production by determining the most optimum
B concentration that cause the least impact on suppression of growth and maximum
production of TAG.

With this aim, freshwater microalgae C. reinhardtii and C.vulgaris, marine microalga
N.ocuata, diatom P.tricornutum and cyanobacterium Synechocystis sp. were employed in
the scope of the project. Results showed that application of increased Boric acid,
Kolemanit and Uleksit concentrations results with different physiological responses
depending on the species. First, increased B concentration was evaluated to be
ineffective on TAG production of cyanobacterium Synechocystis sp. On the other hand,
growth of microalgae did not show drammatical changes when the Boric acid
concentration of media increased up to 4,6mM. Besides this, TAG content of
P.tricornutum and N.oculata did not show remarkable changes even if the carbohydrate
production increased as a response to increased concentrations of Boron compounds.

Increased concentrations of Boric acid and Kolemanit induced TAG production and
improved fatty acid methyl esters (FAME) production of C.reinhardtii. Results showed that
1,54mM Kolemanit application for 4 days or 4,6mM Boric acid application for 8 days
provide more convenient approach for biodiesel feedstock production from C.reinhardtii.

When increasing concentrations of boron compounds applied in C.vulgaris growth
medium, TAG content increased and polyunsaturated fatty acid ratio decreased in FAME.
Besides, 0,93mM Uleksit application caused increased lipid production while causing little
impact on growth in a short time period; thus, 0,93mM Uleksit application for 8 days was
shown to be an effective way for biodiesel feedstock production from C.vulgaris.

As a result, this study showed that application of different concentrations of boron
compounds can be considered as an economic and potential approach for production of
biodiesel feedstock from microalgae including C.reinhardtii and C.vulgaris.

Keywords: Biodiesel, Boric acid, Kolemanit, Uleksit, Microalgae
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1. GIRIS

Bor (B), butin bitkisel organizmalar icin blylime ortaminda bulunmasi gerekli bir
elementtir. Bitkilerin B elementine olan gereksinimlerinin birbirinden farkli duzeylerde
oldugu belirlenmistir. Ornegin latisiferli bitkiler (lateks Ureten bitkiler) B gereksinimi en
fazla olan bitkiler iken otsu bitkiler buyime ve gelismelerinde B elementine en az
gereksinim duyan bitkilerdir (Mengel ve Kirkby, 2001). Bor elementinin bitkisel hiicreler
icin asil rolinin hicre duvarinin yapisina katllan pektin sentezi ile iligkili oldugu
bildirilmistir (O’'Neill vd., 2004). Ancak hlicre duvari bulunmayan bazi mayalar (Bennett
vd., 1999) ve hayvansal embriyo geligsimi Uzerine borun sinirlayici etkileri (Lanoue vd.,

2000) bu elementin diger bircok fizyolojik role sahip oldugunu gostermektedir.

Bor, periyodik tabloda gdsterilen yari metaller igerisinde elektronegativitesi en disuk
elementtir. Bu 6zelligi B elementinin kimyasal ve biyokimyasal proseslerdeki davranigi ile
ilgili baskin rol oynar (Kot, 2009). Bor elmasa yakin bir sertlige sahip 1s1g1 kiran bir
elementtir. Atom numarasi 5'dir ve B semboll ile gosterilir. Dojada serbest olarak
bulunan bir element degildir. Bor elementi uygun kosullar saglandiginda yiksek seviyede
yanicl, patlayici dzellikler gosterdigi bilinmektedir. Disari i1s1 yayan bu kimyasal reaksiyon
sonucu bir gaz emisyonu da olmamaktadir. Bu yuzden bor elementinin alternatif yakit
olarak kullanilmasi Gzerine yogun ¢aligmalar yapilmaktadir. Ginimuzde bor elementinin
yakit olarak kullanildigi teknik olarak yeterli motorlar gelistiriimesine ragmen yuksek
maliyetler nedeniyle su an igin gunlik kullanima inmemis (http://www.turksan.com) olan
borun bitki blyUmesi icin gerekliligi ilk olarak 20. ylzyihin baslarinda belirlenmistir ve
ginuimuzde B elementinin bitki buylmesi icin ortamda surekli bulunmasi gereken
esansiyel bir element oldugu kanitlanmistir. Buglin B elementinin bitkilerde o6ncelikli

rolintn hdcre duvarinin yapisi ve fonksiyonu ile iligkili oldugu bilinmektedir.

Bor elementinin sadece bitkiler igin dedil, mantarlar, hayvansal hicreler, siyanobakteriler
ve algler icin de buyume ve gelismede surekli ihtiyag duyulan bir element oldugu
bilinmektedir. Halihazirda bitki, mantar, maya ve alg klttrlerinde blyime ortamina ilave
edilen ve surekli bulunmasi gereken tek yari-metal B elementidir (Mengel ve Kirkby,
2001). Ancak yuksek yapili bitkilerin B gereksinimleri ile ilgili simdiye kadar ¢ok sayida
¢alisma yapilmis olmasina ragmen, 6zellikle bitkilerin B elementine olan gereksinimlerinin
tirden ture farklilk gésterdigi g6z éninde bulundurulunca, degisik mikroalglerin blyime
ortamlarinda bulunmasi gereken B konsantrasyonlari ile ilgili yeterli bir caligma henuz
rapor edilmemigtir. Degisik mikroalg tlrlerinin B elementine olan gereksinimleri ile ilgili
calismalar simdiye kadar sadece bazi diatomlarda hicre duvari olusumu (Smyth ve

Dugger, 1981) ve bazi siyanobakterilerde heterosist olusumu (Bennett vd., 1999) Uzerine
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elde edilen bulgular ile sinirlidir ve yetersizdir. Bor i¢erigince zengin besiyerinde bulunan
Pinnularia gibba mikroaginin erken blylume safhalarinda hizla lipit iceriginin arttiginin
bildirilmesi (Ju, 2011) ve yapilan 6n c¢alismamiz proje O6nerisinin Anemini ortaya

koymaktadir.

Atik sularin ¢gogu bitki icin toksik etki gosteren bordan arindiriimasinda Chlorella taru ile
olumlu bulgular elde edilmesi de alglerin bor biriktirme 6zelliklerini géz dnline sermektedir
(Tagtan, 2012). Anabaena PCC 7119 ve Anacystis nidulans turlerinin yuksek bor
konsantrasyonlarinda buytme, fikobiliprotein, klorofil, fotosentetik oksijen degisimi, nitrat
alimi ve nitrat rediktazda azalmaya sahip oldugu ancak fotosentezin etkilenmedigi ve
karbonhidrat ile lipid igerigini arttirdigi belirlenmistir (Mateo, 1987).

Bu arastirma projesi igcin yaptigimiz 6n c¢alismalarda farkli B konsantrasyonlarinin
mikroalg ¢calismalarinda model organizma olarak kullanilan ve tek hicreli bir mikroalg taru
olan Chlamydomonas reinhardti’nin buyumesi Uzerine farkli etkileri oldugunu
gbzlemledik. On galismalarda kullandigimiz ve mikroalglerin blyGtilmesi igin kullanilan
Tris-Asetat-Fosfat (TAP besiyeri) bulyGtme ortaminda optimum bldylme hizinin,
halihazirda kullanilan B konsantrasyonundan 10 kat daha fazla kullanildiginda
degismedigini, bununla birlikte mikroalglerin icerdikleri nétral lipid iceriklerinin kontrole
kiyasla 6nemli oranda artirildigini belirledik ve yaptigimiz proje ¢alismalarinda da &zellikle
4,6mM’a kadar artan konsantrasyonlarda Borik asit uygulamasinin mikroalglerin lipid ya
da karbohidrat icerigini artirmakla birlikte buyimesini ¢cok dnemli duzeyde etkilemedigini
belirledik. Bdylece, bu proje kapsaminda gergeklestirdigimiz ¢calismalarda hedeflerimizden
birisi ticari 6nemi ylksek olan farkli mikroalg turlerinin biyime ortamlarinda bulunabilecek

en yuksek B konsantrasyonlarinin belirlenmesi olmustur.
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2. LITERATUR OZETi

2.1. Alternatif Enerji Kaynagi Olarak Biyodizel

Dunyadaki enerji ihtiyacinin %70’ i petrol bazli kimyasallardan Uretilen enerjiyle
karsilanmaktadir (Gouveia ve Oliveira, 2009.) Yillar gectikge yeraltindaki tabakalardan
cikartilan petrol miktari azalmakta, petrol cikarmanin maliyeti artmakta, bu da petrol
fiyatlarinda sirekli bir artisa neden olmaktadir. Bu artiglar, petrol konusunda disa bagimh
olan Ulkemiz ekonomisine gok buyuk maliyetler getirmektedir. Maliyetin yaninda, petrol
stratejik bir Griindlr ve enerjide disa bagimlihdi olmayan ulkeler politik olarak daha gugcli
olabilmektedir.

Ayrica gunimuzde bu kadar cok kullanilan petrol turevi yakitlarin zararlari da oldukca
aciktir. Araglardan ¢ikan yakitin yanmasi sonucu olusan gazlar; ginimuzde hava
kirliliginin en 6nemli nedenlerinden biridir (Kim, 2004). Hava Kkirliligi sonucu 6zellikle
blylk sehirlerde yasayan insanlarda saglik sorunlari bas gdstermektedir. Astim benzeri
hastaliklar ve oto-immdin hastaliklar hava kirliliginden dolayi hizla artmaktadir (Sheppard,
1999).

Alternatif enerji tlrleri olarak misir ve ayciceginden biyodizel, rizgar turbinleri, gines
enerjisi Uzerine galismalar uzun suredir devam etmektedir ve bu ¢alismalar belirli bir
noktaya gelmistir. Ozellikle misir vb. bitkilerden ve su yosunlarindan biyodizel Uretimi

onemlidir.

Biyodizel, dizel motorlari icin, bitkisel ve hayvansal yaglar gibi yenilenebilir kaynaklardan
uretilebilen alternatif bir yakittir. Avrupa Birliginin 2003/30/EC direktifi ile 2005 sonunda
piyasaya arz edilen fosil yakitlarina %2 oraninda biyoyakit eklenmesi zorunlulugu
getirilmistir. Biyodizel toksik olmayan, dogada kolay bozulabilir, ¢evreci bir yakittir.
Biyodizel Uretiminde kullanilan temel ydntem transesterifikasyon reaksiyonudur.

Transesterifikasyon reaksiyonu, serbest yag 20%

10%

asit seviyesi, alkolun kimyasal yapisi, katalizor o%
-10% \
-20%

-30%

NOx I

tipi, reaksiyon sicakligi ve reaksiyon siresi

gibi parametrelerden etkilenmektedir. <

-40%

Emisyondaki Azalma

-50%

M
Biyodizel petroliin yol agtigi gibi bir kirlilige yol 0% . ~
HC

-70%

acmamaktadir. Suya birakildiginda biyodizelin

-80%
28 glinde %95, motorinin ise %40'i 0 20 40 60 %0 100
Biyodizel Yiizdesi
bozunabilmektedir. Biyodizelin dogada
Sekil 1: Petrol yerine biyodizel
bozunabilme  6zelligi dekstroza (seker) kullanildiginda; havadaki kirli gazlarin
emisyon degisimi ( EPA, 2002)
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benzemektedir. Sekil 1’de normal dizel yerine biyodizel kullanildigindaki bazi maddelerde
olusacak emisyon degisikligi gorilmektedir. Sera etkisine dogrudan etki etmeyen NO;
saliniminda hafif bir artis olmasina karsin; hidrokarbonlar (HC), karbonmonoksit (CO) ve
egzozdan salinan partikiller (PM) gibi hava kirliligindeki en dnemli faktérlerde yuzde

70’lere varan azalma gdzlenmektedir (EPA, 2002).

Gectigimiz yillarda biyoetanol Uretimine agirlik verilmistir. Fakat biyoteknolojideki ilerleme
ve alglerin yad potansiyelinin kesfi gibi gelismeler; bu endistride mikroalg kullanimini
baslatmistir. Mikroalglerden biyodizel elde edilmesinin bitkilerden biyoetanol Uretimine
kiyasla birgok avantajlari bulunmaktadir. Biyoetanolden biyodizel elde edilmesinde
kullanilan en yaygin bitkilerden biri, yag oraninin fazla olmasiyla bilinen hurma agacidir
(Chisti, 2007). ABD’deki petrol ihtiyacinin tamamini biyoetanolden elde edilen dizelle
karsilamak istersek, yaklasik 111 milyon hektar alana ekili hurma agaci gerekmektedir.
Bu durum diger bir deyisle Birlesik Devletlerinin tarim alanlarinin %61’ine bu agacin

ekilmesine ve bunlarin timunin biyoetanol tretiminde kullaniimasina esittir (Chisti, 2008).

Biyodizel, organik yaglarin baz ve alkolle karistirlarak dizel yakita ¢cevrilmesi sonucu elde
edilen Urindir. Rudolf Diesel vyerfistigi yadiyla dizel motoru 1900 vyilinda Paris’'te
dizenlenen Dunya Fuarinda calistirmig, bdylece sebze yaglarinin yakit olarak
kullanilabilecegini gostermistir. Fakat petroliin daha revagta olmasi sebebiyle uzun yillar
ilgi gormemistir. Ancak 1970’lere gelindiginde artan endustriyel gereksinim ve yagsam
standartlarinin da artmasi, petrol sikintisini dogurmus ve alternatif enerji kaynaklari
aranmaya baslanmistir. Kyoto protokoliine gére 2010 yilinda dizel yakitlara %10 oraninda
biyodizel eklenme zorunlulugu programlanmis ve halihazirda Almanya, Fransa, kuzey
Avrupa ulkeleri ve Amerika gibi gelismis Ulkelerde bu zorunluluk uygulanmakta ve
biyodizel Uretiminin tesviki amaciyla ¢cogu gelismis Ulkelerde biyodizele vergi muafiyeti
getirilmistir. Bu glin kanola, soya fasulyesi, misir ve aygicedi gibi yagli tohumlu bitkilerden
biyodizel dretimi artik sanayilesmistir. Ancak bu mahsuller ve bunlardan elde edilen
drtnler mutfak tiketiminde basta gelen Urinlerdir ve biyodizel Gretim amacli bu Grtnlerin
yetistiriimesi ekilebilir tarim arazilerinin kullanimina ihtiyag duyulmasi olumsuz ekonomik
sonugclar doguracagindan gelismis ulkeler artik Gglinct nesil biyodizel Gretimi araci olarak
mikroalglerin kullanimi Gzerine aragtirmalarini yogunlastirmislardir.

Mikroalglerin dinya mutfaginda bilinen bir genel kullanimi yoktur ve yetistirilmeleri igin
ekilebilir tarim arazilerinin kullanimina da gerek duyulmaz. Bununla birlikte mikroalglerin
biyodizel tretiminde kullanilan nétral lipid icerikleri bu amagla kullanilan diger tim biyolojik
Orneklerden daha yuksektir. Mikroalglerden biyodizel hammaddesi (nétral lipid =

triacilgliserid) Uretim etkinliginin artirimasi Uzerine yapiimis ¢odu c¢alismada azot ve
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fosfor gibi makrobesin element eksikliklerinin, mikroalglerin nétral lipid icerigini dnemli
oranda artirdigi rapor edilmistir (Zemke vd., 2010). Mavi-yesil alglerin bor bilesigini
bunyelerinde yesgil alglere gére daha ¢ok absorbe ettikleri (Boyd, 1970; Gerloff, 1968) ve
bu bilesigin azot fiksasyon mekanizmasinda etkili oldugu (Boyd, 1970) bildiriimis olsa da

bu konuda ¢apilan galismalar sinirli sayida tar ile yapiimistir.

Biyolojik organizmalarda elementler arasindaki interaksiyon hiicresel homeostazisin
saglanmasi icin hayati ve slrekli bir 6neme sahiptir. Daha 6nce ylksek yapili bitkilerle
yapilan calismalarda buyime ortamina B ilave edildiginde fosfor ve klor eksikliginin
olumsuz etkilerinin kisa sire icerisinde giderildigi (Robertson ve Loughman, 1974) ve bu
elementlerin ortamdan emiliminin hizlandirildigi (Pollard vd., 1977) bildirilmistir.

Dogada B, hidrojenden 10° kat ve karbon, nitrojen ve oksijen gibi elementlerden 108 kat
daha az olan miktar ile oldukg¢a dusik konsantrasyonlarda bulunmaktadir (Kot, 2009).
Ancak bu denli nadir dizeyde bulunmasina ragmen litosfer ve hidrosferde genis bir
dagilim géstermistir. Ornegin kayalarda 5-10 mg/kg (Shorrocks, 1997), tath sularda 3-10
Mg/l (Power ve Woods, 1997), deniz ve okyanuslarda 4-5 mg/L (Lemarchand vd., 2000)
duzeyinde bulunmaktadir. Bitkisel organizmalarin borik asit seklinde aldiklari dogada
elemental formda bulunmayan boron, kayalarda ve yogun halde bazi borlu bilesikler
seklinde (silikon, sodyum, kalsiyum ve magnezyum ile birlikte oksijene bagh bor
bilesikleri) dedisik formlarda bulunur. Dogada yaklasik 200 farkh mineralin B igerdigi
belirlenmigtir ancak bunlardan dogada en bol bulunan formlari olan uleksit (hidratl
sodyum kalsiyum borat) ve kolemanit (hidrath kalsiyum borat) kullanilabilir borlu bilesikler
icerisinde ticari dnemi en yuksek olanlaridir. Bu proje kapsaminda borik asite ek olarak
ticari degeri yuksek olan bu iki farkli borlu bilesigin farkh derisimlerinin mikroalgal blyime
ve biyodizel uretimindeki etkinligi de arastirilmigtir.

2.1.1. Mikroalglerden Biyodizel Uretimi

Isigin, suyun ve mineral besinlerin varlgi, diger tim fotosentetik organizmalar gibi
mikroalglerin de blylimesi ve gelismesi igin ¢ temel gereksinimdir ve mikroalgler de
diger fotosentetik organizmalar gibi temel ergastik maddeler olarak tirlere gore degisen
oranlarda karbonhidrat, protein ve lipid bulundururlar. Algler tarafindan Uretilen dogal yag
(lipid) formunun, biyodizel uUretimi igin uygun yapida olusu, algleri biyodizel Uretimde
ayricalikli bir yere koymustur. Mikroalgler karasal bitkilere oranla ¢ok hizli blyurler.
Genellikle ortalama 24 saatten az slirede sayilarini iki katina ¢ikarabilirler. Bazi algler de
blylime safhasinin en Ust noktasinda her 3,5 saatte bir bolindrler. Mikroalglerdeki yag
miktari genellikle %20-50 arasinda degisirken bazilarinda bu oran %80’e kadar cikabilir.

Algal biyokutle biyoyakit ile ilgili sorunlari ¢gézmek icin énemli bir rol oynamakla kalmayip
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ayrica yerylzinde CO; emisyon azalmasina katkida bulunur. Bu nedenle, mikroalgler

yakit icin kiresel talebi karsilama yetenegine sahip tek yenilenebilir biyodizel kaynagi gibi

gbrinmektedir.

Biyodizel Uretiminde kullanilan algler genellikle tek hicreli yesil alglerdir. Bu tur algler
fotosentetik planktonlardir ve ayni zamanda yuksek blyume oranlari ve yuksek
populasyon yogunluguna sahiptir. Bu nedenle, algler biyodizel Gretimi icin énemli bir
kaynaktir (Chisti, 2007). Mikroalglerden biyodizel Uretimi konusunda Universitelerde
surdurilen calismalarin yaninda 6zel sektorler de blyik miktarlarda yatirrm yapmakta ve
mikroalglerden verimli bir sekilde yakit Uuretme teknolojisini geligtirmek igin
ugrasmaktadirlar. Ornegin 2010 yilinin basinda Donald Danforth Bitki Bilimleri Enstitisi
(The Donald Danforth Plant Science Center) alg bazli biyodizel Gretme calismalari icin
Birlesik Devletler Enerji Departmanin’dan 44 milyon ABD dolar bitce almistir
(https:/imww.danforthcenter.org/). Bunun yaninda 6zel sirketlerde son yillarda alglerden
biyodizel gelistirmeye dnem vermektedir. ABD merkezli Greenfuel Teknoloji (Greenfuel
Technology Corporation) alglerden biyodizel Uretimi gelistiriimesi Uzerine merkezler
acmak icin 13,9 Milyon dolar butce ayirmistir (https://www.danforthcenter.org/). Yine
Amerika merkezli Aurora Biofuels, algleri maniplle ederek biyodizel Ureten havuzlarina
toplam 25 milyon dolar yatirim yapmistir (AuroraBiofuels, 2010). Bilindigi gibi dinyanin en
blaylk benzin Ureticilerinden biri olan Shell, HR Biopetroluem adl bir sirketle 2007 de
ortaklik anlagsmasi imzalayarak sirketin ¢alismalarina sponsor olmustur (HRBiopetroluem,
2007). Bu sirket, mikroalgleri genetik olarak segen ve onlari genig hacimli havuzlarda
yetistirerek biyodizel Uretimi gergeklestiren bir kurumdur (www.hrbp.com). Bu konularda
blaylk yatinnm yapan sirketlerden biri de Solazyme adli kurulustur. Sirket genetik olarak
secilmig alglerden yalnizca biyodizel degil ayni zamanda saglik Grunleri, cilt bakim drunleri
gibi yan durlnlerde Uretmektedir (www.solazyme.com). Yukaridaki sirket ve enstittlerin
hepsinin ortak amaci c¢esitli yontemlerle mikroalglerden biyodizel uretimindeki verimi

arttirmaktir.

Uygun calismalar yapildiktan sonra mikroalglerden biyodizel Uretiminin petrole alternatif
olabilecegi disunulmektedir. ABD’de yapilan bir arastirmaya goére; ulkenin yilhk 0,53
milyar m? petrol ihtiyacinin tamami alg bazl biyodizelle karsilanmak istendiginde, bu
uretimi gerceklestirmek icin alglere yalnizca 5,4 milyon hektar alan gerekmektedir. Bu,
ABD ekilebilir alanlarinin yalnizca %3’Unu (biyoetanolle %61 gerekmekte) kaplayan bir
alandir (Chisti, 2008). Ayrica alglerin yaglari alinip biyodizel Uretimine gegildikten sonra;
geriye kalan alg kalintilari da biyoetanol uretimi ya da biyogubre yapiminda kullanilabilir
(Pulz ve Gross, 2004).
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Bir tarim ulkesi olan Turkiye'de biyodizel Gretimi i¢in buyuk bir potansiyel vardir. Biyodizel
her tirli nebati ve hayvansal yagdan, kullaniimis yaglardan uretilebilmektedir. Turkiye’de
iklime uygun cesitli yagd bitkilerinden biyodizel uretilebilir. Ancak karasal urinlerin
doénemsel olarak bluylumeleri ve sahip olduklari yag miktarlarinin kendi kuru agirliklarinin
yalnizca %5’i kadar oldugu, diger taraftan mikroalglerdeki yag miktarinin genellikle %20-
50 arasinda bulunmasi, hizli yasam doénglleri ve vyag iceriklerinin artirilabilmesi
durumlarini digunince uUlkemizde de algal biyodizel Uretimine oncelikli yer verilmesinin
daha faydali olacagi 6éngorilmektedir. Ulkemizde biyodizel Uretim calismalari bitkisel

kaynakli yag elde edilmesiyle baslamis; ginimizde de bu yaklasim pek degismemistir.

Mikroalglerden biyodizel Uretimi birgok avantajlar igermesine ragmen su asamada ticari
olarak kullanimi yeterli seviyede degildir. Bunun en blylk sebebi ekonomik olarak
mikroalglerden biyodizel tretiminin petrolle rekabet edememesidir. Biz de, projemizde bor
kullanarak alglerden biyodizel Gretimini daha ekonomik hale getirmeye katki saglamayi
planladik. Su anki teknolojiyle alglerden 1 litre biyodizel Gretilmesinin maliyeti ise 2,10
dolar civarindadir. Bu rakamin alglerin bolinme hizinin arttirlmasi, yag icerigi yuksek
algler elde edilmesi, algden alinan yagin biyodizele c¢evriimesi reaksiyonlarinin
optimizasyonu gibi gelismelerle 0,48 dolara kadar diismesi beklenmektedir (Coyle, 2007;
Chisti, 2007).

Proje kapsaminda farkli &zelliklerdeki mikroalg tlrleri UGzerinde c¢aligilarak bu
mikroorganizmalarin hicre igindeki Triagilgliserol ve ndétral lipid miktarinin yuksek bir
seviyeye ¢ekilmesi planlanmigtir. Bor miktari ve bor bilesigi tirintn mikroalg buyume hizi
ve biyodizel hammaddesi uretim verimine etkilerini blyime ortamindaki bor yogunlugu ve
bor cesitlerini degistirerek denedik. Yapilan deneyler sonucunda biyodizel Uretiminde
kullanilan bor miktarini arttirarak, islemin verimini arttiracak bir yaklagim onerilmistir. Bu
yaklasimin, su anda biyodizel Uretimi Gzerine ¢alisan sirket ve arastirma merkezlerinin de

uygulayabilecegi bir ydntem olarak bor kullanimini arttirmasi disinulmektedir.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1.  Kultur sartlari ve deneysel yaklagim

Bu arastirma projesinde kullanilan mikroalgler ve siyanobakteriler tlkemiz i¢ sularindan
izole edilmis olup Istanbul Medeniyet Universitesi Mikroalg Kiiltir Koleksiyonunda
muhafaza edilmektedir. Calismalarda kullaniimak Gzere stok kiltlrlerden inokile edilen
turlerden C.reinhardtii (Sekans# KP259886), C.vulgaris C-27 (Sekans# KP259884.1) ve
N.oculata (Sekans# KP259513.1) tlrleri 500 mL hacimli cam erlenlerde 200 mL kultdr
ortaminda 120 rpm devir hizina ayarlanmis sicaklik ayarl ¢alkalamali inklibatorde, 2512
°C sicaklikta 100 pmol foton m=2s™' sirekli 1sik siddeti altinda kultire alhnmigtir.
Synechocystis sp. (Sekans# KP259263.1) turl, 1 L hacimli cam siselerde 700 ml kultir
ortaminda hava kaldirmali ydntemle, 2812 °C sicaklikta, P.tricornutum (Sekans#
KP259588.1) ise yine 1 L hacimli cam siselerde 700 ml kiltir ortaminda hava kaldirmall
yontemle ve 23+2 °C sicaklikta 100 pymol foton m=2s~" siirekli 1sik siddeti altinda kiltiire

alinmistir.
Kullanilan mikroalglerden;

- Chlamydomonas reinhardtii tiri, 7mM NH.CIl, 0,4mM MgSO.7H.0O, 0,34mM
CaCl,2H,0, 0,61mM K;HPO,, 0,39mM KH.PO., 6uM ZnSO,7H.O, 0,184mM
HsBOs;, 25uM  MnCl4H,0, 6uM CoCl:6H,O, 6uM CuSO45H,0, 6uM
(NH4)6M070244H,0, 17,9 uM FeS0O47H-0 igceren TAP besiyeri ¢dzeltisinde (Harris,
1989),

- Nannochloropsis oculata ve Phaeodactylum tricornutum tirleri, 0,882mM NaNOs3,
0,0362 mM NaH,POsH.O, 0,106mM Na,SiOs:9H,0, 0,0117mM FeCls6H.0,
0,0117mM NaEDTA2H,O, 0,04uM CuSO45H.0, 0,026uM Na:MoOs2H-0,
0,0165uM ZnSO47H.0, 0,042uM CoClz, 0,91uM MnCl24H20, 0,3uM Thiamine
HCI, 2nM Biotin, 0,37nM Cyanocobalamin, iceren F/2 ortaminda (Guillard, 1975),

- Chlorella vulgaris C-27 tart, 0,882mM NaNOs, 0,3mM MgS047H.0, 0,175mM
K:HPO,4, 0,25mM CaCl,2H,0, 0,0312mM sitrik asit, 0,03mM Ferrik amonyum
sitrat, 2,8uM Na;EDTA2H.O, 0,189mM Na,COs;, 1uM HsBOs;, 0,158uM
MnCl24H20, 1uyM ZnSO,7H20, 0,01uyM CuSO45H20, 0,01uM (NH4)6M070244H,0,
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0,3uM Thiamine HCI, 2nM Biotin, 0,37nM Cyanocobalamin iceren BG-11
ortaminda (Rippka ve Herdman, 1993),

- Synechocystis sp. tiurleri de 308mM NaCl, 8,05mM KCI, 8,26mM Tris-Base,
20,3mM MgSO., 1,81mM CacCl;, 11,8mM NaNOs, 0,36mM KH,PO4, 0,014mM
FeCl;, 0,3uM Thiamine HCI, 0,554mM H3;BOs, 0,23mM ZnCl,, 0,021mM MoOs,
0,14mM FeCl6H20, 0,22mM MnCl>4H0, 0,12uM CuSO45H.0, 0,5uM
CoClL6H20 ve 0,3uM Cyanocobalamin iceren A+ blyltme ortaminda kiltire

alinmistir.

Tarlerin kdltdre alindigr TAP, F/2, BG-11 ve A+ blyltme ortamlarinin HsBOs igerikleri
birbirinden oldukgca farkhdir. TAP ortaminda 0,184mM olan H;BOs; yodunlugu BG-11
ortaminda 1uM iken A+ ortaminda 0,554mM olarak uygulanmakta ve F/2 ortamina da
HsBOs ilave edilmemektedir. Bu sebeple H3BOs'in blylme (zerine etkilerini belirlemek
icin ilk calismalarda F/2 ortamina da, diger ortamlara kiyasla disik konsantrasyonda
kullanildigindan dolayr, BG-11 ortamindaki konsantrasyonlar uygulanarak c¢alisma
gerceklestirilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Siyanobakteri ve mikroalglerin kultire alindigi ortamlardaki HsBOs
konsantrasyonlari

AP Bg-11 F2 A+
1xH,B0, 0.184 mM 1uM 1uM 0.554 mM
10xH,B0, 1.84 mM 10um 10puMm 5.54 mM
25xH,B, 46mM 25 uM 25uM 13.85 mM
50xH,B0, 9.2mM 50uM 50uM 27.7 mM
100xH,BO, 18.4mM 100 um 100 uMm 55.4 mM
BG11 ve F/2 icin 0.184mM - 0.184 mM 0.184mM

Mikroalglerin blyimelerinde meydana gelen dedisimin belirlenmesi icin spektrofotometrik
Olgumlerle (P.tricornutum ve Synechocystis sp. i¢in 730 nm, C.reinhardtii, C.vulgaris ve N.
oculata, tirleri icin 680 nm dalga boylari) elde edilen absorbans degerleri kaydedilmistir.
Aragtirma bulgularinda sunuldugu gibi yukaridaki tabloda belirtilen konsantrasyonlar
uygulandiginda TAP ortaminda kiltiire alinan C.reinhardtii ve A+ ortaminda kiltlire alinan
Synechocystis sp. siyanobakterisinin buyumelerinde artan HzBO3s konsantrasyonlarinda
baskilanma gozlemlenmistir. Ote yandan literatirde 1 uM olarak uygulanan H3BOs;
yogunlugu 100 kat artirildiginda ve hatta TAP ortaminda kullanilan 0,184 mM HsBO3
yogunlugunda da C.vulgaris, N.oculata ve P.tricornutum mikroalglerinin 20 gunlUk
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inkiibasyon suresinde blyumelerinde bir farklilk gézlemlenmemistir. Bu sebeple proje
calismalari igin kullanilan mikroalglerin (C.reinhardtii, C.vulgaris, N.oculata ve
P.tricornutum) blydme ortamlarinda bulunan H3;BOs yogunlugu 0,184 mM olarak
belirlenmis, artan konsantrasyonlarda borlu bilesik konsantrasyonlari da bu degere goére
hesaplanarak uygulanmistir. Bu de@erlendirmelere gére c¢alisma icin kullanilan
siyanobakteri ve mikroalglere uygulanan borlu bilegiklerin konsantrasyonlari asagidaki

tabloda belirtildigi sekli ile uygulanmistir (Tablo 2).

Tablo 2. ilk blylime analizi sonrasinda calismada kullanilan mikroalgler (C.reinhardtii,
N.oculata, C.vulgaris ve P.tricornutum) ile Synechocystis sp. siyanobakterisine uygulanan
borlu bilesik konsantrasyonlari.

Borlu Bilesik yogunluklari Mikroalgler uygulanan Synechocystis sp. uygulanan
1x H3BO; 0.184 mM 0.554 mM

10x H;BO, 1.84 mM 5.54 mM

25x H;BO; 4.6 mM 13.85 mM

50x H;BO, 9.2 mM 27.7 mM

25x CaB;0,(OH);H,0 (Kolemanit) 1.54mM 4.6 mM

50x CaB;0,(OH);H,0 (Kolemanit) 3.08 mM 9.2 mM

25x NaCaB,04,8H,0 (Uleksit) 0.93 mM 2.8 mM

50x NaCaB;0,8H,0 (Uleksit) 1.85 mM 5.55mM

3.2. Toplam nétral lipit tayini

Mikroalglerde toplam nétral lipit igeriginin miktarsal olarak belirlenmesi igin 730 nm veya
680 nm dalga boyunda absorbansi 0,2 olarak hacimlenmis bir miktar mikroalg ¢ozeltisi
alinarak son konsantrasyonu 0,26 uM olacak sekilde Nil kirmizisi (9-diethylamino-5H-
benzophenoxazine-5-one) (Invitrogen) boyasi ile 15 dk boyunca karanlikta inkibe
edildikten sonra, 5000rpm’de 3dk santriflij edildi. Stpernatan atildi ve drneklerin her biri
TAP ortamiyla yikandi ve vortekslendi daha sonra Nil kirmizisi ile boyanan érneklerin her
birinden 275 ul, 96 kuyucuklu mikroplakadaki kuyucuklara belirli bir siraya gore
pipetlenmistir. Her gruba ait érneklerin dl¢gimleri 3 tekrarli ve 2 paralelde gerceklesmistir.
Daha sonra 490 nm eksitasyon ve 570 nm emisyon degerleri kullanilarak floresans
Ozelligi bulunan eliza okuyucusu sayesinde absorbans degerlerine bakilarak lipit
iceriklerinde meydana gelen degisiklikler tayin edilmistir (Fedorov vd., 2005).

3.3.  Toplam lipit tayini

10



A4

TUBITAK
Toplam lipit miktarlari Bligh ve Dyer (1959)a gore tespit edilmigtir. 500 mg mikroalg
ornedi 10 ml metanol icerisinde vortekslenerek, 5 ml kloroform ve 1 ml ddH-O ilave edilip
1 dakika boyunca vortekslendi. Daha sonra santriflj edildi (5000 rpm, 15dk) ve Ust
kisimda bulunan metanol/su tabakasi uzaklastirildi. Alt kisimdaki metanol/kloroform
tabakasi ise temiz bir tipe aktarildi. Elde edilen lipit sivist Whatmann no 1 filtre kagid
kullanilarak filtrelendi ve rotary evaporator kullanilarak (50°C sicaklik ve dusik basing
altinda) metanol ve kloroformun buharlastirimasi saglandi. Tapler tekrar tartilarak lipit
miktari agirliksal olarak hesaplandi. Ornekte bulunan lipit miktarinin yiizde olarak

hesaplanmasinda ise asagidaki formal kullanildi

Lipit ylizdesi = (ekstrakt edilen lipit miktari (gr) / mikroalg érnek agirligi (g)) x 100

3.4. Sitoplazmik Lipit Cisimlerinin Floresans Goéruntillenmesi

Mikroalglerde olusan sitoplazmik lipit cisimlerinin goérintilenmesi amaciyla
mikroalgler Elsey vd. (2007) tarafindan tarif edildigi sekilde Nil kirmizisi ile boyanmistir.
Buna gore, 680nm dalga boyunda yapilan dlgiime gore alinarak absorbans degerleri 0,2-
0,3 araliginda seyreltiimis olan 1 ml hacimde mikroalg 6rneklerinin icerisine 5ug/ml Nil
kirmizisi (Invitrogen) ilave edilmis ve mutlak karanlikta 15dk boyunca oda sartlarinda hafif
sekilde galkalanmak suretiyle karistirilmistir. inkiibasyon sonrasinda érneklerin floresans
goruntuleri TXRED (560nm ex-630nm em) filtresi ile floresans mikroskop sistemi (Zeiss

AXIO Imager M2) kullanilarak elde edilmigstir.
3.5. FT-IR analizi ile Triagilgliserollerin miktarsal tayini

Mikroalglerin  Grettikleri triagilgliserollerin  (TAG) miktarsal tayinleri Fourrier
Transform Infrared Spektroskopisi (FT-IR) analizi ile nisbi olarak belirlenmistir. Olciim icin
50mg liyofilize edilmis mikroalg 6rnekleri pens yardimiyla dogrudan ATR moduli ile
desteklenmis FT-IR (PerkinElmer-L160000A, USA) cihazinin 6rnek moduline
yerlestiriimigti.  Numune alicisinin kizildtesi spektrumu, 4000-400 cm dalga boyu
araliginda 128 tarama ile kaydedilmigtir. FTIR analizinde cevresel kosullardan fazla
etkilenmiyen absorbsiyon bandi olan Amid 1 (1652 cm) deg@eri dogrulama degeri olarak
secilmistir. Boylece, trigliseritlerin ester grubunun (C=0) titresimi (1744 cm) ile verdigi
absorbsiyon degerinin Amid 1 degerlerine oranlanarak mikroalglerdeki triagilgliserol
miktarinda meydana gelen degisiklikler tespit edilmistir (Mairet vd., 2011). Daha sonra
farkl konsantrasyonlarda Borik asit, Uleksit ve Kolemanit uygulanan mikroalglerden elde
edilen TAG/Amid 1 oranlari, kontrol grubu ile elde edilen TAG/Amid 1 oranina bélinerek

[

mikroalglerin TAG iceriklerinde meydana gelen nisbi degisim “—n kati degisim” olarak

grafiklendirilmigtir.
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3.6. Mikroalgal lipitlerin transesterifikasyonu ve yag asidi metil ester (YAME)

analizi

Siyanobakteri ve mikroalglerin yag asidi profillerinde meydana gelen degisimin
belirlenmesi amaciyla yag asitlerinin ekstraksiyonu, metillestiriimesi ve analizi i¢cin Xu vd.
(2010), tarafindan dénerilen yéntem modifiye edilerek uygulanmigtir. Bu amagla, liyofilize
edilmis 100mg mikroalg ya da siyanobakteri biyomas 6rnekleri kullaniimistir.

a. Icerisinde 100mg biyomas bulunan vida kapakli tiiplere 300 ul ekstraksiyon
solisyonu (metanol igerisinde hazirlanmis %Z2’lik H,SO. ¢ozeltisi) ilave
edilmigtir.

b. internal standart olarak, kér numune dahil her tiipe 30 ug nonadecanoic acid
ilave edilmigtir.

C. Ornekler 2 saat boyunca 80 °C sicaklikta termomikser yardimi ile 750 rpm
devir hizinda sirekli calkalanarak hicrelerin parcalanmasi ve lipitlerin agiga
¢ikmasi saglanmistir

d. inkiibasyon sonrasinda érnekler 10 dk oda sartlarinda bekletilmis ve
sicakligin dismesi saglanmistir

e.  Tuplerin igerisine 300 ul %0,9 konsantrasyonda NaCl ve 300 ul hekzan ilave
edilmistir.

f. Bdylece metanolde bulunan lipitlerin hekzan fazina gegmesi icin érnekler 30
sn boyunca vortekslenmis ve 10 dk boyunca da nutating mikser Uzerinde
calkalanmistir

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

h. Son olarak Ustteki hekzan tabakasindan 150 ul 6rnek alinarak GC-MS
tlplerine aktariimistir

i. Tuplere aktarilan o&rnekler analiz icin Agilent marka GC-MS cihazina
yerlestiriimistir. Olglim igin cihaza 130°C baslangi¢ sicaklik, 240°C ye kadar
her 5°C de 5 dk beklenmesi talimati islenmistir.

J. Standart olarak 37 komponentli YAME (Supelco FAME-37) karisimi
kullaniimigtir.

k.  Olglim sonucu elde edilen pikler analiz edilmis, alan hesaplamasi yapilarak

belirlenen metil esterlerin yizdeleri oransal olarak sunulmustur.
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3.7. Toplam nisasta tayini

Sivi kiltirden toplanarak santrifiijlenmis ve 80°C de 48 saat kurutulmus olan mikroalg
orneklerinden 50 mg tartilarak alinmis nisasta ekstraksiyonu igin érnekler Gzerine 10 kat
hacimde etanol ilave edilerek 90°C’ye ayarlanmis su banyosu igerisinde, inklbasyon
sureleri degigsmekle birlikte 6rnekler timulyle homojenize olup, mikroalg/etanol ¢ozeltisi
timuyle renksiz bir hal alincaya kadar inkibe edilmistir (stire 6rnege gore 10 dk ile 70 dk
arasinda degismistir). inkiibasyondan sonra esit hacimde %35'lik perklorik asit ilave
edilmig, 5 dk vortekslendikten sonra 2 ml H,SO, ilave edilerek 3 dk daha karistirilan
ornekler suzilerek 490 nm dalga boyunda absorbans odlgimleri yapilmistir. Elde edilen
degerler glukoz standartlari kullanilarak % nisasta % kuru agirhk olarak sunulmustur
(Sekil 2) (Rose vd., 1991).

2,5
.".
2
1,5
= ..
2
1
0. y = 0,0045x +0,072
0,5 o R? = 0,997
e
0 e
0 100 200 300 400 500 600

Glukoz (pg/mL)

Sekil 2. Toplam karbohidrat tayini igin kullaniimig olan standart grafik.
3.8. Toplam protein tayini

Bu amacla liyofilize edilmis mikroalg drnekleri liziz tamponu (50 mM Tris—HCI pH 8,0, %2
SDS, 10 mM EDTA, ve protease inhibitor mix) icerisinde yeniden suspanse edilmis, 1 dk
boyunca sonikasyona maruz birakiimis (%60 gi¢ 7W/pin) ve 4°C sicaklikta 13000rpm
devir hizinda santrifijlenmistir. Orneklerdeki protein miktari Bichinconinic asit (BCA)
metodu kullanilarak belirlenmistir (Smith vd., 1985). Calisma soltusyonu karigimi olarak 1
kat %4 bakir sulfat / 50 kat Bicinchoninic asit solisyonu (Sigma) oda sicakliginda
karanlikta saklandi. Standart igin 0,5 mg/ml Bovin Serum Albumin ¢0dzeltisinden
kuyucuklara sirasiyla -0, -1,5, -3, -5, -7,5 ve -10 ul ilave edilerek son hacim saf suyla 10
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ul'ye tamamlandi. Mikroalg ekstraktlarindan 5ul alinarak 96 kuyucuklu mikroplakaya
aktarildi ve son hacim 10 ul'ye tamamlandi. Hazirlanmis olan ¢alisma solisyonundan 190
ul alinarak érnekler ve standartlarin tizerine ilave edildi. igerisinde standart ve érnekler
bulunan 96 kuyucuklu mikroplaka 60°C de 30 dk boyunca inkibasyona birakiimis ve
inkiibasyon sonunda érnekler 5 dk oda sicakliginda bekletiimis ve meydana gelen renk
degisimi 562 nm de okunmustur. Elde edilen degerler, Bovin serum albumin ile
hazirlanmis olan standart grafikten yola cikilarak (Sekil 3) mikroalg orneklerinin protein
degerleri mg protein/gr 6rnek olacak sekilde hesaplandi.

1,4 1
1,2 -

0,8 -
0,6 -
0,4 1 y=0,0712x+ 0,0661
02 - R? = 0,989

0 0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

ug protein

A562

Sekil 3. Protein tayini icin hazirlanmis standart grafik

3.9. Toplam Klorofil ve Toplam Karotenoidlerin Spektrofotometrik Tayini

Mikroalglerin igerdikleri toplam klorofil ve karotenoid miktari Jeffrey ve Humphrey
(1975)‘den modifiye edilerek spektrofotometrik metodla belirlenmistir. Tayin igin 100mg
mikroalg drnegi Uzerine 500 ul %90’k aseton ilave edilerek 15 dk boyunca karistiriimis
ve 10000 xg devir hizinda 5 dk boyunca 4°C’de santrifij edilmis, 250ul stupernatant 96
kuyucuklu plaga yUklenmistir. Stipernatan absorbanslari sirasiyla 750, 664, 647, 470 ve
630 nm’dalga boylarinda %90’lik aseton kérine karsi okunmustur. Toplam klorofil ve
karotenoid miktarlari Jeffrey ve Humphrey (1975) tarafindan bildirilen denklemler
kullanilarak hesaplanmis olup toplam klorofil sonuglari klorofil a ve b’nin toplami olarak

sunulmustur.

Chla= (11,85(E664-E75o)-1,54(E647-E750)-0,08(E63o- E750))><dilijsyon orani

Chlb= (-5,43(E664-E75o)+21,03(E647-E750)-2 , 66(E63o- E750))><dilijsyon orani
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Toplam karotenoid=(1000E47o-(1,86%Chla)-(74,08xChib))/206

Synechocystis sp. siyanobakterisinin igerdigi klorofil-a yogunlugu Zavfel vd., (2015)'e
gore belirlenmigtir. Bu amacla yaklagsik 50mg siyanobakteri 6rnedi 1,5mL metanol (%100,
onceden 4°C’de sogutulmus) igerisinde ¢6zlilmus, 1dk boyunca vortekslenmis ve 20dk
boyunca karanlik ortamda oda sartlarinda rotator Gzerine yerlestirilerek alt-tst edilmigtir.
Daha sonra o6rnekler 10000cg de 5dk boyunca santrifijlenmis ve supernatantin
absorbansi 664 ve 720nm dalga boylarinda okunarak degerler kaydedilmigtir.

Siyanobakterideki Klorofil-a yogunlugu asagidaki formal kullanilarak belirlenmistir.
Chla [mg/L] = 12,9447 (Eess — E20)

3.10. istatistik hesaplamalar

Grafiklerde belirtilen degerler en az 3 farkh kultirden iki farkl zamanda alinmig verilerin
ortalamasidir (n=6). Uygulamali gruplar arasindaki istatistiksel farkhliklar Student ttest
(2;2) analizi ile belirlenmistir (P<0,05).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Tiirlere uygulanacak Borik asit yogunlugunun belirlenmesi

Gereg ve yontem kisminda tablo halinde gosterildigi gibi bu arastirma projesine konu olan
siyanobakteri ve mikroalglerin blylitme ortamlarinda normal olarak kullanilan Borik asit
icerikleri oldukga farklidir. Chlamydomonas reinhardtii mikroalginin kdltire alindigi TAP
ortaminda 0,184 mM olarak kullanilan HsBOs icerigi Chlorella vulgaris mikroalginin kiltire
alindigi BG-11 buyldtme ortaminda 1 pM olarak uygulanmakta, denizel tirler olan
Phaeodactylum tricornutum ve Nannochloropsis oculata mikroalglerinin kulttre alindigi F2
ortaminda H3;BOs; ilave edilmemekte ve nihayet Synechocystis sp.siyanobakterisinin
kiltdre alindigi A+ buyldtme ortaminda da 0,554 mM olarak (TAP ortaminda kullanilan
yogunlugun 3 kati) uygulanmaktadir. Bu organizmalarin sube ve sinif dizeyinde
birbirinden farkh olduklari blyutme ortamlarinin kimyasal kompozisyonlarinin da farkh
oldugu degerlendirilerek calisilan organizmalarin kendi buyutme ortamina gére n-kati
seklinde borlu bilegiklerin konsantrasyonlari uygulanmistir. Ote yandan denizel tirler olan
N.oculata ve P.tricornutum mikroalglerinin kultire alindigi F2 blyitme ortaminda H3;BOs
kullaniilmadidi i¢in bu mikroalglere de nispeten dusuk konsantrasyonda uygulandidi igin
BG-11 ortaminda kullanilan 1 uM HsBOs yogunlugu uygulanmis ve diger hesaplamalar da
bu degerler tzerinden yapiimistir.

Tablo 3. Caligmada kullanilan tdrlerin sistematik farkhhklari, blyiutme ortamlari ve ilk
blylime ol¢cimleri icin blylitme ortamlarinda kullanilan H3BO3 konsantrasyonlari.

C.reinhardtii C.vulgaris N.occulata P.tricornutum Synechocystis sp.
Sube Chlorophyta Chlorophyta Chlorophyta Bacillariophyta Cyanobacteria
Sinif Chlorophyceae Trebouxiophyceae Eustigmatophyceae Phaeodactylaceae Cyanophyceae
Biiylitme ortami  TAP BG-11 F2 F2 A+
H;BOzyogunlugu 0,184 mm 1uM YOK YOK 0,554 mM

ilk bilyiime galigmalari igin uygulanan H;BO; yogunluklar

TAP Bg-11 F/2 A+
1xH;B0, 0,184 mM 1uMm 1um 0,554 mM
10xH,BO, 1,84 mM 10pMm 10pm 5,54 mM
25xH,B, 4,6 mM 25uM 25puM 13,85 mM
50xH,B0, 9,2 mM 50uM 50 M 27,7 mM
100xH,BO, 18,4 mM 100 um 100 uM 55,4 mM
BG11 ve F/2 icin 0,184mM — 0,184 mM 0,184mM

Mikroalglerde Bor elementinin biyodizel hammaddesi olarak kullanilan triagilgliserol
uretimi GUzerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla yapilan bu c¢alismada mikroalglerin

bayimeleri Gzerine baski yapan Bor yodunlugunun belirlenmesi dncelik arzetmektedir.
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Cunkd mikroalglerin lipid igerikleri ve bdylece mikroalgal lipidlerin blylk kismini olusturan
triacilgliserol icerikleri stres kosullarinda artmaktadir. Stresin en iyi gozlemlenebildigi
durum da buyimedeki baskilanmadir. Bu sebeple galismada déncelikli olarak yukaridaki
tabloda (Tablo 3) belirlenen HsBOs; konsantrasyonlari uygulanmis mikroalglerin
buyumelerindeki degisim kaydedilmistir (Sekil 4).

C.reinhardtii Synechocystis sp.
2.0, 2.0
1.5 1.5-
b [~
2 ™
<1 o 4 0,184mM 21'0
o= 1.84mM
- 46mM
0.5] < Todmm 0.5
0.0 0.0 T + + +
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Inkiibasyon stresi (Giin) inkubasyon stresi (Giin)
C. vulgaris N.occulata
2.0 1.2
1.0
1.51 0.81
2
§1 g 20.6
< - 1M 04 _-_ 122”’:;
= 10uM 50"M
- 50
0.5 g 0.2 =~ 100uM
== 50uM - 0,184mM
= 100uM 0.0+ T T T T T T T T T T
o 0 (A 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
0.0 +—a"-'-—-=—--"—r—r———r— Inktibasyon stresi (Gun)
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
inkiibasyon siiresi (Giin)
P.tricornutum
2.54
2.0
o 1.51
Q2 1M
< 1.04 = 10uM
- 25\M
0.51 - 50uM
—— 100pM
0.0 ~#- 0,184mM

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
inkibasyon siiresi (Giin)

Sekil 4. Mikroalglerin kiltire alindiklari ortamlardaki Bor elementi yogunluguna gore

artan H3BO3 Ikonsantrasyonlarinin mikroalglerin biylimeleri Gzerine etkileri.
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4.2. Mikroalglerin biiyiimesi lizerine borlu bilesiklerin etkileri

Chlamydomonas reinhardtii mikroalginin normal olarak blyime ortamina uygulanan
0,184mM H3BO3z yogunlugu 50 kata kadar artirildiginda biyimede baskilanma goralmus,
100x konsantrasyonda HsBOs; uygulanan mikroalglerde blyime gdézlenmemigstir. Yine
normal olarak A+ blyime ortamina 0,554mM HsBOs; uygulanan Synechocystis sp.
siyanobakterisinin blyimesi ortamdaki Hs:BOs; yogunlugu 25 kata kadar artirildiginda
blylmede dereceli olarak baskilanma kaydedilmis, ancak 50x ve 100x konsantrasyonda
HsBOs; uygulanan siyanobakterilerde bllyiime baskilanmis ve hatta durmustur. Ote
yandan normal olarak buyime ortamina uygulanan 1uM HsBOs; konsantrasyonu 100 kat
kadar artirlmis olsa da C.vulgaris, P.tricornutum, ve N.oculata mikroalglerinin
buyumelerinde kayda deger farklliklar gdzlemlenmemistir (Sekil 4). Zira 0,184mM
konsantrasyonda HsBOs; uygulandiginda dahi C.vulgaris, P.tricornutum, ve N.oculata
mikroalglerinin  blylUmelerinde o6nemli bir degisim kaydedilmemistir. Bu sebeple
Synechocystis sp. siyanobakterisi igin A+ blyime ortaminda kullanilan H3;BOs
konsantrasyonlarinin disinda diger mikroalgler icin TAP ortaminda kullaniimis olan
0,184mM H3BO3 yogunlugu referans H3;BOs; konsantrasyonu olarak kullanilmig, Uleksit ve
kolemanit bilesiklerinin uygulama konsantrasyonlari da 0,184mM H3BO3 ‘de bulunan Bor
elementi yogunluguna gore hesaplanarak uygulanmistir. Bu durumda yapilan hesaplama
sonucunda 0,184mM HsBO; kullanildiginda ¢dzeltideki Bor element miktari 2mg/L olarak
hesaplanmis, Kolemanit (CaB304(0OH)3H20) ve Uleksit (NaCaBs048H-0)
konsantrasyonlari da igerdikleri Bor element miktarina gére belirlenmis ve bilesikteki Bor
elementi yogunluguna goére 25x ve 50x konsantrasyonda uygulanmistir. Boylece proje

¢alismasi i¢in olusturulan deney gruplarini gésteren tablo asagida sunulmustur.

Tablo 4. Yapilan blylme analizleri dikkate alinarak c¢alismanin ilerleyen evresinde
mikroalglerin bayime ortamlarinda kullanilan borlu bilesiklerin konsantrasyonlari

Borlu Bilesik yogunluklari Mikroalgler uygulanan Synechocystis sp. uygulanan
1x H;BO; 0,184 mM 0,554 mM

10x H;BO, 1,84 mM 5,54 mM

25x H;BO, 4,6 mM 13,85 mM

50x H;BO, 9,2 mM 27,7 mM

25x CaB;0,(0OH);H,0 (Kolemanit) 1,54mM 4,6 mM

50x CaB;0,(OH);H,0 (Kolemanit) 3,08 mM 9,2 mM

25x NaCaB;0,8H,0 (Uleksit) 0,93 mM 2,8 mM

50x NaCaB;048H,0 (Uleksit) 1,85 mM 5,55 mM
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Calismada kullanilan mikroalglerin ikiye katlanma sureleri degisiklik sergilediginden dolay
kontrol ortaminda kdiltire alinan mikroalg grubu takip edilerek buylmenin baslangic-

logaritmik buyime ve lineer blylUme evrelerinin tumuyle goézlemlendigi inkibasyon

sureleri dikkate alinarak deney sureleri de tire 6zgu olarak degerlendirilmistir.

Chlamydomonas reinhardtii mikroalginin blylimesi Uzerine artan konsantrasyonlarda
Borik asit, Kolemanit ve Uleksit uygulamalarinin etkileri $Sekil 5’'de sunulmustur. Borik asit
uygulamasi normal yogunlugun 25 katina kadar blyimede 6nemli bir degisime sebep
olmadigi halde 50 kati (9,2mM) H3BO3; uygulanan mikroalglerin biayimeleri ilk ginlerden
itibaren 6nemli oranda baskilanmig, inklbasyonun ilk 4 ginidnde yaklasik %48 oraninda
en yuksek duzeyde kaydedilen baskilanma 14 gunlik inibasyonun sonunda %18 olarak
kaydedilmistir. Yine 1,54mM ve 3,08mM konsantrasyonda Kolemanit uygulamasi
C.reinhardtii’'nin buylmesini ilk gunlerden itibaren cok 6nemli dizeyde baskilamis,
inkilbasyonun 2. glnidnde sirasiyla %46 ve %67 olarak gdézlemlenen bilylimedeki
baskilanma inkibasyonun 6. gununde sirasiyla %81,5 ve %90,7 olarak en ylksek
dizeyde kaydedilmis, 14 gunlik inklibasyonun son gininde buyumedeki baskilanma
siraslyla %66,8 ve %64,5 olarak 6lciulmistir. Ote yandan 0,93mM ve 1,85mM
konsantrasyonda Uleksit uygulamasi inklUbasyonun ilk glnlerinde biylimede O6nemli
dizeylerde baskilanmaya sebep olsa da zamanla bu baski azalmistir. Sirasiyla 0,93mM
ve 1,85mM konsantrasyonda Uleksit uygulanan C.reinhardtii’nin blyimesi inklibasyonun
6. guninde %43,6 ve %48 duzeylerinde baskilanmis iken takip eden gunlerde bu
baskilama azalmis ve 8.glinde %19,2 ve %32,2 dlzeylerinde gdrilen baskilama
inkibasyonun 12.glinlnden itibaren istatistiksel olarak ©6nemsiz dizeylere inmigtir.
Dolayisiyla Uleksit uygulamasi bu mikroalgin logaritmik blylUme evresini uzatmakla
birlikte blyume de gorulen baskilanma nispeten dusuk belirlenmis, oysa kolemanit

uygulamasi bldyimeyi ilk glinlerden itibaren dnemli oranda baskilamistir.
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C.reinhardtii

0,184mM B
1,84mM B
46mM B
9,2mM B
1,54mM K
3,08mM K
0,93mM U
1,85mM U

 He 4ot b

2 4 6 8 10 12 14
Inkiibasyon siiresi (Giin)
Sekil 5. C.reinhardtii mikroalginin biylmesi Gzerine artan konsantrasyonlarda Borik asit
(B), Kolemanit (K) ve Uleksit (U) etkileri.

Chlorella vulgaris mikroalginin buyldmesi Uzerine artan konsantrasyonlarda borlu
bilesiklerin etkilerini degerlendirmek amaciyla mikroalgler 30 giin boyunca inkiibasyona
birakilmigtir. Kontrol ortaminda kultire alinan mikroalgler inkibasyonun 18. gininden
itibaren lineer blylime evresine girmislerdir. Bu mikroalgde 30 glnlik inkibasyon
suresinde Hs:BOs; uygulamasi dikkate deger bir degisiklige sebep olmamistir. Diger
taraftan artan konsantrasyonlarda kolemanit ve uleksit uygulanan mikroalglerin
biyimelerini inkiibasyonun 18.giiniinden itibaren énemli oranda baskilamistir. Ote
yandan 50x konsantrasyonda Uleksit (1,85mM) ve Kolemanit (3,08mM) uygulanan
mikroalglerin eksponensiyal blUyume evreleri kisalmig, bu gruplar inkibasyonun
14.gundnden itibaren lineer bayime evresine girmiglerdir. Sirasiyla 1,54mM ve 3,08mM
konsantrasyonda Kolemanit uygulanan C.vulgaris mikroalginin blylimesi inkibasyonun
18. guninde %21,1 ve %28,6 oraninda baskilanmigsken 30 glnlik inkiibasyon siresinin
sonunda buyumedeki baskilanma sirasiyla %30,7 ve %31,2 dizeylerinde kaydedilmistir.
Diger taraftan Uleksit uygulanan C.vulgaris’in blytimesi artan Uleksit yogunluguna da net
cevaplar  sergilemistir. Buyume ortamina 0,93mM konsantrasyonda  Uleksit
uygulandiginda blylUmedeki baskilanma 22.ginden itibaren %12-15 dizeylerinde iken

1,85mM konsantrasyonda Uleksit uygulamasi blylimenin 16. guninde yaklasik %16
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oraninda baskilanmig ve bu noktadan sonra artan blyumedeki baskilanma 30 gunluk
inkibasyon suresinin sonunda yaklasik %46,5 duzeylerinde belirlenmistir (Sekil 6).

C. vulgaris

0,184mM B
1,84mM B
4.6mM B
92mM B
1,54mM K
3,08mM K
0,93mMU
1,85mM U
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Sekil 6. C. vulgaris'in blyUmesi Uzerine artan konsantrasyonlarda Borik asit (B),
Kolemanit (K) ve Uleksit (U) etkileri.

Nannochloropsis oculata mikroalginin blylimesi Gzerine borlu bilesiklerin etkilerinin
degerlendiriimesi amaciyla mikroalgler 20 gun boyunca inkubasyona birakiimistir. Bu
mikroalgin buyumesi Uzerine 4,6mM’a kadar HsBOs uygulamasi onemli bir farklihk
sergilememigtir. Ote yandan 9,2mM konsantrasyonda HsBOs uygulandiginda bilylimenin
ikinci gunidnden itibaren biylmede baskilanma gdzlemlenmis blylimenin 4.glinlnde
%46,1 ile en yuksek duzeyde gbzlemlenen baskilanma tum inkibasyon evresi suresince
kaydedilmis ve inkibasyonun son gunidnde biyime yaklasik %29,5 oraninda
baskilanmistir. Ote yandan bu mikroalge Uleksit ve Kolemanit uygulamalari ilk giinden
itibaren biylimeyi ¢cok énemli dizeyde baskilamis inkiibasyonun 10. glintiine kadar kayda
deger bir buyume belirlenmemigtir. Bu noktadan sonra 1,54mM Kolemanit ve 0,93mM
Uleksit uygulamasina cevapta inkibasyonun 16. Gunune kadar hizh bir blylime
gOzlemlenmis ve daha sonra mikroalgler lineer buyume evresine girmigtir. Son olarak
3,08mM Kolemanit ve 1,85mM Uleksit uygulanan mikroalglerin buyimesi 20 gunluk
inkibasyonun sonuna kadar baskilanmistir (Sekil 7).
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N.occulata
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Sekil 7. N.oculata’nin blyumesi Uzerine artan konsantrasyonlarda Borik asit (B),
Kolemanit (K) ve Uleksit (U) etkileri.

Phaeodactylum tricornutum mikroalginin buyimesi Uzerine borlu bilesiklerin etkilerinin
degerlendiriimesi amaciyla mikroalgler 20 gun boyunca inkubasyona birakilmistir. Bu
mikroalgin blylme ortamina uygulanan 0,184mM Hs3Bsz yogunlugu 50 kata kadar
artirldiginda mikroalgin buyimesinde kayda deger bir dedgisme olmamistir. Bununla
birlikte Kolemanit uygulamasi da P.tricornutum’un blylimesinde dikkate deger bir fark
ortaya koymamistir. Diger taraftan Uleksit uygulamasi bu mikroalgin blylumesi Uzerine
olumsuz etki yapmistir. Ozellikle bilyimenin 12.giininde kaydedilen yaklasik %13,8
oraninda baskilanma takip eden ginlerde de surmis ve 20 gunlik inkGbasyon

periyodunun sonunda yaklagik %12,3 oraninda bir baskilanma kaydedilmistir (Sekil 8).
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Sekil 8. P.tricornutum’un blylimesi Uzerine artan konsantrasyonlarda Borik asit (B),
Kolemanit (K) ve Uleksit (U) etkileri.

Synechocystis sp. siyanobakterisinin kultire alindigi A+ blyime ortaminda diger
mikroalgler igin kullanilanin (0,184mM) 3 kati konsantrasyonda HsBOs kullaniimaktadir
(0,554mM). Bu siyanobakterinin bliylime ortaminda bulunan HzBO3 yogunlugu ile buyime
arasinda siki bir iliski kaydedilmistir (Sekil 9). Bliyime ortaminda 0,554mM olan HsBO3
yogunlugu 5 kat artinldiinda buyimede onemli bir degisme gdzlenmemisse de
konsantrasyon 10 kat artirildiginda 8. Gunden itibaren blyimedeki baskilanma
istatistiksel olarak da anlamh bulunmustur. Ortamdaki HsBOs yogunlugu 25 kat
artirlldiginda ilk ginden itibaren blyime %23-%32 dizeylerinde baskilanmistir. Bununla
birlikte ortamdaki H:BO3s yogunlugu 50 kat artirildiginda bu siyanobakterinin bayimesi ilk
gunden itibaren %76-92 oranlarinda baskilanmig ve 6.gunden itibaren de buyume
durmustur. Dolayisiyla Bor elementinin ¢ozeltideki yogunlugu bu siyanobakteri icin
kisitlayici bir etken olarak ortaya ¢cikmistir. Diger taraftan Kolemanit ve 6zellikle de Uleksit
uygulamalari bu siyanobakterinin blUyUmesini ¢ok ©&nemli oranlarda baskilamistir.
Kolemanit borlu bilesigi 4,6mM konsantrasyonda uygulandigi zaman Synechocystis sp.’de
ik 6 gn énemli bir blyime kaydedilmemis, 6-8. gunler arasi kisa bir logaritmik blylime
evresinden sonra kontrol grubunun yaklasik olarak yarisi sayida hicre ile lineer blyime
evresine girmistir. Ote yandan kolemanit yogunlugu 9,2mM olarak uygulandiginda bu
siyanobakterinin blytumesi ilk ginden itibaren baskilanmistir. Son olarak Uleksit minerali
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her iki konsantrasyonda (2,8-5,55 mM) uygulandiginda da bu siyanobakterinin

blaylmesini ilk giinden itibaren baskilamis, biylime gézlenmemistir (Sekil 9).

Synechocystis sp.

2.0 - 0554mM B
2.77mM B
§ - 554mM B
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Sekil 9. Synechocystis sp. mikroalginin blylimesi Uzerine artan konsantrasyonlarda Borik
asit (B), Kolemanit (K) ve Uleksit (U) etkileri.

4.3. Artan konsantrasyonda borlu bilesiklere cevapta mikroalglerin Triagilgliserol

(TAG), nétral lipid ve toplam lipid i¢eriklerinde meydana gelen degisiklikler

Artan konsantrasyonda borlu bilesiklerin mikroalglerin biyodizel hammaddesi olarak
kullanilan TAG Uretimleri Uzerine etkileri FTIR analizi ile belirlenmistir. Cogu durumda
floresans o6lgiim ile elde edilen nétral lipit verileri ile klasik Bligh-Dyer yontemi ile elde

edilen toplam lipid verilerinin birbirini destekler nitelikte oldugu kaydedilmistir.
4.3.1. C.reinhardtii’nin TAG, nétral lipid ve toplam lipid i¢erigindeki degisimler

Artan H3BOs ve Kolemanit konsantrasyonlarina cevapta C.reinhardti’'nin TAG iceriklerini
onemli oranda artirmis ancak Uleksit uygulamasi énemli bir degdisiklige sebep olmamistir
(Sekil 10a). C.reinhardtii buyutme ortaminda normal olarak bulunan 0,184mM HsBOs
icerigi 10 kat artinldiginda TAG igeriginde 6nemli bir degisim belirlenmemistir. Ancak
ortam HsBOs igerigi 25 ve 50 kat artirilarak 4,6mM ve 9,2mM yogunluga gikarildiginda
inkiibasyonun 4. glninden itibaren mikroalgin TAG icerigi sirasiyla 1,28 ve 1,31 kat
artmig, zamana bagl olarak ylikselme gostermis ve inkibasyonun 12. glinlinde sirasiyla

1,44 ve 1,68 kat artis kaydedilmigtir (Sekil 10a). Kolemanit uygulamasi C.reinhardtii’nin
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TAG igerigini 6nemli oranda artirmigtir. Bu mikroalgin buyutme ortamina 1,54mM
Kolemanit ilavesi mikroalgin TAG igerigini kontrol grubuna kiyasla inkibasyonun 4.
guninde yaklasik 2,14 kat artirmig, dl¢im yapilan 8. ve 12. ginlerde de benzer sonuglar
elde edilmistir. Ote yandan blyime ortamindaki kolemanit yogunlugu iki katina
cikarildiginda (3,08mM) C.reinhardtii'nin TAG igerigi 4.gunun sonunda 1,58 kat, 8. ve 12.
glunlerde de artmis ve sirasiyla kontrol grubuna kiyasla 2,33 ve 2,41 kat daha ylksek

dizeyde TAG belirlenmistir.
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Sekil 10. C.reinhardtii’'nin TAG (a), Nétral lipid (b) ve Toplam lipit (c) Uretimi Gzerine borlu
bilesiklerin (B, Borik asit; K, Kolemanit; U, Uleksit) etkileri. Ayni gruptaki kolonlar sirasiyla
4., 8. ve 12. gunlerde alinan 6lgim sonuglarini gosterir. (*) ile isaretlenmis degerler en az
%95 guven araliginda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak farkli oldugunu g&sterir.

Floresans boyama ile yapilan nétral lipid tayini sonuclari da bu artislar dogrular nitelikte
veriler sunmustur (Sekil 10b). C.reinhardti’'nin nétral lipid icerigi ortam bor yogunlugu 25
ve 50 kat artirildiginda inkiibasyonun 4. guninde yaklasik %19 ve %30,8 oraninda daha
yuksek iken inkibasyonun 12. gininde de yine yaklasik %23,1 ve 43,7 oraninda daha
yuksek dizeyde belirlenmigtir. Kolemanit uygulamasi yine inkiibasyonun ilk 4 gininde

noétral lipid icerigini 6nemli oranda artirmistir. Buyutme ortaminda 1,54mM ve 3,08mM
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Kolemanit uygulanan C.reinhardtii’'nin nétral lipid igerigi inkUbasyonun 4. gininde
siraslyla yaklasik %27,5 ve %21,5 duzeylerinde daha ylksek dizeyde iken her iki grupta
da zamana bagli olarak artiglar sirmus ve inkubasyonun 8. glinunde sirasiyla %47,9 ve
%34,6 dolaylarinda dlgulen artis inkibasyonun 12. Gunlnde sirasiyla %61,4 ve %64,3
artis olarak belirlenmigtir. Dolayisiyla kolemanit uygulamasi konsantrasyondan ziyade
zamana bagli olarak C.reinhardtii’'nin noétral lipid iceriginde surekli artiglara sebep
olmustur. Son olarak mikroalgin nétral lipid iceridinde uleksit uygulamasina cevapta

onemli bir degisiklik goérilmemistir.

C.reinhardtii’'nin toplam lipid icerigi ortam HsBOs yogunlugu 10 kat artinldiginda dnemli
oranda degismemis, 25 kat artirildiginda da yalnizca inkibasyonun 12. ginunde yaklasik
%22,3 duzeyinde bir artis kaydedilmis, 50 kat artinidiginda inkibasyonun 8. ve 12.
glnlerinde sirasiyla %72,2 ve %57,3 dizeylerinde artiglar kaydedilmistir (Sekil 10c).
Blyutme ortamina 1,54mM Kolemanit uygulanan C.reinhardtii’'nin toplam lipid miktar
kontrol grubu ile kiyaslandiginda ilk 4 gun &dnemli bir degisiklik sergilememis,
inkiibasyonun 8. ve 12. glnlerinde yaklasik %56,1 ve %49,3 dizeylerinde daha ylksek
lipit icerigi belirlenmistir. Ustelik ortamdaki Kolemanit yogunlugu iki katina cikarildiginda
inkibasyonun 4. gununden itibaren istatistiksel olarak anlamli artislar belirlenmistir. Bu
mikroalgin bUyutme ortamina 3,08mM Kolemanit uygulandiginda inklibasyonun
4.gununde yaklasik %34,5 artis kaydedilmigken, inkibasyonun 8. ginidnde kontrol
grubuna (0,184mM H3BOs3 uygulanan grup) kiyasla yaklasik %84,9 daha yuksek dizeyde
lipit belirlenmistir. inkiibasyonun 8. giiniinde kaydedilen artis en yiiksek diizeyde olsa da
12. gunde yaklasik %60,9 dizeyinde daha yuksek lipit miktari kaydedilmistir. Son olarak
bir bagka borlu bilesik olan Uleksit uygulamasi bu mikroalgin buyumesi Uzerine etkili
olmadigi gibi TAG, nétral lipit ve toplam lipit Uretimi Uzerine de dnemli etkilere sebep

olmamistir.
4.3.2. C.vulgaris’in TAG, nétral lipid ve toplam lipid icerigindeki degisimler

Chlorella vulgaris’in TAG, nétral lipid ve toplam lipid igerikleri ortamdaki borlu bilesiklerin
cesitleri ve konsantrasyonlarina cevapta artma egilimi sergilemistir (Sekil 11). Bu
mikroalgin buyidtme ortamina 0,184mM olarak uygulanan Hs;BOs; yodunlugu 10 kat
artirildiginda TAG igeriginde énemli bir degisim kaydedilmemis olsa da HsBO3s yogunlugu
25 ve 50 kat artirildiginda TAG igeriginde dikkate deger artiglar belirlenmigtir (Sekil 11a).
Buyutme ortaminda 4,6mM HsBOs bulunan C.vulgaris’in TAG igerigi kontrol grubuna
(0,184mM) kiyasla inkiibasyonun 8., 16. ve 24. gunlerinde sirasiyla 1,31, 1,25 ve 1,42 kat
daha yuksek diuzeyde belirlenmistir. Blyutme ortamindaki HsBOsz yogunlugu 9,2mM’'a
cikarildiginda kontrole kiyasla 8.,-16.,-24., gunlerde elde edilen veriler TAG iceriginin
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ortalama 1,25-1,67 arasinda daha yuksek dizeylerde oldugunu géstermistir. Kolemanit ve
Uleksit uygulamalarinin bu mikroalgin TAG igerigi Uzerine 6nemli etkileri olmustur.
Buyutme ortaminda 1,54mM Kolemanit uygulanan C.vulgaris’in TAG icerigi ancak 24.
glnde 1,22 kat daha yuksek diizeyde belirlenmis olsa da Kolemanit yodunlugu iki katina
cikarnldiginda (3,08mM) inkubasyonun ilk 8 gununde gorulen yaklasik 1,41 katlik artig
inkiibasyon boyunca korunmus ve nihayet inkiibasyonun 16. ve 24. glinlerinde de kontrol
grubuna kiyasla sirasiyla 1,4 ve 1,47 kat daha ylksek dizeyde TAG icerigi belirlenmigtir.
Borlu bilesikler igerisinde Uleksit uygulamasi hem borik asit ve hem de kolemanit
uygulamalarina kiyasla C.vulgaris’de TAG Uretimi agisindan daha etkili olmustur.
Blyutme ortamina 0,93mM Uleksit uygulanan C.vulgaris’in TAG icerigi logaritmik blylime
evresini yansitan 8. ve 16. glnlerde sirasiyla 1,67 ve 1,63 kat daha ylksek dizeyde
belirlenmisken geg¢ logaritmik blylime evresini yansitan 24. giinde de TAG igerigi kontrol
grubuna kiyasla 1,81 kat daha ylksek diizeyde belirlenmistir. Ortam Uleksit yogunlugu 2
kat artirildiginda (1,85mM) dahi TAG igerikleri inkibasyonun 8., 16. ve 24. gunlerinde
kontrol grubuna gdére sirasiyla 1,65, 1,96 ve 2,15 kat daha ylksek dizeyde belirlenmistir
(Sekil 11a).
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Sekil 11. C.vulgaris’in TAG (a), Nétral lipid (b) ve Toplam lipit (c) Uretimi Gzerine borlu bilegiklerin
(B, Borik asit; K, Kolemanit; U, Uleksit) etkileri. Ayni gruptaki kolonlar sirasiyla 8., 16. ve 24.
gunlerde alinan 6lgiim sonugclarini gosterir. (*) ile isaretlenmis degerler en az %95 glven araliginda
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak farkli oldugunu gésterir.

C.vulgaris’in blyume ortamina uygulanan 0,184mM H3;BOs; yogunlugu 10 ve 25 kat
artirildiginda bu mikroalgin nétral lipid iceriginde inkiibasyonun ilk 8 giininde 6énemli bir
degisim kaydedilmemis olsa da inkibasyonun 16. ve 24. glnlerinde gorilen yaklasik
%22,9-%38,9 ve 9%35,1-%42,9 dizeylerindeki artislar istatistiksel olarak anlamh
bulunmustur (Sekil 11b). Keza bu mikroalgin blylitme ortammna 9,2mM H3BOs
uygulandiginda inkiibasyonun 8., 16. ve 24. glnlerinde kaydedilen sirasiyla yaklasik
%34,4, %42,3 ve %72,1 dizeylerinde artiglar kaydedilmis, bdylece zamana ve bor
yodunluguna cevapta bu mikroalgin noétral lipid i¢eriginde anlamli artiglarin oldugu
anlasiimistir. Diger taraftan Kolemanit ve Uleksit uygulamalari bu mikroalgin nétral lipid
iceriginde benzer dizeylerde artislara sebep olmustur. Sirasiyla 1,54mM Kolemanit ve
0,93mM Uleksit uygulanan C.vulgaris’in nétral lipid igerigi inkiibasyonun 8. guninde
kontrol grubuna kiyasla yaklasik %20,7 ve %35,1 duzeylerinde iken bu artiglar
inkiibasyon silresince ¢ok bozulmamig, inklibasyonun 24. gininde sirasiyla yaklagik
%47,1 ve %47,8 duzeylerinde artislar kaydedilmistir. Hem kolemanit ve hem de uleksit
konsantrasyonlari iki kat artirildiginda da yine C.vulgaris’in noétral lipid iceriginde benzer
dizeylerde degisim kaydedilmistir (Sekil 11b).

C.vulgaris’in igerdigi toplam lipit miktari, blylime ortamindaki HzBO3s yogunlugu arttiginda
istatistiksel olarak anlamli bir degisim sergilememigtir. Ancak Kolemanit ve Uleksit
uygulamalari TAG ve nétral lipit Gretiminde oldugu gibi toplam lipit iceriklerinde de ciddi
artiglara sebep olmustur (Sekil 11c). Buyime ortamina 1,54mM ve 3,08mM Kolemanit
uygulanan C.vulgaris’i toplam lipit icerigi inkibasyonun 8. glninde kontrol grubuna
kiyasla yaklasik %44,3 ve 57,3 duzeylerinde daha vyuksek olarak belirlenmis,
inkibasyonun 24. gununde de yine kontrol grubuna kiyasla yaklasik %22,1 ve 31,1 daha
yuksek diuzeyde belirlenmistir. Uleksit uygulamasi da benzer sonuglar vermigtir. Buyume
ortaminda 0,93mM ve 1,85mM Uleksit uygulanan C.vulgaris’in toplam lipit icerigi kontrol
grubuna kiyasla inkiibasyonun 8.; 16.; ve 24. gunlerinde sirasiyla %54,6 ve 91,8; 60,6 ve
40,2; ile 46,1 ve 39,5 duzeylerinde daha yiksek olarak belirlenmistir.

4.3.3. N.oculata’nin TAG, nétral lipid ve toplam lipid igerigindeki degisimler

N.oculata’nin TAG, nétral lipid ve toplam lipid icerikleri 20 gunlik inkibasyonun 6., 12. ve
18. gunlerinde alinan &érneklerden yapilan dlgiimlerle belirlenmistir. Genel olarak Borlu
bilesiklerin artan konsantrasyonlarda uygulandiginda dahi bu mikroalgin TAG igeriginde
ilk 12 gun boyunca ¢ok belirgin degisikliklere sebep olmadigi gorulmustir (Sekil 12a).
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Diger taraftan inkibasyon suresi uzadiginda borlu bilesiklerin genel olarak bu mikroalgin
TAG iceriginde artislan tetikledigi anlasiimaktadir. Zira ortam HsBOs yogunlugu sirasiyla
10, 25 ve 50 kat artinldiginda N.oculata’nin TAG igerigi kontrol grubuna kiyasla
inkiibasyonun 18. guninde sirasiyla 1,21, 1,18 ve 1,25 kat daha ylksek dizeyde
belirlenmistir. Ustelik bu durum projede kullanilan diger borlu bilesikler olan Kolemanit ve
Uleksit icin de gegcerlidir. inkiibasyonun ilk 12 gliniinde énemli bir farkliik gérinmese de
inkilbasyonun 18. guninde 1,54mM ve 3,08mM konsantrasyonda Kolemanit
uygulandiginda sirasiyla 1,27 ve 1,18 kat artis kaydedilmistir. Benzer sekilde 0,93mM
Uleksit uygulanan N.oculata’nin TAG igeriginde onemli bir degisim kaydedilmese de
1,85mM Uleksit uygulanan N.oculata’nin TAG igeriginde ilk 12 gunluk 6lgiimlerde kayda
deger bir farklilik olmamakla birlikte 18. glinde 1,31 kat artig kaydedilmistir (Sekil 12a).
Diger taraftan yapilan analizlerde borlu bilesiklerin artan konsantrasyonlarda uygulandigi
gruplarda blyume ortamina 0,184mM H3BOs uygulanan kontrol grubu mikroalglere
kiyasla hem nétral lipid icerigi ve hem de toplam lipid iceriinde dnemli bir degisim

olmadigi anlagiimistir (Sekil 12b,c).
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Sekil 12. N.oculata’nin TAG (a), Nétral lipid (b) ve Toplam lipit (c) Gretimi Gzerine borlu
bilesiklerin (B, Borik asit; K, Kolemanit; U, Uleksit) etkileri. Ayni gruptaki kolonlar sirasiyla
6., 12. ve 18. glinlerde alinan élgim sonugclarini gosterir. (*) ile isaretlenmis degerler en
az %95 glven araliginda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak farkli oldugunu
gosterir.

4.3.4. P.tricornutum’un TAG, nétral lipid ve toplam lipid i¢erigindeki degisimler

P.tricornutum’un TAG, nétral lipid ve toplam lipid icerikleri 20 gunlik inkiibasyonun 6., 12.
ve 18. gunlerinde alinan érneklerden yapilan 6lgimlerle belirlenmistir. FTIR analizi ile elde
edilen veriler bu mikroalgin TAG iceriginde, artan konsantrasyonlarda borlu bilesiklerin
etki etmedigini géstermistir (Sekil 13a).

Normal olarak buyltme ortaminda 0,184mM H3;BOs uygulanan kontrol grubuna goére
ortam HsBOs; yogunlugu 50 kata kadar artirildiinda mikroalgin nétral lipid iceriginde
carpici degisiklikler belilenmemistir (Sekil 13b). Bu mikroalgin blyldtme ortamina
Kolemanit uygulandiinda da yine ndétral lipid iceriginde &nemli bir degisim
belirlenmemistir. Bununla birlikte Uleksit uygulamasi bu mikroalgin nétral lipid icerigini
artirmistir. inkiibasyonun 12. ve 18. ginlerinde yapilan &lglimler 0,93mM Uleksit
uygulamasinin bu mikroalgin nétral lipid igerigini sirasiyla yaklasik %26 ve %20,1
dizeylerinde artirdigini géstermistir (Sekil 13b). Blyidtme ortamina ilave edilen Uleksit
yogunlugu 1,85mM olarak artirildiginda yine P.tricornutum’un nétral lipid igerigi artmis, en
yuksek %26,4 dizeylerinde 12. glinde kaydedilen artis istatistiksel olarak anlaml

bulunmustur.

P.tricornutum’un toplam lipid icerigi ortam HsBOs; yogunlugu 50 kata kadar artinldiginda
onemli bir degisim sergilememigstir (Sekil 13c). Diger taraftan disuk oranda da olsa
sirastyla 1,54mM ve 3,08mM Kolemanit uygulamasi bu mikroalgin toplam lipid icerigini
inkibasyonun ilk 6 guninde yaklasik %35 ve %22,1 duzeylerinde artirmis takip eden
glnlerde gbzlenen sayisal artiglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Son olarak
0,93mM Uleksit uygulamasi bu mikroalgin toplam lipid iceriginde kayda deger bir artiga
sebep olmasa da Uleksit yogunlugu 1,85mM olarak uygulandiginda inkibasyonun 6. ve
12. gunlerinde kaydedilen yaklasik %34,5 ve %28,2 duzeylerindeki artiglar istatistiksel

olarak anlamli farkliliklar olarak degerlendirilmigtir.
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Sekil 13. P.tricornutum’un TAG (a), Nétral lipid (b) ve Toplam lipit (c) Gretimi Gzerine borlu
bilesiklerin (B, Borik asit; K, Kolemanit; U, Uleksit) etkileri. Ayni gruptaki kolonlar sirasiyla
6., 12. ve 18. glnlerde alinan 6lgim sonuglarini gésterir. (*) ile isaretlenmis degerler en
az %95 glven araliginda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak farkli oldugunu
gosterir.

4.3.5. Synechocystis sp.’in TAG, nétral lipid ve toplam lipid icerigindeki degisimler

Synechocystis sp.’in TAG igerigi FTIR analizi ile belirlenmigtir. Elde edilen veriler bu
mikroalgin TAG igeriginde artan konsantrasyonlarda borlu bilesiklerin etki etmedigini
gOstermigstir (Sekil 14a). Benzer sekilde floresans olgimle yapilan nétral lipid miktarinin
belirlenmesi ¢alismalari da bu siyanobakterinin nétral lipid Gretimi Gzerine borlu bilesiklerin
etki etmedigini gostermistir (Sekil 14b). Ote yandan standart Bligh-Dyer yontemi ile
gerceklestirilen toplam lipid tayini calismasinda bu siyanobakteri ile ilgili saglikli bir veri
elde edilememistir. Oysa artan konsantrasyonlarda uygulandiklarinda bu siyanobakterinin
baylimesi Bor yogunlugundaki artisla ters orantili olarak dismektedir. Dolayisiyla artan
Bor yodunlugunun bu siyanobakteride toksik etki gosterdigi degerlendirilmistir. Boylece
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takip eden calismalar icin bu siyanobakterinin diginda diger dkaryotik tlrler ile devam

edilmesine karar verilmigtir.
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Sekil 14. Synechocystis sp.in TAG (a) ve Nétral lipid (b) Gretimi Gzerine borlu bilesiklerin
(B, Borik asit; K, Kolemanit; U, Uleksit) etkileri. Ayni gruptaki kolonlar (5,54mM ve
13,85mM Borik asit ile 4,6mM Kolemanit uygulamalarinda) sirasiyla 4., 8. ve 12. glinlerde
alinan o6lgum sonuglarini gosterir. Diger gruplarda yalnizca 4. gunden alinan olgumler
sunulmustur.
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4.4. Sitoplazmik lipit cisimlerinin floresans goriintillenmesi

Tablo 5. Logaritmik blylime evresinde mikroalglerin sitoplazmik lipid cisimlerinin floresans
goruntuleri (M.B. 40x10). C.reinhardtii 8. guin; C.vulgaris 16. gun; N.oculata ve P.tricornutum ise
12.glinde hasat edilmistir. Agik turuncu renkte gérinen noktalar sitoplazmik lipid cisimleridir.

C.reinhardtii C.vulgaris N.occulata  P.tricornutum

33

0,184mM B

1,184mM B

0,93mM U 3,08mM K 1,54mM K 9,2mM B 4,6mM B

1,85mM U




A4

TUBITAK
Farkli konsantrasyonlarda Borik asit, Kolemanit ve Uleksit borlu bilegikleri uygulanan
turlerin Urettikleri sitoplazmik lipid cisimlerinin gérintlilenmesi amaciyla Nil kirmizisi ile
boyanan tirlerin floresans gdruntilenmesi yapilmistir (Tablo 5). Yukaridaki resimde de
sunuldugu gibi C. reinhardti’de ortam H3;BO3; yogunlugundaki artigla birlikte sitoplazmik
lipid cisimi tretiminde artis gézlenmigtir. Ote yandan Kolemanit uygulamasi da sitoplazmik
lipid cisimi Uretiminde artisa sebep olmusken Uleksit uygulamasi genel olarak etkili
olmamistir.  C.vulgaris’de artan HsBOs konsantrasyonlari ve diger borlu bilesiklerin
uygulanmasina cevapta sitoplazmik lipid cisimi Uretiminde artis kaydedilmistir.
N.oculata’da sitoplazmik lipid cisimleri kontrol grubunda da gdzlemlenmisken borlu bilesik
uygulamasina cevapta kayda deger bir artis godzlemlenmemistir. Son olarak
P.tricornutum’da yuksek HsBOs; konsantrasyonlari ve Kolemanit ile 6zellikle Uleksit
uygulamasina cevapta sitoplazmik lipid cisimlerinin daha yodun sentezlendigi
gbzlemlenmigtir. Genel olarak floresans boyama ile gézlemlenen sitoplazmik lipid cismi
uretimindeki degisiklikler spektro(floro)metrik élgtimlerle uyumlu ¢ikmistir.

4.5. Mikroalglerin Yag asidi metil ester (YAME) analizleri

Mikroalglerin lipid iceriginin artirilmasina yonelik yurUttlen ¢alismalarda yapilan uygulama
sonrasinda mikroalgler tarafindan Uretilen yag asidi bilesenlerinin orani 6nem
tasimaktadir. Biyodizelin kalitesini belirleyen ana unsurlar olan setan numarasi, iodin
numarasi, yanma noktasi, NOx emisyon degeri, oksidatif durgunlugu ve akiskanligi gibi
degerler temelde biyodizelin igcindeki YAME profiline baghdir (Saraf ve Thomas, 2007;
Francisco vd., 2010). Doymamis yagd asitleri kolay okside olduklarindan biyodizelin
akigskanhgini etkiler (Saraf ve Thomas, 2007). Bu sebeple biyodizelin doymus (DYA) ve
tekli doymamig yag asidi (TDYA) igerigi yuksek, ¢coklu doymamig yag asidi (CDYA) igerigi
de dusuk olmaldir. Zira Avrupa birligi EN 14214 standartlarina gore biyodizel amacli
kullanilan yaglardaki DYA ve TDYA oranlarinin toplami %70’den ylksek olmalidir
(European standard EN 14214, 2008). Bu calismada artan konsantrasyonlarda borlu
bilegiklerin logaritmik buyime evresindeki mikroalglerin Urettikleri lipitlerdeki YAME

icerikleri Uzerine etkileri degerlendirilmistir (Sekil 15).
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Sekil 15. Logaritmik bliylime evresinde mikroalglerin Yag asidi metil ester (YAME) analizi.
C.reinhardtii 8. gin; C.vulgaris 16. gun; N.oculata ve P.tricornutum ise 12.glinde hasat
edilmistir. DYA, Doymus yagd asidi; TDYA, Tekli doymamis yag asidi; CDYA, Coklu
doymamis yag asidi

Buyutme ortaminda normal olarak 0.184mM H3BO3 bulunan C.reinhardtii’'nin CDYA icerigi
inkibasyonun logaritmik buyume evresi olarak belirlenen 8. glninde yaklasik %24,1
olarak belirlenmistir (Sekil 15). Ortam H3BOs; yogunlugu arttikga bu mikroalgin Urettigi
CDYA igeriginde de artislar kaydedilse de sinirli diizeydedir. Oyle ki blyltme ortaminda
HsBOs; yogunlugu 25 ve 50 kat artinldiginda C.reinhardti'nin CDYA igerigi toplam
YAME'in yaklasik %29u kadar belirlenmistir. Diger taraftan 1,54mM uygulanan
C.reinhardtii’de CDYA igerigi toplam YAME’in yaklasik %19,7’si iken Kolemanit yogunlugu
3,08mM olarak uygulandiginda CDYA igerigi yaklasik %26,9 olarak belirlenmistir.
Dolayisiyla artan konsantrasyonlarda HsBOs ve Kolemanit uygulamasi bu mikroalgde
TAG, toplam lipit ve nétral lipit Uretiminde artisa sebep olmakla birlikte Urettigi lipit
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biyodizel hammaddesi olarak kullanim igin Avrupa standartlarina uygun nitelikte oldugu

anlasiimaktadir. Son olarak 0,94mM ve 1,85mM Uleksit uygulanan C.reinhardtii’'nin CDYA
icerigi toplam YAME Uretiminin %24,6-%%26,5’i dizeyinde belirlenmistir.

Blyutme ortaminda 0,184mM H3BOs bulunan C.vulgaris’in CDYA igerigi inkibasyonun
logaritmik blylme evresi olarak belirlenen 16. glnlnde yaklasik %34,2 olarak
belirlenmigtir (Sekil 15). Ortam HsBOs; yogunlugu artirildiginda bu mikroalgin CDYA
iceriginde dikkate deger azalmalar kaydedilmigtir. Sirasiyla 4,6mM ve 9,2mM H3BOs
uygulanan C.vulgarisin  CDYA icerigi toplam YAME dretiminin %29,7 ve %25
dizeylerinde belirlenmigtir. Ote yandan Kolemanit uygulanan C.vulgaris’in CDYA igerigi
toplam YAME Uretiminin yaklasik %30,7-%33,9’'u dizeylerinde iken Uleksit uygulanan
C.vulgaris’'te yaklasik %26,5 dizeylerinde belirlenmigtir. Dolayisiyla bu mikroalge borlu
bilesiklerin uygulanmasi ile Uretilen YAME igerigi yine Avrupa standartlarina uygun oldugu

degerlendirilmistir.

Blyutme ortaminda 0,184mM H3BO3; bulunan N.oculatanin CDYA icerigi inkiibasyonun
logaritmik blylme evresi olarak belirlenen 12. glninde yaklasik %23,1 olarak
belirlenmistir (Sekil 15). Ortam HsBOs; yogunlugu 50 kata kadar artinldiginda bu
mikroalgin CDYA icerigi toplam YAME uretiminin yaklagik %18,8-%27,6 duzeylerinde,
kolemanit uygulamasi ile %17,7-%22,9 dizeylerinde, Uleksit uygulamasi ile %21,5-%25,6
dizeylerinde belirlenmistir.

Bldyutme ortaminda 0,184mM HsBOsz bulunan P.tricornutumun  CDYA igerigi
inkiibasyonun logaritmik blylime evresi olarak belirlenen 12. gininde yaklasik %37,7
olarak belirlenmigtir (Sekil 15). Ortam HsBOs; yogunlugu 50 kata kadar artirildiginda bu
mikroalgin CDYA icerigi toplam YAME Uretiminin yaklagik %32,1-%34,2 dizeylerinde
belirilenmigtir. Uleksit uygulanan P.tricornutum’un CDYA igeridi toplam YAME Uretiminin
yaklasik %29,6-%33,8’i duzeylerinde dl¢ulmuUstir. Kolemanit uygulanan P.tricornutum’un
CDYA icerigi kayda deger duzeyde azalmistir. Sirasiyla 1,54mM ve 3,08mM Kolemanit
uygulanan P.tricornutum’un CDYA icerigi toplam YAME dretiminin yaklasik %29,1 ve
%23,2 duzeylerinde oldugu kaydedilmistir.

4.6.Mikroalglerin toplam protein ve karbohidrat iceriklerinde meydana gelen

degigimler
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C.reinhardtii’'nin toplam protein igerigi artan H3;BOs yogunluguna cevapta disus
sergilemistir. Ozellikle inkiibasyonun 12. Giniinde ortam H3BO3 yogunlugu 10, 25 ve 50
kat artirilan C.reinhardtiimin toplam protein icerigi sirasiyla yaklasik olarak %14,1; %18,8
ve %40,2 dizeylerinde azalmistir (Sekil 16). Sirasiyla 1,54mM ve 3,08mM Kolemanit
uygulanan C.reinhardtii’nin toplam protein igerigi ilk ginden itibaren %49 ve %58,1
dizeylerinde azalmis inkiibasyon suliresi uzadikga protein igeriginde azalma strmus ve
inkiibasyonun 12. gininde toplam protein igerigi kontrol grubuna kiyasla yaklasik %60,9
ve %71,3 dizeylerinde azalma gdéstermistir. Son olarak 0,94mM ve 1,85mM Uleksit
uygulanan C.reinhardti’'nin toplam protein igerigi 0,184mM H3BOs; uygulanan kontrol
grubuna kiyasla inkibasyonun 4.gininde %37,3 ve %29,4 dlzeylerinde bir azalma
gbstermigken inkibasyon slresi uzasa da protein seviyesi ortalama bu dizeylerde

seyretmigtir.
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Sekil 16. C.reinhardtiinin toplam protein ve karbohidrat Gretimi Gzerine borlu bilesiklerin
etkileri. Ayni gruptaki kolonlar sirasiyla 4., 8. ve 12. gunlerde alinan 6lgim sonuglarini
gosterir. (*) ile isaretlenmis degerler kontrol grubuna gore en az %95 gluven araliginda
farkli oldugunu gdsterir.

Artan H3BO3, Kolemanit ve Uleksit uygulamalarina cevapta protein igerigindeki azalmayla
birlikte toplam karbohidrat Uretiminde artislar belirlenmistir (Sekil 16). Ortam H3BOs
yogunlugu 10, 25 ve 50 kat artirildiginda C.reinhardti’nin toplam karbohidrat icerigi
inkiibasyonun 4. gunlnde sirasiyla yaklasik %33,6; %72,4 ve %70,5 dlzeylerinde
artmigtir. Diger taraftan 1,54mM kolemanit uygulamasi inkiibasyonun 8. ve 12. gunlerinde
C.reinhardtii’'nin toplam karbohidrat icerigini sirasiyla %42,5 ve 33,1 oraninda artirmisken
kolemanit yogunlugu 2 katina gikarildiginda yalnizca inkubasyonun 4. gununde %36,4
dizeyinde artisa sebep olmus takip eden glnlerde kontrol grubuna kiyasla énemli bir
degisiklige sebep olmamistir. Son olarak Uleksit uygulamasi C.reinhardtii'nin toplam

karbohidrat icerigini ilk glnlerden itibaren ¢ok yiksek dizeyde artirmistir. BlylUme
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ortammna 0,93mM ve 1,85mM Uleksit uygulanan C.reinhardtiinin toplam karbohidrat
icerigi inklbasyonun 4. gununde %71,1 ve %67,8 duzeyinde artirmig, takip eden gunlerde
benzer duzeylerde belirlenen karbohidrat igerikleri inkibasyonun 12. gununde kontrol
grubuna kiyasla yaklasik olarak %35,3 ve %51,1 daha ylksek olarak belirlenmistir.

C.vulgaris’in toplam protein igcerigi borlu bilesik uygulamasina cevapta disus sergilemigtir
(Sekil 17). Buayltme ortamindaki H3BOs igerigi 25 ve 50 kat artinldiginda inklibasyonun 8.
glininde %18,4 ve %31,9 duzeylerinde dusUs kaydedilmis, takip eden gunlerde de
benzer durumlar kaydedilmis, inklibasyonun 24. guninde kontrol grubuna kiyasla
mikroalgin toplam protein icerigi sirasiyla yaklagik %22,2 ve %24,6 duzeylerinde daha
dusuk olarak belirlenmistir. Yine Kolemanit ve Uleksit uygulamalari da bu mikroalgin
toplam protein iceriginde disise sebep olmustur. Kolemanit uygulamasi C.vulgaris’in
toplam protein igeriginde yaklasik olarak %24,8-%36,6 duzeylerinde azalmaya sebep
olmustur. Ote yandan 0,93mM Uleksit uygulanan C.vulgaris’in inkiibasyonun 8. glniinde
sebep oldugu yaklasik %17,9 oranindaki dusUs istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Son olarak 1.85mM Uleksit uygulanan C.vulgaris’in toplam protein igerigi inkiibasyonun 8.
gundnden itibaren yaklasik olarak %30,8-%33,7 dlzeylerinde daha dusuk olarak

belirlenmigtir.
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Sekil 17. C.vulgarisin toplam protein ve karbohidrat UGretimi UGzerine borlu bilesiklerin
etkileri. Ayni gruptaki kolonlar sirasiyla 8. 16. ve 24. ginlerde alinan dlgim sonuglarini
gOsterir. (*) ile isaretlenmis degerler kontrol grubuna gére en az %95 given araliginda
farklh oldugunu gosterir.

C.vulgarisin toplam karbohidrat icerigi borlu bilesik uygulamasina cevapta artis
sergilemistir (Sekil 17). Ortam HsBOs yogunlugu artinldiginda toplam karbohidrat
icerigindeki artis zamana bagl olarak da sureklilik géstermistir. Ortamdaki H3;BOs

yogunlugu 10, 25 ve 50 kat artirildiginda inkiibasyonun 24. glninde sirasiyla %30,5,

38



v

TUBITAK

%60,2 ve %53,5 dlzeylerinde artis kaydedilmistir. C.vulgaris’in buayime ortamina 1,54mM
ve 3,08mM konsantrasyonlarinda Kolemanit uygulandiginda inkiibasyonun 8. gliniinde
sirasiyla %41,5 ve %29,2 dizeylerinde artis kaydedilmis, takip eden ginlerde de artis
surmis ve inkUbasyonun 24. guninde sirasiyla %82,3 ve %56,6 dizeyinde artig
kaydedilmistir. Son olarak 0,93mM ve 1,85mM Uleksit uygulamasi inkibasyonun ilk
gunlerinde 6nemli bir degisime sebep olmamis, ancak inklibasyon slresi uzadikga
karbohidrat iceriginde artisa sebep olmus, inkibasyonun 24. gininde C.vulgaris’in
toplam karbohidrat icerigi 0,184mM H3;BOs; uygulanan kontrol grubuna kiyasla sirasiyla
%40,7 ve %50,8 dlzeyinde artisa sebep olmustur.

N.oculata’nin toplam protein igerigi ortam H3;BO; yogunlugu 50 kat artirildiginda
inkibasyonun 6. gununde yaklagik %26,9 duzeyinde azalmis ve takip eden gunlerde de
benzer durum kaydedilmistir (Sekil 18). Diger taraftan Uleksit ve Kolemanit
uygulamalarinda da benzer sekilde N.oculata’nin toplam protein igerigi ilk gunlerden
itibaren yaklasik %23,5 ile %50,1 arasinda dismustir. Bu mikroalge borlu bilesikler
uygulandiginda lipid Uretiminde kayda deger bir degisim belirlenmese de toplam
karbohidrat icerigi onemli oranda artmistir. Bluyume ortamindaki H3BO3; yogunlugu 25 ve
50 kat artirilan N.oculata’nin toplam karbohidrat igerigi inkibasyonun 6. guninde yaklasik
%25,4 ve %43,5 dluzeylerinde artmis takip eden gunlerde de benzer sekilde ylksek
belirlenen toplam karbohidrat igerigi inklibasyonun 18. gininde sirasiyla %17,2 ve %30,8
daha yuksek dizeyde belirlenmistir. Kolemanit ve Uleksit uygulanan N.oculata’nin toplam
karbohidrat icerigi ilk glnlerde artis gdstermistir. Kolemanit ve Uleksit uygulanan
N.oculata’da inkiibasyonun 6. gununde ortalama %30 dlzeylerinde artis kaydedilmigtir
(Sekil 18).
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Sekil 18. N.oculata’nin toplam protein ve karbohidrat Uretimi Gzerine borlu bilesiklerin
etkileri. Ayni gruptaki kolonlar sirasiyla 6., 12. ve 18. glinlerde alinan élgiim sonugclarini
gosterir. (*) ile isaretlenmis degerler kontrol grubuna goére en az %95 given araliginda
farklh oldugunu gésterir.

P.tricornutum’un toplam protein icerigi artan HsBOs; yogunlugunda dikkate deger bir
degisim sergilememistir (Sekil 19). Yalnizca ortam H3;BO3 yogunlugu 50 kat artirildiginda
inkibasyonun 18. gununde gozlemlenen %18,6 duzeyindeki dusus istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Bununla birlikte Kolemanit ve Uleksit uygulamasi bu mikroalgin
toplam protein igeriginde %23,5-%38,6 dizeylerinde azalmaya sebep olmustur. Ortam
HsBOs; yogunlugu 50 kat artirildiinda bu mikroalgin toplam karbohidrat igerigi ilk
glnlerden itibaren artmig, inkilbasyoun 6. gininden itibaren ortalama %30 dizeyinde
artis kaydedilmistir. Kolemanit uygulanan mikroalglerin toplam karbohidrat icerigi ilk
glnlerde dedismemis, inklibasyon siresinin uzamasi ile birlikte %50,4’e varan dizeyde
anlaml artislar kaydedilmistir. Son olarak Uleksit uygulanan P.tricornutum’da toplam
karbohidrat icerigi dikkate deger oranda degisiklik sergilememigtir (Sekil 19).
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Sekil 19. P.tricornutum’un toplam protein ve karbohidrat Uretimi Gzerine borlu bilesiklerin
etkileri. Ayni gruptaki kolonlar sirasiyla 6., 12. ve 18. glnlerde alinan dlgiim sonuglarini
gosterir. (*) ile isaretlenmis degerler kontrol grubuna gore en az %95 guven araliginda
farklh oldugunu gosterir.

4.7 Mikroalglerin toplam klorofil ve karotenoid igeriklerinde meydana gelen

degisimler

Proje kapsaminda 6lgmeyi planladigimiz mikroalglerin fotosentez hizlarini yansitabilecek
olan net oksijen tuketim degerlerinin analizi laboratuvarimizda bulunan Hansatech
(Oxytherm) marka oksijen elektrot sisteminin elektrotlari zarar gordugunden saglikh veri
alinamamistir. Ancak mikroalglerin toplam klorofil ve karotenoid icerigindeki degisimler

belirlenmistir.
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C.reinhardtii’'nin toplam klorofil igerigi buyutme ortamindaki H3:BOs; yogunlugu 10 kat
artirlldiginda 6nemli bir degisiklik sergilemese de Hs;BOs; yogunlugu 25 ve 50 kat
artinldiginda inkibasyonun 4. gininde yaklasik %15,1 ve %28,7 dlzeyinde azalma
kaydedilmis, 6zellikle 50 kat ylksek konsantrasyonda Hs;BOs; uygulamasi ile toplam
klorofil icerigindeki digus surmug ve inkubasyonun 12. glininde kontrol grubuna kiyasla
bu grup mikroalglerin toplam klorofil igerigi yaklasik olarak %37,8 oraninda azalma
go6stermistir (Sekil 20). C.reinhardtii’nin toplam klorofil iceriginde en sert distsi Kolemanit
uygulamasi tetiklemistir. Bu mikroalgin biyime ortamina 1,54mM ve 3,08mM Kolemanit
uygulandiginda toplam klorofil igerigi inkiibasyonun 4. gliniinde sirasiyla %36,2 ve %43,6
oraninda, 12. gununde de yaklasik %57,4 ve %63,6 oraninda daha disik duzeyde
belirlenmigtir. Son olarak Uleksit uygulanan C.reinhardtii’'nin toplam klorofil igerigi ilk
gunlerde azalma go0sterse de inkUbasyon suresinin uzamasiyla birlikte go6zlenen

farkhliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.

C.reinhardtii’'nin toplam karotenoid Uretimi ortam H3;BO; yogunlugundaki artisa paralel
olarak yuUkselmigtir. Ortam HsBOs; yogunlugu 1,84mM ve 4,6mM’a cikarildiginda ilk
glnlerde énemli bir degisim gbzlenmese de inkibasyonun 8. gununde sirasiyla %19,5 ve
%30,7 dizeyinde inkibasyonun 12. glninde de %21,6 ve %21,7 dizeyinde artislar
belirlenmistir (Sekil 20). Ortam H3BOs; yogunlugu 9.2mM’a yikseltildiginde inklibasyonun
ilk glinlerinden itibaren ¢cok énemli diizeyde artislar kaydedilmistir. Oyle ki inkiibasyonun
4., 8. ve 12. gunlerinde sirasiyla yaklasik %111,2, %139,5 ve %124,4 duzeylerinde
artiglar kaydedilmigtir. Diger taraftan Kolemanit uygulamasi bu mikroalgin toplam
karotenoid igeriginde surekli bir degisiklige sebep olmamigken 0,93mM ve 1,85mM Uleksit
uygulanan C.reinhardtii’nin toplam karotenoid igeridi inkibasyonun 4. ginunde %35,2 ve
%79,2 duzeyinde artmis bu artig sureklilik gdstermis ve inklibasyonun 12. gundnde

siraslyla yaklasik %65,6 ve %98,4 dluzeylerinde artislar kaydedilmigtir.
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Sekil 20. C.reinhardtiinin toplam klorofil ve karotenoid igerigine borlu bilesiklerin etkileri.
Ayni gruptaki kolonlar sirasiyla 4., 8. ve 12. gunlerde alinan 6lgim sonugclarini gosterir. (*)
ile igsaretlenmig degerler kontrol grubuna gore en az %95 guven araliginda farkli oldugunu
gosterir.

C.vulgaris’in toplam klorofil ve karotenoid igerigi ortam H3;BOs; yogunlugundaki artisa
cevapta onemli bir degisim sergilememigtir (Sekil 21). Diger taraftan bu mikroalgin
biylime ortamina 1,54mM Kolemanit uygulandiginda yine toplam klorofil ve karotenoid
iceriginde dnemli bir degisim goérilmese de kolemanit yogunlugu iki katina ¢ikarildiginda
ancak inkibasyonun 24. gininde toplam klorofil igeriginde istatistiksel olarak énemli bir
azalma belirlenmistir. Son olarak 1,85mM Uleksit uygulanan C.vulgaris’in toplam klorofil
icerigi inkibasyonun 8., 16. ve 24. gunlerinde %16,8, %21,1 ve %27,4 dizeylerinde
azalma gdsterse de toplam karotenoid igeriginde istatistiksel olarak anlamli sayilabilecek
surekli bir degisim belirlenmemigtir.
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Sekil 21. C.vulgaris’in toplam klorofil ve karotenoid igerigine borlu bilesiklerin etkileri. Ayni
gruptaki kolonlar sirasiyla 8., 16. ve 24. giinlerde alinan élglim sonugclarini gosterir. (*) ile
isaretlenmis degerler kontrol grubuna gére en az %95 glven araliginda farkli oldugunu
gosterir.

N.oculata’nin toplam Kklorofil icerigi ortam HsBOs; yogunlugundaki artisa cevapta cok
onemli bir deg@isim sergilemese de ortam H3BO3 yogunlugu 9,2mM’a ¢ikarildiginda toplam
klorofil icerigindeki azalma inkibasyonun 18. glininde anlamli bulunmustur (Sekil 22).
Diger taraftan biyime ortamina 1,54mM Kolemanit uygulanan C.vulgaris’in toplam klorofil
icerigi inkibasyonun ilk 12 glnunde ortalama %17 duzeylerinde azalmigtir. Kolemanit
yogunlugu iki katina ¢ikarildiginda toplam klorofil igerigi inkibasyonun 6. gininde %29,8
duzeyinde azalmig, takip eden gunlerde de benzer durum kaydedilmis, inkiibasyonun 24.
gununde yaklasik %34,3 dizeyinde azalma belirlenmistir. Son olarak sirasiyla 0,93mM ve
1,85mM Uleksit uygulanan N.oculata’nin toplam klorofil igerigi inkiibasyonun 6. gliniinde
%14,2 ve %33,8 dizeylerinde azalmigken takip eden gunlerde durum degdismemis,
inkibasyonun 18. glnlinde sirasiyla yaklasik %22,7 ve %31,3 dizeylerinde azalmalar

kaydedilmistir.

N.oculata’nin toplam karotenoid igerigi ortam H3;BOs; yogunlugu 10, 25 ve 50 kat
artinldiginda inkibasyonun 18. gununde sirasiyla yaklagik olarak %23,6, %20,5 ve %29,6
oraninda artmistir (Sekil 22). Bu mikroalgin buyiutme ortamina 1,54mM Kolemanit ilave
edildiginde ilk glnlerinde 6nemli bir dedisim olmasa da inklibasyonun 12. ve 18.
glnlerinde ortalama %28,8 ve %43,2 oraninda artis kaydedilmistir. Bununla birlikte
blyltme ortamina ilave edilen Kolemanit yogunlugu iki katina ¢ikarildiginda ya da Uleksit
ilave edildiginde inkibasyonun ilk gunlerinde N.oculata’nin toplam karotenoid Uretimi

istatistiksel olarak anlamli dizeyde azalmistir.
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Sekil 22. N.oculata’nin toplam klorofil ve karotenoid igerigine borlu bilegiklerin etkileri. Ayni
gruptaki kolonlar sirasiyla 6., 12. ve 18. gunlerde alinan Olgim sonuglarini gdsterir. (*) ile
isaretlenmis degerler kontrol grubuna goére en az %95 given araliginda farkl oldugunu gosterir.

43



v

TUBITAK

P.tricornutum’un toplam klorofil igcerigi artan konsantrasyonlarda uygulanan borlu
bilesiklere cevapta 6nemli bir degisim sergilememigtir (Sekil 23). Diger taraftan bu
mikroalgin toplam karotenoid igerigi ortam HsBOs yogunlugundaki artisa cevapta énemli
bir degisim sergilememis, Kolemanit uygulanan mikroalglerde toplam karotenoid
icerigindeki artis inklibasyonun 18. glintinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Son
olarak 0,93mM Uleksit uygulanan P.tricornutum’un toplam karotenoid igerigindeki artiglar
inkiibasyonun 12. ve 18. gunlerinde istatistiksel olarak anlamli bulunsa da ortam Uleksit

yogunlugu iki katina ¢ikarildiginda kayda deger bir dedisim belirlenememistir.
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Sekil 23. P.tricornutum’un toplam klorofil ve karotenoid igerigine borlu bilesiklerin etkileri. Ayni
gruptaki kolonlar sirasiyla 6., 12. ve 18. gunlerde alinan 6lgim sonuglarini gosterir. (*) ile
isaretlenmis degerler kontrol grubuna gére en az %95 gliven araliginda farkli oldugunu gésterir.
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5. SONUGLAR

Bor (B) bitlin bitkisel organizmalarin blyime ve gelisimi icin gerekli bir elementtir.
Fotosentez yapan mikroskobik canlilar olan mikroalglerin bircogunun blylime
ortamlarinda da B elementi kullaniimaktadir. Bu projede cesitli bor bilesiklerinin bazi
mikroalglerin blaylimeleri ve biyodizel hammaddesi olarak kullanilan triagilgliserol (TAG)
dretimleri Gzerine etkilerinin incelenmesi amaclanmistir. Bununla birlikte blyimede en az
baskilanma ile nétral lipid iceriginde en fazla artisin kaydedildigi Bor konsantrasyonlarini
belirleyerek Bor elementinin ve borlu bilesiklerin mikroalglerin biyodizel hammaddesi
olarak kullanilan TAG igeriklerinin artirimasinda kullanilabilirliginin - tanimlanmasi

hedeflenmisgtir.

Bu amagla, proje kapsaminda biyoteknolojik acgidan literatirde énemi yer tutan tatl su
mikroalgleri C. reinhardtii ve C.vulgaris ile denizel mikroalg N.oculata ve diyatom
P.tricornutum tlrindn yaninda bir de siyanobakteri Synechocystis sp. tlrleri calismaya
tabi tutulmustur. Genel olarak mikroalglerin Urettikleri depo metaboliti olarak rol oynayan
nétral lipid Uretimindeki artis blylimedeki baskilanma ile dogru orantili oldugu bildirilmigstir
(Sharma vd., 2012) nétral lipid Uretimi icin uygulanacak boron yogunlugunun belirlenmesi
amaciyla mikroalglerin biylime ortamlarina artan konsantrasyonlarda HsBOs; uygulanmis
ve buyumelerindeki dedisim takip edilmistir. Yapilan calismada elde edilen blyime
verileri sonrasi Synechocystis sp. siyanobakterisi icin A+ blyime ortaminda kullanilan
H3BOs3 konsantrasyonlarinin disinda diger mikroalgler icin TAP ortaminda kullaniimig olan
0,184mM H3BOs yogunlugu referans HszBOs yogunlugu olarak kullaniimig, Uleksit ve
kolemanit bilesiklerinin uygulama konsantrasyonlari da 0,184mM H3;BOz; de bulunan Bor
elementi yogunluguna gore hesaplanarak uygulanmistir. Bu durumda yapilan hesaplama
sonucunda 0,184mM HsBO; kullanildiginda ¢dzeltideki Bor element miktari 2mg/L olarak
hesaplanmis, Kolemanit (CaB304(0OH)3H20) ve Uleksit (NaCaBs048H:0)
konsantrasyonlari da igerdikleri Bor element miktarina gére belirlenmis ve bilesikteki Bor
elementi yogunluguna gore 25x ve 50x konsantrasyonda uygulanmistir. Bdylece, borlu
bilesik konsantrasyonlari i¢in mikroalglerde ortam H3:BO3 yogunlugu 0,184mM uygulanan
grup kontrol grubu olarak kullaniimig, deney gruplari da Tablo 1'de gosterildigi gibi
1,84mM H3BO3, 4,6mM HsBO3, 9,2mM H3;BOs3, 1,54mM ve 3,08mM Kolemanit ile 0,93mM
ve 1,85mM Uleksit uygulanan mikroalg gruplari seklinde siniflandiriimistir. Synechocystis
sp.’nin normal olarak buyime ortaminda 0,554mM HsBOs kullanildigindan deney gruplari

da diger mikroalglere uygulanan konsantrasyonlarin ug¢ kati olarak uygulanmistir.

Synechocystis sp.’nin buylimesi ortam HsBOs; yodunlugundaki artisa cevapta énemli
oranda baskilanmis, yiksek konsantrasyonda Kolemanit ve 6zellikle Uleksit uygulamalari
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bu siyanobakterinin blyimesini durdurmustur. Diger taraftan bu siyanobakterinin toplam
lipid Gretimi belirlenemedigi gibi TAG ve nétral lipid Uretiminde de bir degisim
kaydedilmemistir. Bu sebeple, bu asamadan sonra bu siyanobakteri proje kapsaminda

artik degerlendiriimemis, calismaya konu olan diger mikroalgler kullanilarak takip eden

analizler gergeklestirilmigtir.

Yapillan c¢alismada artan konsantrasyonlarda HsBOs; ve Uleksit uygulamasi
C.reinhardtii’'nin bUyUimesinde bir miktar baskilanmaya sebep olsa Kolemanit
uygulamasinin bu mikroalgin buylmesini ilk glnlerden itibaren ¢ok 6nemli dizeyde
baskiladigi anlasilmistir. Diger taraftan artan H3:BOs yogunlugu ve Kolemanit
uygulamasina cevapta toplam lipid, nétral lipid ve TAG Uretiminde kayda deger artiglar
belirlenmig, Uleksit uygulanan gruplarda énemli bir degisim kaydedilmemistir. Nitekim
sitoplazmik lipid cisimlerinin floresans goérintlilenmesi ile elde edilen veriler de bu
bulgulari desteklemistir. Bu mikroalgden ekstrakte edilen lipidlerin transesterifikasyonu ile
gerceklestirien YAME analiz sonuclarindan C.reinhardtii’nin dusik CDYA icerigi ile
Avrupa birligi EN 14214 standartlarina uygun nitelikte biyodizel hammaddesi Uretebilecedi
anlasiimig, uygulanan borlu bilesikler ile artirilan lipid Gretiminde CDYA igerigi %30’un
altinda oldugu belirlenmigtir. Bununla birlikte artan konsantrasyonlarda borlu bilesikler
uygulanan C.reinhardtiinin toplam protein icerigi 6nemli dizeyde azalmis buna karsin
artan H3zBOs yogunlugu ve Uleksit uygulamasina cevapta toplam karbohidrat Gretimi de
kayda deger duzeyde artiglar sergilemistir. Boylece Uleksit uygulanan C.reinhardtii’nin
lipid Gretiminde 6nemli bir degisim goérilmemesine karsin karbohidrat Gretimini artirdigi,
buna karsin artan H3;BOs; uygulamasinin lipid Uretimindeki artisla birlikte toplam
karbohidrat uretimini de artirdid1 kaydedilmistir. BdOylece yapilabilecek daha detayh
calismalar icin uygun tirlere biyoetanol gibi karbohidrat temelli Grin Gretimi amaciyla
kullanilabilecegi degerlendirilmistir. Son olarak borlu bilesik uygulanan C.reinhardtii’'de
toplam protein Uretimi ve buyumedeki baskilanmadaki azalmayi toplam klorofil
Uretimindeki azalma da takip etmistir. Buna karsin toplam karotenoid Gretimi de artmigtir.
Mikroalglerde artan karotenoid Uretiminin fotosentetik aygitin zarar gérmesine karsi
geligtirilen savunma mekanizmasinin énemli bir kismini olusturdugu bildirilmistir (Ledford
ve Niyogi, 2005).

C.vulgarisin bliyimesinde ortam H3;BO3s yogunlugundaki artisa cevapta dnemli bir degisim
kaydedilmemistir. Bununla birlikte ozellikle ylksek konsantrasyonlarda Kolemanit ve
Uleksit uygulamalari bu mikroalgin blUylimesini baskilamigtir. Buna kargin artan
konsantrasyonlarda uygulanan buatin borlu bilesikler bu mikroalgin sentezledigi TAG ve

notral lipid Uretiminde artisa sebep olmustur. Ozellikle toplam lipid Uretimindeki artis
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Kolemanit ve Uleksit uygulanan mikroalglerde &nemli dizeyde belirlenmistir.  Yine
sitoplazmik lipid cisimlerinin floresans boyamasi ile elde edilen goérintiler bu artislar
dogrular niteliktedir. Bununla birlikte YAME analizi ile elde edilen veriler borlu bilesik
uygulanan C.vulgarisin CDYA iceriginde azalma ile lipid Uretiminde artigi tetikledigi
anlasiimaktadir ki bu durum C.vulgaristen biyodizel hammaddesi Uretimi i¢in borlu bilesik
uygulamasini avantajli kilmaktadir. C.vulgaris’in  toplam protein Uretimi artan
konsantrasyonlarda borlu bilesik uygulamasina cevapta azalmig, buna karsin toplam
karbohidrat Uretiminde de dnemli artiglari tetiklemistir. Son olarak bu mikroalgin klorofil
icerigi yalnizca ylksek konsantrasyonda Uleksit uygulamasinda kararli disis sergilemis
ve yapilan tUm uygulamalarda karotenoid igeriginde surekli bir degisim belirlenmemistir.
Dolayisiyla bu mikroalgde depo metabolitleri olarak kullanilabilen lipid ve karbohidrat
uretimindeki artisla birlikte blyime faaaliyetlerinde 6nemli bir baskilanma olmamasi
kullanilan borlu bilesiklerin metabolik faaliyetlerde kullanilabilecegini akla getirmektedir.
Bu yonulyle degerlendirildiginde borlu bilesiklerin uygulandigi C.vulgaris'in genomik,
metabolomik ve hatta proteomik analizlerinin yapilmasi ile yeni biyoteknolojik uygulama

alanlarinin degerlendirilebilecegi dusunulmektedir.

N.oculata’nin blylitme ortamindaki Hs;BOs; yogunlugu 25 kata kadar artinldiginda
blylimede baskilanma goértilmemis, buna karsin HsBOs; yodunlugundaki 50 kat artis ile
Kolemanit ve Uleksit uygulamalari bliylimeyi dikkate deger oranda baskilamistir. Bununla
birlikte bu mikroalgin toplam lipid, nétral lipid ve TAG uretiminde ya da YAME igeriginde
artan konsantrasyonlarda borlu bilesik uygulamasina cevapta 6nemli bir degisim
belilenmemistir. Diger taraftan 6zellikle Kolemanit ve Uleksit uygulanan N.oculata’nin
toplam protein ve klorofil iceriginde disus gorulse de toplam karbohidrat Uretimi 6zellikle
inkibasyonun ilk gunlerinde artmigtir. Bununla birlikte ortam H3:BO3z yogunlugu 25 kata
kadar artirildiginda buyimede bir baskilanma ya da lipid Uretiminde bir degisiklik
olmamakla birlikte hem toplam protein ve klorofil i¢ceriginde anlamli bir degisim olmamig
ve hem de toplam karbohidrat Gretiminde 6énemli artis olmustur. Boylece 4,6mM’a kadar
artan konsantrasyonlarda borlu bilesik uygulamasinin lipit icerigi yuksek olan bu
mikroalgin karbohidrat Uretiminin de artirldigi ve bu sayede lipid ekstraksiyonundan arta
kalan posanin da sakkarit igerigi yuksek olabileceginden biyoetanol Uretimi igin

kullanilabilmesi acgisindan olumlu katki saglayabilece@i kaydedilmistir.

P.tricornutum’un buyumesi borlu bilesik uygulamasina cevapta ciddi degigiklikler
sergilememigstir. Diger taraftan yuksek konsantrasyonda Uleksit uygulamasi bu mikroalgin
lipid Uretimini artirsa da diger uygulamalar TAG, nétral lipid ya da toplam lipid Gretimi

Uzerine sUrekli bir degisime sebep olmamistir. Bununla birlikte bu calismada kullanilan
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P.tricornutum’un yuksek CDYA igerigine ragmen Kolemanit uygulanan mikroalglerin
CDYA iceriklerinde kayda deger azalmalar belirlenmistir. Yine Kolemanit uygulanan

P.tricornutum’un protein igeriginde azalmayla birlikte toplam karbohidrat Uretiminde

artislar 6ne ¢ikan bulgular olarak degerlendirilmistir.
Sonug olarak;

1. Bu arastirma projesinde artan konsantrasyonlarda Borik asit, Kolemanit ve Uleksit
uygulamalarina verilen fizyolojik cevaplar kullanilan borlu bilesigin c¢esidi ve
projede kullanilan mikroalg tiriine bagl olarak farkhliklar sergilemistir.

2. C.vulgaris’in kdltire alindigi BG-11 ortamindaki H3:BOs; yogunlugu son derece
dusuk (1uM), N.oculata ve P.tricornutum’un kiltire alindiyi F/2 ortamina da
literatirde uygulandidi haliyle Bor elementi ilave edilmemektedir. Diger taraftan
C.reinhardtii’nin de kiltire alindigi TAP ortamindaki H3;BOs; yogdunlugu
0,184mM’dir. Oysa genel manada 4,6mM’a kadar uygulandidinda bu mikroalglerin
bliyUmelerinde kaydadeger bir degisim belirlenmemistir. Nitekim siyanobakteri
Synechocystis sp.’in blylime ortami olarak literatirde 6nerilen A+ besiyerindeki
HsBOs yogunlugu 0,554mM'dir. Yiksek yapili bitkilerin blaylimeleri icin gerekli
oldugu giris kisminda da belirtildigi gibi cok sayida ¢alisma ile belgelenmis olan bu
elementin mikroalg buylime ortamlarinda da kullaniminin test edilmesi igin ¢ok
yonlla ¢galismalarin faydali olabilecegi degerlendirilmigtir.

3. C.reinhardti’'ye artan konsantrasyonlarda borik asit ve kolemanit uygulanmasi
biyodizel hammaddesi olarak kullanilan TAG dretiminde ve YAME igeriginde
olumlu katkilar sagladigi anlasilmaktadir. Kolemanit uygulamasinin sebep oldugu
buyumedeki baskillanma dikkate alindiginda 4 gune kadar 1,54mM
konsantrasyonda Kolemanit uygulamasi ya da bu mikroalgin bulyltme
ortamindaki Borik asit yogunlugunun 8 gin boyunca 4,6mM’a cikariimasi
C.reihardti’lden biyodizel hammaddesi Uretimi icin bu projeden elde edilen
sonuglara gére en uygun yaklasimlar olabilecegi degerlendirilmistir.

4. C.vulgarisin  buyume ortamina artan konsantrasyonda borlu bilegikler
uygulandiginda biyodizel hammaddesi Uretimi artmis, YAME igerisindeki CDYA
oraninda da azalma kaydedilmigtir. Bununla birlikte bu ¢alismada, 0,93mM Uleksit
uygulamasinin biylimede dislk dizeyde sayilabilecek bir baskilanma ile kisa
surede lipit Uretiminde artigi tetikledigi, boylece 8 gun boyunca 0,94mM Uleksit
uygulamasinin  C.vulgaris’ten biyodizel hammaddesi Uretimi icin  diger

uygulamalara gore daha Ustun oldugu degerlendirilmigtir.
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5. N.oculata'dan biyodizel hammaddesi Uretimi Uzerine borlu bilesiklerin dnemli
etkilerinin olmadigi anlasiimistir. Ancak 4,6mM’a kadar artan konsantrasyonlarda
borlu bilegik uygulamasinin lipit igerigi yuksek olan bu mikroalgin karbohidrat
Uretiminin de artinldigi, ve bu sayede lipid ekstraksiyonundan arta kalan posanin
da sakkarit icerigi yiksek olabileceginden biyoetanol Uretimi igin kullanilabilmesi
acisindan olumlu katki saglayabilecegi kaydedilmigtir.

6. Bu calismada kullanilan P.tricornutum’un budyime ortamina uygulanan Borlu
bilesikler diger mikroalglere nazaran daha sinirli etkilere sebep olmustur. Bununla
birlikte 12 gun boyunca Kolemanit uygulanan P.tricornutum’un CDYA igeriginde
kayda deger azalmalar ile birlikte karbohidrat Gretimini de artirdigi belirlenmigtir.

49



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

v

TUBITAK

6. KAYNAKLAR

AuroraBiofuels, 2010. "How much funding does aurora have?".
https://www.crunchbase.com/funding-round/4a21cf81-7969-5453-3a41-
b2180d134148, Son erigim tarihi: 1 Subat 2017.

Bennett, A., Rowe, R., Soch, N., Eckhert, C. 1999. “Boron stimulates yeast
(Saccharomyces cerevisiae) growth”, Journal of Nutrition, 129, 2236-2238.

Bligh, E.G., Dyer, W.J. 1959. “A rapid method for total lipid extraction and
purification”, Canadian Journal of Biochemistry and Physiology , 37(8), 911-917.

Boyd, C. E. 1970. “Boron Accumulation by Native Algae”, The American Midland
Naturalist, 84(2), 565-567.

Chisti, Y. 2007. "Biodiesel from microalgae", Biotechnology Advances, 25(3), 294-
306.

Chisti, Y. 2008. "Biodiesel from microalgae beats bioethanol", Trends in
biotechnology, 26(3), 126-131.

Coyle, W. 2007. "The Future of Biofuels: A Global Perspective", Amber Waves, 5
(5), 24-29.

Elsey, D., Jameson, D., Raleigh, B., Cooney, M.J. 2007. " Fluorescent
measurement of microalgal neutral lipids”, Journal of Microbiological Methods, 68,
639-642.

European Standard EN14214. 2008. "Automotive fuels fatty acid methyl esters
(FAME) for diesel engines requirements and test methods", Brussels:
European Committee for Standardization, pp. 1-15.

Fedorov, A.S., Kosourov, S., Ghirardi, M.L., Seibert, M. 2005. "Continuous H2
photoproduction by Chlamydomonas reinhardtii using a novel two-stage, sulfate-
limited chemostat system", Applied Biochemistry and Biotechnology, 121-124,
403-12.

Francisco, E.C., Neves, D.B., Jacob-Lopes, E., Franco,T.T. 2010. "Microalgae as
feedstock for biodiesel production: carbondioxide sequestration, lipid production
and biofuel quality", Journal of Chemical Technology and Biotechnology, 85(3),
395-403.

Gerloff, G.C. 1968. “The Comparative Boron Nutrition of Several Green and Blue-
Green Algae", Physiologia Plantarum, 21, 369-377.

Global Bioenergy Industry News."Greenfuel Funds $13.9M for Algae Farming".
https://www.danforthcenter.org/, Son erisim tarihi: 3 Mart 2017.

Global Bioenergy Industry News. "Danforth Plant Science Center Awarded $44
Million". https://www.danforthcenter.org/, Son erisim tarihi: 7 Subat 2017.

Gouveia, L., A. Oliveira A. 2009." Microalgae as a raw material for biofuels
production”, Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, 36(2), 269-274.

Guillard, R.R.L. 1975. “Culture of phytoplankton for feeding marine invertebrates®,
pp 26-60. In Smith W.L. and Chanley M.H (Eds.) Culture of Marine Invertebrate
Animals. Plenum Press, New York, USA.

Harris, E.H. 1989. "The Chlamydomonas sourcebook: a comprehensive guide to
biology and laboratory use", San Diego: Academic Press, 780pp.

HRBiopetroluem, 2007. "Cellana: The Shell / HR Biopetroluem Joint Venture".
http://cellana.com/, Son erisim tarihi: 10 Mart 2017.

Jeffrey, S.W., Humphrey, G.F. 1975. "New spectrophotometric equations for
determining chlorophylls a, b, c1 and c2 in higher plants, algae and natural

50



20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

v

TUBITAK

phytoplankton”. Biochem. Physiol. Pflanzen. 167, 191 — 194.

Ju, Z. 2011. "Effects of Silicon, Calcium or Boron on Cell Growth and Lipid
Accumulation in Pinnularia gibba var. Linearis", 2nd International Conference on
Agricultural and Animal Science, IPCBEE, 22, Singapore: IACSIT Press.

Kim, J. 2004. "Traffic-Related Air Pollution near Busy Roads- The East Bay
Children's Respiratory Health Study", American Journal of Respiratory and Critical
Care Medicine, 170(5), 520-526.

Kot, F. 2009. “Boron sources, speciation and its potential impact on health”,
Rewiews in environmental science and biotechnology, 8, 3-28.

Lanoue, L., Trollinger, D., Strong, P., Keen, C. 2000. “Functional impairments in
preimplantation mouse embryos following boron deficiency”, Faseb Journal, 14,
A539.

Lemarchand, D., Gaillardet, J., Lewin, E., Allegre, C. 2000. “The influence of rivers
on marine boron isotopes and implications for reconstructing past ocean pH”,
Nature, 408, 951.

Ledford, H.K., Niyogi, K.K. 2005. “Singlet oxygen and photooxidative stress
management in plants and algae“,Plant Cell and Environment, 28, 1037—-45.

Mairet, F., Bernard, O., Masci, P., Lacour, T., Sciandra, A. 2011. “Modelling neutral
lipid 408 production by the microalga Isochrysis galbana under nitrogen limitation®,
Bioresource Technology, 102,142-149.

Mateo, P. 1987. "Effects of High Boron Concentrations on Nitrate Utilization and
Photosynthesis in Blue-green Algae Anabaena PCC 7119 and Anacystis nidulans"”,
J Plant. Physiol., 128, 161-168.

Mengel, K., Kirkby, E.A. 2001. “Principles of Plant Nutrition“, Netherlands:Kluwer
Academic Publishers. 849 p.

O'Neill, M., Ishii, T., Albersheim, P., Darvill, A. 2004. “Rhamnogalacturonan II:
Structure and function of a borate cross-linked cell wall pectic polysaccharide”,
Annual Review of Plant Biology, 55,109.

Pollard, A., Parr, A., Loughman, B. 1977. “Boron in relation to membrane function
in higher plants”, Journal of Experimental Botany, 28,831-839.

Power, P., Woods, W. 1997. “The chemistry of boron and its speciation in plants”,
Plant and Soil, 193, 1.

Pulz, O., Gross, W. 2004. "Valuable products from biotechnology of microalgae”,
Applied Microbiology and Biotechnology, 65(6), 635-648.

33. Rippka, R., Herdman, M. 1993. "Pasteur culture collection of cyanobacterial

34.

35.

36.

strians in Axenic culture”, Volum. 1, Catalogue of strains 103pp., Institute Pasteur
Paris, France.

Robertson, G., Loughman, B. 1974. “Reversible effects of boron on the absorption
and incorporation of phosphate in Vicia faba L. ”, New Phytologist, 73, 291.

Rose, R., C.L. Rose, S.K. Omi, K.R. Forry, D.M. Durall and W.L. Bigg. 1991.
"Starch determination by perchloric acid vs enzymes: evaluating the accuracy and
precision of six colorimetric methods", Journal of Agricultural and Food Chemistry,
39, 2-11.

Saraf, S., Thomas, B. 2007. "Influence of feedstock and process chemistry on
biodiesel quality”, Process Safety and Environmental Protection, 85, 360-364.

51



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.
46.
47.
48.

49.

TUBITAK

Sharma, K., Schuhmann, H., Schenk, P., 2012. "High lipid induction in microalgae
for biodiesel production”, Energies, 5(12), 1532-1553.

Sheppard, L. 1999. "Effects of ambient air pollution on nonelderly asthma hospital
admissions in Seattle Washington, 1987-1994", Epidemiology, 10(1), 23-30.

Shorrocks, V.M. 1997. “The occurrence and correction of boron deficiency”, Plant
and Soil, 193(1-2), 121-148.

Smith, P.K., Krohn, R.l., Hermanson, G.T., Mallia, A.K., Gartner, F.H., Provenzano,
M.D., Fujimoto, E.K., Goeke, N.M., Olson, B.J., Klenk, D.C. 1985. “Measurement of
protein using bicinchoninic acid”, Analytical Biochemistry, 150(1), 76-85.

Smyth, D., Dugger, W. 1981. “Cellular-Changes during Boron-Deficient Culture of
the Diatom Cylindrotheca-Fusiformis”, Physiologia Plantarum, 51,111.

Tastan, B. E. 2012. “Boron bioremoval by a newly isolated Chlorella sp. and its
stimulation by growth stimulators"”, Water Research, 46(1), 167-175.

EPA. 2002. "A Comprehensive Analysis of Biodiesel Impacts on Exhaust
Emissions”, Draft Technical Report: EPA420-P-02-001; October 2002.
http://www.epa.gov/otag/models/ analysis/biodsl/p02001.pdf.(accessed 01 August
2012).

Xu, Z., Harvey, K., Pavlina, T., Dutot, G., Zaloga, G., Siddiqui, R. 2010. "An
Improved Method for Determining Medium- and Long-Chain FAMEs Using Gas
Chromatography", Lipids, 45,199-208.

www.hrbp.com, Son erisim tarihi: 10 Subat 2017.

www.solazyme.com, Son erisim tarihi: 10 Subat 2017.

http://www.turksan.com Son erisim tarihi: 12 Subat 2017.

Zavrel, T., Sinetova, M. A. and Cerveny, J. (2015). Measurement of Chlorophyll a
and Carotenoids Concentration in Cyanobacteria. Bio-protocol 5(9): e1467.

Zemke, P., Wood, B., Dye, D. 2010. “Considerations for the maximum production
rates of triacylglycerol from microalgae”, Biomass & Bioenergy, 34, 145.

52


http://www.hrbp.com/
http://www.solazyme.com/

TUBITAK
PROJE OZET BILGI FORMU

Proje YUrGtlcusu:

Dr. ZEYNEP ELIBOL CAKMAK

Proje No: 117Y314

Proje Basligi: Mikroalgal Biyodizel Uretiminde Bor Kullanimi Uzerine Bir Arastirma
Proje Turl: 1002 - Hizh Destek

Proje Siresi: 9

Arastirmacilar: TURGAY CAKMAK

Danismanlar:

Projenin Yirataldugu
Kurulus ve Adresi:

ISTANBUL MEDENIYET U.

Projenin Baslangic¢ ve Bitis Tarihleri:

01/03/2018 - 01/03/2019

Onaylanan Biitce:

29988.0

Harcanan Blitce:

25990.46

Oz:

Bor (B) butun bitkisel organizmalarin bliylime ve gelisimi igin gerekli bir elementtir. Hatta bitki,
mantar, maya ve alg kulturlerinde biyime ortamina ilave edilen ve sirekli bulunmasi gereken
tek yari-metal B elementidir. Bu projede gesitli borlu bilesiklerin (Borik asit, Kolemanit ve
Uleksit) bazi mikroalglerin blylumeleri ve biyodizel hammaddesi olarak kullanilan triagilgliserol
(TAG) uretimleri Uzerine etkileri incelenmistir. Bununla birlikte bliyimede en az baskilanma ile
nétral lipid iceriginde en fazla artisin kaydedildigi B yogunluklarini belirleyerek B elementinin
ve borlu bilesiklerin mikroalglerin biyodizel hammaddesi olarak kullanilan TAG igeriklerinin
artirlmasinda kullanilabilirliginin tanimlanmasi hedeflenmisgtir.

Bu amagla, proje kapsaminda biyoteknolojik agidan literatirde 6nemi yer tutan tath su
mikroalgleri C. reinhardtii ve C.vulgaris ile denizel mikroalg N.occulata ve diyatom
P.tricornutum turdnin yaninda bir de siyanobakteri Synechocystis sp. tirleri calismaya tabi
tutulmustur. Yapilan ¢alismalar sonucunda artan yogunluklarda Borik asit, Kolemanit ve
Uleksit uygulamalarina verilen fizyolojik cevaplar kullanilan borlu bilesigin ¢esidi ve projede
kullanilan mikroalg tiiriine bagh olarak farkliliklar sergiledigi anlasilmistir. Oncelikle artan B
yogunlugunun TAG uretim agisindan siyanobakteri Synechocystis sp.?de énemli bir etkisinin
olmadigi degerlendiriimistir. Ote yandan ortam Borik asit yogunlugu 4.6mM?a kadar
cikarildiginda ¢alismada kullanilan mikroalglerin blyumelerinde kaydadeger bir degisim
belirlenmemigtir. Yine artan yogunluklarda Borlu bilesik uygulamasinin genel olarak
P.tricornutum ve N.oculata?nin toplam karbohidrat tretiminde artisa sebep olsa da TAG
Uretiminde kayda deger bir artigi tetiklemedigi anlagiimistir.

C.reinhardtii?ye artan yogunluklarda Borik asit ve Kolemanit uygulanmasi biyodizel
hammaddesi olarak kullanilan TAG Uretiminde ve yag asidi metil ester (YAME) iceriginde
olumlu katkilar sagladigi anlagiimaktadir. Kolemanit uygulamasinin sebep oldugu
biyumedeki baskilanma dikkate alindiginda 4 guine kadar 1.54mM yogunlukta Kolemanit
uygulamasi ya da bu mikraolgin biyutme ortamindaki Borik asit yogunlugunun 8 gliin boyunca
4.6mM?a ¢ikariimasi C.reihardtii?den biyodizel hammaddesi Uretimi i¢in bu projeden elde
edilen sonuglara gore en uygun yaklagimlar olabileceg@i degerlendirilmigtir.

C.vulgaris?in bliylime ortamina artan yodunlukta borlu bilesikler uygulandiginda TAG Uretimi
artmis, YAME icerisindeki coklu doymamis yag asidi oraninda da azalma kaydedilmisgtir.
Bununla birlikte bu ¢alismada, 0.93mM Uleksit uygulamasinin biylimede dlsuk dizeyde
sayilabilecek bir baskilanma ile kisa sirede lipit Uretiminde artigi tetikledigi, boylece 8 gin
boyunca 0.93mM Uleksit uygulamasinin C.vulgaris?ten biyodizel hammaddesi Uretimi igin
diger uygulamalara gére daha Ustiin oldugu degerlendirilmistir.

Sonug olarak bu proje kapsaminda yapilan ¢alismalarda farkli yogunluklarda uygulanan borlu
bilesiklerin C. reinhardtii ve C. vulgaris gibi bazi mikroalglerden biyodizel hammaddesi Uretimi
amaciyla kullanilabilecek ekonomik ve potansiyel bir yaklagim oldugu degerlendirilmigtir.
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