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OZET
HORSESHOE ADASINDAN (ANTARKTIKA) iZOLE EDILEN

Chloroidium saccharophilum ASYA23 MiKROALGININ
ELEMENT MANIiPULASYONUNA VERDIGIi FIZYOLOJIiK
YANITLAR

Yalcin Giil
Yiiksek Lisans Tezi, Doga Bilimleri Ana Bilim Dali, Biyomiihendislik Program1
Danisman: Dog. Dr. Zeynep Elibol Cakmak

Mayis 2023

Mikroalglerin igerdigi karbonhidrat, protein, yag asitleri ve klorofil gibi &nemli
metabolitler biyoyakit iiretimi, gida ve insan saglig1 ve kozmetik sektorii basta olmak
lizere biyoteknoloji alaninda siklikla kullanilmaktadir ve bu alanda ¢aligmalar devam
etmektedir.

Mikroalgler gelistirdikleri adaptasyon mekanizmalarindan dolayr ¢esitli ortam
kosullarinda yasamlarini siirdiirebilmektedirler ve bu adaptasyonlar1 metabolik
iceriklerinde ve morfolojik yapilarinda gerceklestirdikleri degisimler sayesinde
saglayabilmektedirler. Antarktika kitasi, mikroalglerin cesitli yasam habitatlart
arasinda bulunmaktadir, kuru ve soguk iklimi sebebiyle burada yasayan mikroalgler
psikofilik olarak degerlendirilmektedirler. Bu stres kosullar1 altinda yasayan
mikroalglerin metabolit oranlarinda degisimler goriilmektedir.

Bu c¢alismada Antarktika’nin Horseshoe adasindan izole edilen Chloroidium
saccharophilum ASYA23 mikroalginin azot (N) ve magnezyum (Mg) acligina cevapta
sergiledigi fizyolojik cevaplar irdelenmistir. Yapilan ¢aligmada N agliginin mikroalg
biiyiimesi, fotosentez ve solunum hizi, toplam klorofil ve karotenoid igerikleri ilk
giinlerden itibaren Onemli oranda baskiladigi, sakkarit dretimini ise artirdig:
anlagilmistir. Yine N-aclig1 toplam protein ve lipit liretimi lizerine ilk 14 giinliik
inkiibasyonda onemli bir degisime sebep olmamis, ancak ilerleyen giinlerde protein
icerigindeki 6nemli azalmaya karsilik lipit {iretmi artmustir. Ote yandan Mg aclig1 ilk
giinlerde biiylime ile birlikte yuklarida belirtilen 6lgiimlerde 6nemli bir degisiklige
sebep olmamis, inkiibasyonun 14. giiniinden itibaren N-aclig ile elde edilen verilerle
ortiisen sonuglar elde edilmistir. FTIR analizleri ve floresan boyama ile elde edilen
veriler spektrofotometrik 6l¢timleri dogrular niteliktedir.

Azot ve Mg eksik olan besiyerlerinde kiiltiire edilen migroalglerin yag asitlerindeki
degisimlerini belirlemek i¢in mikroalglerden elde edilen lipit, Gaz Kromatografi Alev
Iyonlagmali Dedektér (GC-FID) cihazi ile incelenmistir. Mikroalgin igerdigi yag
asitlerinin doymamishik derecesi yiiksek diizeyde (%82,78) belirlenmistir.
Chloroidium saccarophilum ASYA23 mikroalgi N ve Mg agligina birakildiginda 21



giinlik inkiibasyon sonrasinda doymamislik derecesinin sirasiyla %106,24 ve
%100,58 diizeyine ¢iktig1 kaydedilmistir.

Sonug olarak Antarktika’da psikofilik sartlar altida yetisen bir tiir olan Chloroidium
saccharophilum ASYA23 mikroalginin ¢oklu doymamis yag asidi (CDYA) tiretimi
icin kullanilabilecek potansiyel bir mikroalg oldugu, N ya da Mg aclig1 uygulamasinin
bu mikroalgden CDYA iiretimi amaciyla kullanilabilecek yaklasimlar oldugu
degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Chloroidium saccharophilum, Magnezyum acligi, Azot agligi,
FAME



SUMMARY

PHYSIOLOGICAL RESPONSES OF THE MICROALGA

Chloroidium saccharophilum ASYA23 ISOLATED FROM

HORSESHOE ISLAND (ANTARCTICA) TO ELEMENT
MANIPULATION

Yalg¢in Giil
Master Thesis, Department of Natural Sciences, Bioengineering Program
Advisor: Assoc. Prof. Zeynep Elibol Cakmak
MAY 2023.

Important metabolites such as carbohydrates, proteins, fatty acids and chlorophyll
contained in microalgae are frequently used in the field of biotechnology, especially
in the biofuel production, food and human health and cosmetics sector, and studies in
this field continue.

Microalgae can survive in various environmental conditions due to the adaptation
mechanisms they have developed, and they can achieve these adaptations through
changes in their metabolic contents and morphological structures.The Antarctic
continent is among the various habitats of microalgae, and microalgae living here are
considered psychophilic due to its dry and cold climate. Changes are observed in the
metabolite ratios of microalgae living under these stress conditions.

In this study, the physiological responses of the miScroalgae Chloroidium
saccharophilum ASYA23 isolated from Horseshoe Island in Antarctica in response to
nitrogen (N) and magnesium (Mg) starvation were examined.In the study, it was
understood that N starvation significantly suppressed microalgae growth,
photosynthesis and respiration rate, total chlorophyll and carotenoid contents from the
first days and increased saccharide production.Again, N-starvation did not cause a
significant change on total protein and lipid production in the first 14 days of
incubation, but lipid production increased in the following days despite the significant
decrease in protein content.On the other hand, Mg starvation did not cause a significant
change in the above-mentioned measurements with growth in the first days, and results
were obtained from the 14th day of incubation, which overlapped with the data
obtained with N-starvation.Data obtained by FTIR analyzes and fluorescent staining
confirm the spectrophotometric measurements.

In order to determine the changes in fatty acids of migroalgae cultured in nitrogen and
Mg deficient media, the lipid obtained from microalgae was examined with a Gas
Chromatography Flame lonization Detector (GC-FID). The degree of unsaturation of
the fatty acids contained in microalgin was determined at a high level (82.78%). When



Chloroidium saccarophilum ASYA23 microalgae was starved for N and Mg, the
degree of unsaturation increased to 106.24% and 100.58%, respectively, after 21 days
of incubation.

As a result, it has been evaluated that the microalgae Chloroidium saccharophilum
ASYAZ23, a species grown under psychophilic conditions in Antarctica, is a potential
microalgae that can be used for polyunsaturated fatty acid (PUFA) production, and N
or Mg starvation is the approach that can be used for PUFA production from this
microalgae.

Key Words: Chloroidium saccharophilum, Magnesium starvation, Nitrogen
starvation, FAME
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1. GIRIS
Algler, diinya {izerinde genis bir yasam alanina sahip tiirlerdir ve ¢esitli olumsuz
yasam kosullarina adapte olabilen canlilar arasinda yer almaktadir. En soguk kutup
ekosisteminden, en sicak ¢ol ekosistemine kadar ekstrem kosullarda biiyiimelerini
saglayabilmektedirler. Bu kadar ¢esitli ortamlarda yasayabilmelerinin temelini yiiksek
adaptasyon yeteneklerinin olusturdugu diisiiniilmektedir. Yeryliziinde farklhi
biyomlarda cesitlendirilmig 272.500 civarinda Okaryotik alg oldugu tahmin
edilmektedir. Bu mikroalglerin 200.000'i diatom ve 72.500' diger okaryotik algler
tarafindan temsil edilir (Guiry ve ark., 2012). Buna ragmen, Temmuz 2022 itibariyle
AlgaeBase'de yalnizca 44.596 okaryotik alg bildirilmistir ve bunlarin 17.819'unu

diatomlar olusturmaktadir. (www.algaebase.org/browse/taxonomy, July-2022).

Alglerin morfolojileri degiskenlik gdsterebilmektedir. Uzunluk olarak tek hiicreli
tiirleri genellikle 3-10 pm arasinda iken cok hiicreli su algleri 70 m’ye kadar
ulasabilmektedirler. Okaryotik tiirlerinde gelismis bir niikleuslar1, hiicre duvarlari,
kloroplastinda klorofil ve diger pigment icerikleri vardir ve bazilarmin flegellalara
sahip oldugu bilinmektedir. Fotosentetik olan bu canlilar gilinesten aldiklar1 15181
absorbe ederek ve atmosferdeki CO2’yi kullanarak inorganik maddelerden organik
madde ve oksijenin elde edilmesini saglayan primer iireticiledir. Atmosferdeki
oksijenin cogunun algler tarafindan saglandigi bilinmektedir. Ayrica atmosferdeki

karbon ve azot dongiisiine de yardimei olduklari bilinmektedir (Guedes ve ark., 2011).

Algler genellikle suda yasarlar ancak bazi alglerin kaya, toprak, kar gibi farklh
yiizeylerde de yasayabildikleri bilinmektedir. Algler, makro ve mikro algler olarak iki
blyiik smifa ayrilirlar. Makroalgler goézle goriilebilen ¢ok hiicreli alglerdir.
Mikroalgler ise mikroskobik ve genellikle tek hiicreli alglerdir. Algler 8 ayr1 6karyotik
boliim ve 1 prokaryotik béliimden olusmaktadirlar (Aydin ve ark. (2009)) (Sekil 1).
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Algler

T

RN N\
Prokaryot Okaryot
VRN 7 N\
Cyanophyta (mavi- Rhodophyta Chlorophyta (yesil
vesil algler) (Kirmiz1 algler) alaler)
N
VRN 7 N\
Phaeophyta Pyrrophyta (ates
(kahverenai alaler) renai alaler),
N N
VRN 7 N\
Bacillariophyta Chrysophyta (altin
(diatomlar), saris1 algler)
N N
VRN 7 N\
Xanthophyta (sari- Euglenophyta
yesil algler). (kamci1l1 algler)
N N

Sekil 1. Alglerin taksonomik boliimlere ayrimi (Aydin ve ark. (2009)).

Mikroalgler, tiim iklim kusaklarinda yagsamaya uyum saglamis antik bir fotosentetik
okaryot grubu teskil eder. Cevresel degiskenlere cevapta hizli adaptasyon kabiliyetleri,
metabolik isleyislerini aktif bir sekilde diizenleyebilmelerine bagl olarak gelismistir.
Yeryliziinde farkli karasal ve sucul biyomlarda yasamaya uyum saglamis ¢ok sayida
tiriin yaninda bir grup mikroalg arktik biyomlarda besin zincirinin temelini
olusturmaktadirlar. Mikroalglerin biiyiimesi ve biyokimyasal 6zellikleri pH, artan
tuzluluk, karbon kaynagi ve konsantrasyonu, 1sik yogunlugu, besin smirliligi ve
yoksunlugu gibi degisken kiiltiir parametrelerine bagli olarak farklilik gostermektedir
(Gim ve ark., 2016; Kim ve ark., 2014; Qiu ve ark., 2017; Xin ve ark., 2010).



Su ekosisteminde, kar yiizeyinde ve permafrost yilizeylerde yasamaya uyum saglamis
mikroalgler Antarktika kitasinda temel iireticiler olarak baslica rol oynarlar. Hizli
biiyiiyen bir yesil mikroalg tiirii olan Chloroidium saccharophilum morfolojik ve
molekiiler olarak iyi bilinen ve lipid i¢erigi bakimindan zengin tiirler arasinda yer alan
yerel bir tiir olarak bilinmektedir. Bununla birlikte, tiirlerin endiistriyel potansiyelleri
ve gevresel kosullarin degisimine olan yanitlari net olarak bilinmemektedir (Gonzalez

ve ark., 2013).

Mikroalglerin gelisimi, kiiltiiriinlin biiyiimesi ve fotosentetik metabolit liretim oranlari;
besin tiirii ve konsantrasyonu, CO2 kullanilabilirliligi, sicaklik ve 151k (dalga boyu,
yogunluk ve fotoperiyodu) gibi birgok ¢evresel faktorden etkilenebilmektedir. Bu
nedenle endiistriyel kullanimlarinda net potansiyelleri heniiz anlagilamamis olan
mikroalg tiirlerinin halihazirda kullanilmakta olan kiiltiir ortamlar1 ve sartlar1 disindaki
davraniglar1 ve gelisimleri incelenmelidir (Aguilera ve ark., 2000; de Castro Aratjo &
Garcia, 2005; Olivieri ve ark., 2012; Roleda ve ark., 2013). Literatiir ¢aligmalari
bizlere besin sinirlamasi ve yoksunlugu, artan 151k yogunlugu veya yiiksek tuz
konsantrasyonlar1 gibi yogun veya orta derecede stresli kosullar altinda mikroalg
hiicrelerinin hayatta kalma stratejileri gelistirdigini, morfolojik ve biyokimyasal
degisikliklere maruz kaldigin1 gostermektedir (Carvalho ve ark., 2011; Minhas ve ark.,
2016).

Mikroalgler fotosentez yapabilen canlilar olarak gilinesten aldiklart 151k enerjisi ile
inorganik maddeleri organik maddelere doniistiirebilmektedirler ve biiylime
dongiilerini birkag¢ giinde tamamlayabilmektedirler. Olusturduklar1 bu organik madde
ve kisa siireli hiicre biiyiime dongiileri sayesinde biyoteknoloji alaninda 6nemli
uygulama potansiyellerine sahip olduklari bilinmektedir. Mikroalgler karbonhidratlar,
proteinler, lipitler ve pigmentler de dahil olmak tizere birgok ticari ve endiistriyel
degeri yiiksek triinlerin sentezi ve liretimi i¢in potansiyel bir yenilenebilir kaynak
olarak karsimiza c¢ikmaktadirlar. Mikroalglerin kullanim alanlar1 hakkindaki
geligsmeler ile birlikte, konu ile ilgili ¢aligmalar yogun bir sekilde devam etmektedir.
Biiyiik ¢esitlilikleri, yiiksek bitkilerden daha iyi fotosentetik verimliligi ve diisiik besin
maddesi gereksinimleri nedeniyle mikroalgler, ¢esitli biyoteknolojik ve ticari
uygulamalarda kullamlmaktadir. Ornegin farmasétikler, nutrasdtikler, kozmetikler,

biyoyakitlar, hayvan yemi, su {irlinleri yetistiriciligi gibi ticari ve endiistriyel alanlarda



kullanilmaktadir. Bununla birlikte, yetistirilmeleri i¢in tarimsal alana ihtiyag
duyulmamasi, yiiksek biiylime hizlari, yiiksek fotosentez hizlar1 ve yiiksek lipid
igerikleri nedeniyle mikroalgler {i¢iincli nesil yenilenebilir enerji kaynagi olarak

goriilmektedir(Eleren ve ark.,2019).

Bu tez ¢alismasinda, 2020 yilinin subat ayinda gergeklestirilen TAE-IV Tiirk
Antarktik Bilim Seferi ile lilkemizin ilk bilimsel aragtirma {ssilinlin kurgulandigi
Horseshoe Adasindan (Antarktika) toplanan mikroalglerden  Chloroidium
saccharaphilum sp. Asya23 mikroalg tiiriiniin morfolojik ve genomik
karakterizasyonu ile biiyiitme ortaminda yapilan eclement manipiilasyonu
uygulamalarina cevapta Ozellikle triagilgliserol {iretimi, yag asidi metil ester

kompozisyonunda meydana gelen degisimlerin irdelenmesi amaglanmastir.
1.1. Antarktika

Antarktika, diinya yiizeyinin en kurak, en soguk ve en riizgarli iklimine sahip bir
kitadir; yiizeyinin %98’lik kism1 buzullarla kapl bu kitanin toplam alan1 13.290.000
km?’dir. Avrupadan %30, Avustralya kitasindan ise %50 daha biiyiik bir alana sahiptir.
Bu kita 3.400 km uzunluguna sahip Transantarktik Daglari ile dogu ve bat1 diye iki
bolgeye ayrilir(WEB1).Dogu boylamlar1 tarafinda kalan kisim Dogu Antarktika
olarak, bati boylamlar1 kistminda kalan kissm Bati  Antarktika olarak
adlandirilmaktadir (Sekil 2). Dogu Antarktika, Bati Antarktika’dan daha biiytktiir
(Watt, L. van der (2023, March 30). Kita yiizeyinde bulunan buz katmanini kalinlig
1.800 m olabilmektedir, bu buz kiitlesi 29 km?* hacmindedir. Diinya yiizeyindeki tath
suyun %70’ini ve buz kiitlesinin hemen hemen %90’1n1 olusturmaktadir (Scott, 2015).

Antarktika, -89,6 °C'lik en diisiik sicaklik kaydi ile diinyadaki en zorlu ortamlardan
birine sahiptir. Bu soguk kitanin kiyilar1 boyunca, su sicaklig kisin yaklasik —1,8 °C'
ulasirken yazin maksimum yaklasik 5°C'ye ulasmaktadir (Wiencke & Dieck, 1990).
Giiney Okyanusu'nun yaz aylarinda ortalama yiizey suyu sicakliklar1 2 ila 5,5°C

arasinda degisebilir (Reay ve ark., 2001).

Karasal iklimin hakim oldugu kitada, ortamin u¢ kosullarina dayanikli oldugu bilinen
binlerce mikroorganizma tiirii tespit edilmistir. Tespit edilen bu mikroorganizmalar

uc kosullarda yasamlarini siirdiirebilmektedir. Ozellikle de kitanin sahil ve deniz



kesimlerinde oldukga zengin bir mikroorganizma ¢esitliligi bulunmaktadir (Watt, L.

van der (2023, March 30)).

Sekil 2. Antarktika kitasinin goriintiisii.(WEB2)

1.1.1 Antarktik mikroalgler

Antartika’da  yasayan  mikroalgler  psikotolerant  mikroalgler  olarak
degerlendirilebilmektedirler. Antartika’nin soguk, UV, osmotik basin¢ ve besinsel
nedenlerle mikroalgler i¢in stresli bir habitat oldugu bilinmektedir. Asir1 kosullara

ragmen, Antarktika zengin bir mikroalgal flora ¢esitliligine sahiptir ve genel olarak,



Antarktika algleri ¢ok diisiik sicakliklarda biiyliyebilir ve hayatta kalabilirler. Kutup
okyanuslarinin planktonik ve buz habitatlarindan izole edilen mikroalglerin ¢ogu
psikrofiliktir, 0°C veya altinda biiyiiyebilirler ancak 15°C'nin tizerindeki sicakliklarda
gelisemezler. Ornegin, deniz buzu diatom Nitzschia seriata 6 ila 12 -C arasinda
optimal olarak biiyiir (R. E. Smith ve ark., 1994). Bununla birlikte, ortam sicakligi
diger Antarktika alglerinin biiyiimesi i¢in optimum olmayabilir. Ornegin, ¢ogu polar

siyanobakteri, psikrofil degil psikotroftur (Tang ve ark., 1997).

Antarktika’da yasayan mikroalg tiirleri olumsuz yasam kosullarina uyum saglamak
icin bazi fizyolojik ve morfolojik degisimlere ugramiglardir. Membran akiskanlig
Antarktika iklim kosullarindan etkilenen 6nemli mekanizmalardan biridir. Membran
akiskanlig1 hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamlar arasindaki madde aligverisi i¢in dnemli
oldugundan dolay: diisiik sicaklik kosullarinda bu akiskanligin korunmasi 6nem arz
etmektedir. Bu akiskanligi diizenleyen mekanizma doymus ve doymamis yag asidi
profillerindeki degisimlerle kontrol edilebilmektedir. Doymamis bag oranlarindaki
artis lipitlerin daha esnek bir sekilde paketlenmesini saglayarak, membran
akiskanliginda rol oynamaktadir. Psikrotolerant mikroalglerin gelistirdikleri bu
kontrol mekanizmalarindan dolayr ¢oklu doymamis yag asidi (PUFA) igerigi
bakimindan zengin tiirler olarak goriilmekte olup 6nemli biyoteknolojik kullanim
potansiyelleri  sergilemektedirler. Polar diatomlarda, dinoflagellattalarda ve
klorofitlerde bu durum yapilan ¢alismalar ile dogrulanmistir (Z. Chen ve ark., 2012;
Fogliano ve ark., 2010; Osipova ve ark., 2009). Polar mikroalglerin enzim
kinetiklerindede farkliliklar goriilmektedir. Psikrofilik ve mezofilik klorofitler
arasindaki karsilastirmalar da diisiik sicakliklarda psikrofilik hiicrelerde metabolik

enzimlerin daha yiiksek ve daha kararli aktivite gosterdigi belirlenmistir (Vona ve ark.,
2004).

Distik sicakliga uzun siireli maruz kalma, fotosentetik aktivitenin yapisini ve
dinamiklerini degistirebilir. Ornegin, Dunaliella tertiolecta'nin karbon fiksasyon
orani, optimal olmayan diigiik sicaklikta biiytitiildiigiinde azalir (Levasseur ve ark.,
1990). Diistik sicakliklarda (6 ve 15°C), fotosentetik enzimlerin aktivitesinin azalmasi
nedeniyle karbon fiksasyon hizi bozulur. Buna karsilik, Antarktika klorofit Zygnema
sp.nin fotosentetik hiz1 5 ve —4°C arasinda tekrarlanan donma-¢6ziilme dongiilerine

maruz kaldiginda dahi etkilenmez (Hawes ve ark, 1990).



Algal biyoteknolojideki potansiyel uygulamalarla ilgili olarak, soguk kuzey-iliman
iklimler i¢in tasarlanmig iic¢iinciil atik su aritma sistemlerinde kullanim igin polar
algleri tarama ¢abalar1 olmustur (Tang ve ark., 1997). Ek olarak, Antarktika kar algleri,
alglerde fotokoruyucu rolii olan ikincil karotenoidlerin potansiyel bir kaynagidir

(Bidigare ve ark., 1993).
1.2.Mikroalgler

Mikroalgler i¢in giiniimiize kadar birgok farkli siniflandirma yapilmistir. Baslangigta
alg terimi, Linnaeus tarafindan 1753'te “Species Plantarum” adl1 kitabinda taksonomik
bir kategori olarak onerilmistir. Ancak alg teriminin tek hiicreli organizmalardan ¢ok
hiicreli talluslara kadar birgok canli formunu kapsadig: diisiiniilmektedir. (Bicudo &
Menezes, 2006). Bu nedenle, Linnaeus tarafindan 6nerilen siniflandirma dogal degil
sadece ekolojik olarak degerlendirilmektedir, ¢iinkii alg olarak adlandirilan farkli canli

gruplarinin tek ortak 6zelligi ototrof olmalaridir (Bicudo ve Menezes, 2006).

Smith ve ark. (1987) ise alglerin daha farkli kriterlere goére siniflandirilmalar
gerektigini diiglinmiigtiir. Smith alglerin, iireme hiicrelerinin morfolojileri, vejetatif
hiicrelerinin fizyolojik karakterleri, pigment kompozisyonu, depo maddesi igerigi ve
flagella pozisyonlar1 gibi kriterlere gore siniflandirilmasini  6nermistir. Bu
simiflandirma sistemine gore algler 10 organizma sinifina ayrilmaktadir. Bu 10
organizma smifi su sekilde ayrilmaktadir: Cryptophyceae, Chlorophyceae,
Euglenophyceae, Phaeophyceae, Xanthophyceae, Rhodophyceae, Cyanophyceae,

Chrysophyceae, Bacillariophyceae ve Dynophyceae.

Daha sonraki yillarda ise mikroalgler Lee ve ark (2018) tarafindan, prokaryot ve
okaryot olmalarmma ve sahip olduklar1 kloroplast tiirlerine gore dokuz filuma
ayrilmistir. Bu dokuz filum su sekildedir: Rhodophyta, Glaucophyta, Cyanophyta,
Euglenophyta, Dinophyta, Heterokontophyta, Chlorophyta, Prymnesiophyta
(Haptophyta) ve Criptofita. Giiniimiizde ise algler pigment igeriklerine gore 13 alt
bolimden olusan ii¢ ana gruba ayrilmaktadirlar. Bu kategorideki Cyanophyta ve
Rhodophyta klorofil-a pigmentine sahip olan algler; Prochlorophyta,
Chlorachniophyta, Chlorophyta ve Euglenophyta dahil klorofil a ve b pigment igeren
algler; Dinophyta, Chrysophyta, Xanthophyta, Haptophyta, Bacillariophyta,



Phaeophyta, ve Cryptophyta’y i¢eren klorofil a ve ¢ pigmentlerine sahip olan olarak
bilinmektedirler (Bell, P. R., & Hemsley, A. R. 2000).

Genel olarak mikroalgler yesil algler (Cholophyceae), kirmizi algler (Rhodophyceae),
kahverengi algler (Phaeophyceae) ve mavi-yesil algler (Cyanophyceae) olarak
kategorize edilebilmektedirler. Mikroalglerin  renklerine goére yapilan bu
siiflandirmanin temeli pigment igeriklerine dayanmaktadir ve bu pigment igerikleri
bircok farkli uygulama alaninda kullanilabilmektedirler. Bu uygulama alanlarinin

arasinda kozmetik, gida ve tekstil gibi alanlar goriilmektedir (Yaakob ve ark. 2021).

Fitoplanktonik topluluklar, farkli organizma tiirleri i¢in dogrudan gida gorevi goren,
diinyanin birincil tiretiminin en az %60'indan sorumlu olan, trofik zincirlerin temelini
meydana getiren ve agirlikli olarak sucul organizmalardir (Sheehan ve ark. 1998).
Okyanuslarda, gollerde, yeralti su kaynaklarinda ve nehir agizlarinda birincil
tiretkenligi diizenleyen mikroalglerin devamliligt; bolluk, mevsimsellik, varlik ve
kitlik gibi faktorlerin yaninda azot, fosfor, silika ve demir gibi besinlerin
mevcudiyetine de baglidir. Deniz ortaminda, fitoplankton temsilcileri toplu olarak
insan faaliyetlerinden kaynaklanan tiim atmosferik CO2'nin yaklasik %50'sini emer ve

boylece kiiresel karbon dongiisiinde temel bir rol oynar (Raven ve ark. 2007).

Genel olarak sucul ortamlarda yasamalarina ragmen, mikroalglerin bircok farkl
ortamda da yasayabildikleri bilinmektedir. Diinya’nin biyolojik evrimi sirasinda farklh
kosullara uyum saglayabildiklerinden dolay1 yasama alanlari ¢esitlilik gostermektedir.
Ayrica mikroalgler farkli canli tiirlerini kolonize eder. Bu adaptasyon yetenekleri
sayesinde mikroalgler, yiiksek ya da diisiik sicakliklar, farkli pH ve farkli tuzluluktaki
ortamlarda yasayabilmektedirler. Makroalgler ve sucul bitkiler ¢esitli hayvanlarin
epizoikleri veya endozoikleri olarak karsilikli simbiyotik bir iliski igerisinde
yasayabilmektedirler. Algler likenler, siliatlar, mercanlar, yasst solucanlar ve diger

hayvanlarla simbiyotik bir iligki i¢erisinde yasayabilmektedirler (Hasle ve ark., 1996).

Tiim mikroalgler Klorofil-a icerigine sahip olmalarina ragmen 6ne ¢ikan pigment
iceriklerine gore birbirlerinden ayirt edilebilmektedirler. Siyanobakteriler
(Cyanophyta) prokaryot mikroorganizmalardir (organize ¢ekirdekleri, mitokondrileri
veya kloroplastlar1 yoktur), bu grubun iiyeleri yesil renk veren klorofil-a pigmenti ve

grubun temsilcilerine mavi renk veren fikosiyanin, fikoeritrin ve allofikosiyanin gibi



bazi yardimei pigmentlere sahiptirler. Ayrica siyanobakterilerin f-karoten, zeaksantin,
miksoksantinde icerdikleri ve depo riinii olarak glikojen depoladiklar
bilinemeketedir (Bell, P. R., & Hemsley, A. R. 2000; Lee ve ark , 2018; Raven ve ark.
2007).

Chlorophyta filumundaki mikroalgler klorofil a ve b pigmentlerinin yani sira
karotenoid gibi farkli pigmentlerede sahiptirler. Ornegin, diatomlarda
(Bacillariophyta) klorofil a, klorofil ¢ ve karotenoidler bulunurken, dinoflagellatlarda
klorofil a pigmenti ile karoten, ksantofiller ve primidin bulunmaktadir (Lee ve ark,

2018).

Okaryotlar arasinda diatomlar (Bacillariophyta) deniz fitoplanktonunun ana
temsilcileri olarak 6ne ¢ikmakla beraber yaklagik 285 cins ve 10.000-12.000 arasinda
bilinen tiirle temsil edilmektedir, ancak yaklasik 200.000 tiir oldugu tahmin
edilmektedir (Armbrust.,2009). Baslica 6zellikleri geometrik stislemeli ve karakterleri
bliyiik taksonomik degere sahip friistiil adi1 verilen silisli bir hiicre duvarina sahip
olmalaridir (Round ve ark., 1990). Friistiillerin simetrisi, diatomlar1 iki gruba ayirir,
iki tarafli simetriye sahip pennatlar ve radyal simetriye sahip merkezli. Diatomlar,
fotosentezin yedek lirlinii olarak krizolaminleri depolar (James ve ark.,1967) ve
klorofil-a' ya ek olarak klorofil-c1 ve c2, fukoksantin ve diadinoksantin ve diatoksantin
gibi gesitli ksantofillere sahiptirler. (Lee ve ark, 2018).

Chlorophyta’lar kamgili, kokoid, ipliksi veya nadiren yapraksi formlarla temsil edilir
ve lremeleri eseysiz veya eseyli olabilir.Bunlar dokuz sinifa ayrilirlar ve
Chlorophyceae sinifi en bol bulunan mikroalg sinifidir(Bell, P. R., & Hemsley, A. R.
2000). 968 cins ve 128 aileden olusan 6829 Chlorophyta tiirii bulunmaktadir(WEB4).
Chlorophytalarin tipik yesil rengi, klorofil a ve b'nin diger pigmentlere gore 6ne
¢ikmasindan ve renk degisiklikleri karotenoidlerin varlifindan kaynaklanmaktadir
(Raven ve ark., 2007; R. E. H. Smith ve ark., 1987). Bunlardan B-karoten, lutein,
zeaksantin ve neoksantin en bol bulunanlardir (Bell, P. R., & Hemsley, A. R. 2000;
Leeve ark, 2018). Fotosentezin yedek iiriinii olarak klorofiller nisastay1 pirenoidlerin
iginde depolar (Raven ve ark., 2007; R. E. H. Smith ve ark., 1987).



1.2.1.Chloroidium saccharophilum

Chloroidium cinsinin morfolojik olarak geng¢ olan suslarinin hiicreliri dar bir sekilde
elipsoidal, oval, bazen silindirik ve tetrahedral olmaktadir. Hiicre duvari ince ve
kloroplatlar parietal,bant seklinde ve diizgiin kenarlidir.Pirenoidi belirsiz, ¢iplak,
nisasta kilifi ve nisasta taneleri ile birliktedir. Olgun vejetetatif hiicrelerin sekli
silindirik, elipsoidalden neredeyse kiiresel veya hafif piriforma kadar farklilik gosterir.
Hiicre duvar1 ¢ogu hiicrede incedir ve genellikle yasla birlikte ¢ok az degisir ancak
baz1 giicrelerde graniiller bir hiicre bulunur. Tek cekirdek biiyiiktiir. Kloroplast
parietal, bant veya kusak seklinde bazen hafif dalgali kenarli ve hafif lopluya kadar
cok degisken bir forma sahiptir. Pirenoid, kloroplast stromasinin tilakoidleri ile
cevrilidir. Kiiciik nisasta taneleri stromada bulunur. Yasl hiiclerde kloroplasti hiicre
duvarindan uzaklastira bilen bir¢cok renksiz vakuol ve lipid damlaciklart olusturur.
Eseysiz tremeleri 2-4-8-16 veya 3,5,7,9 ve daha fazla otospor araciligiyla
gerceklesir(Egorova ve ark.,2022).

Chloroidium saccharophilum susu daha az yaglh fakat besinsel 6nemi olan omega-3
coklu doymamis yag asidi ALA (18:3n-3) biriktirir(Gonzalez ve ark. 2013). Alfa
linolenik asit hayvanlar i¢in gerekli oldugu disiiniilen tek omega-3 yag asididir(Stark
ve ark. 2008). Chloroidium saccharophilum tiirii taksonomik olarak Chlorophyta

subesinde yer almaktadir. Tablo1’de filogenetik taksonomisi gosterilmektedir.

Tablo 1. Chloroidium saccharopiylum taksonomisi(WEB3)

Alem Plantae

Sube Chlorophyta

Simif Trebouxiophyceae

Takim Watanabeales

Aile Watanabeaceae

Cins Chloroidium

Chloroidium saccharophilum
Tiir (W Kriiger)
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1.3.Mikroalg Uretimine Etki Eden Parametreler

Mikroalgler adaptasyon yetenegi oldukga yiiksek olan mikroorganizmalardir ve ¢esitli
ortam kosullarima uyum saglayabilmektedirler. Ancak bazi fiziksel, kimyasal ya da
biyolojik etkenler mikroalglerin yetistirilmesini dogrudan etkiler ve bu etki
mikroalglerin biiyiimesini tesvik edici yonde ya da engelleyici yonde olabilmektedir.
Sicaklik, pH, 151k, tuzluluk ve besin mevcudiyeti gibi etkenler fiziksel ve kimyasal
etkenler (abiyotik stres faktorleri) olarak, yetistirilen hiicrelerin metabolizmasi ise
biyolojik etkenler olarak degerlendirilmektedir (C.-Y. Chen ve ark., 2011). Mikroalg
tiirlerinin bliylimesini ve kiiltiirlenmesini etkileyen baglica etkenler asagida sirasiyla

verilmigtir.
1.3.1 Sicakhk

Sicaklik mikroalglerin bilylimesini etkileyen en dnemli etmenlerden biridir ve her bir
tiirlin bliylimesi igin gerekli optimum sicaklik derecesi tiire spesifik olarak degisir. Bu
ylizden kiiltiire alinan tiirlerin optimum sicaklik kosullari belirlendikten sonra
biiyiitiilmeye baslanmasi yapilacak deneylerin dogrulugu bakimindan Onem arz
etmektedir. Sicaklik biyokiitlenin {iretimini ve igerigini (protein, lipit gibi bilesenler)
etkilemektedir. Hiicrede gerceklesen bu degisimler sicakligin hiicre metabolizma
hizim1 etkilemesi ile iliskilendirilmektedir. Optimum biiylime seviyesinin altindaki
sicakliklar genellikle zarlardaki lipitlerin doymamislik derecesini arttirmaktadir.
Sicakligin hiicre metabolizmasina bir diger etkisi ise artan sicaklik ile karotenoid
iceriginde goriilen artis olarak belirlenmistir. Kiiltlir ortaminda artan sicaklik azot ve

karbon tiiketimini de etkilemektedir (Ho ve ark., 2013).

Baz tiirler icin sicakliktaki artisi, doymamis yag asitlerinin miktarini azaltabilir ve
doymus yag asitlerinin miktarini artirabilir (Vona ve ark., 2004). Sicaklik faktoriiniin
etkisiyle, daha kaliteli biyodizel liretimine, setan sayisinin artmasina ve yakitin
oksidatif kararliliginin artmasina katkida bulunulabilir. Bununla birlikte, ¢cok yiiksek
sicakliklar hiicre zarlarinin yirtilmasina neden olabilmektedir, ¢ilinkii lipid ¢ift tabakasi
1s1 etkisiyle degisiklik gostermektedir. Deneylerde biiyiitiilen tiir igin, belirlenen
optimum sicaklik degeri kullanilmalidir, bu sayede stabilite saglanabilmektedir (Vona
ve ark., 2004).
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Breuer ve ark., (2013) Scenedesmus obliquus mikroalginde, pH ve sicakligin biyokiitle
tiretimi ve triacilgliserol (TAG) formundaki lipid birikimi iizerindeki etkisini
incelemislerdir. Deneyler, pH 5, 7 ve 9’un tiim kombinasyonlarinda ve 20 °C, 27,5 °C
ve 35 °C sicakliklarda ve 500 pmol foton.m 2.s ~* ‘lik 151k yogunlugunda yapilmustir.
En yiiksek nihai biyokiitle konsantrasyonu ve en yiiksek biyokiitle tiretkenligi, pH 7°de
ve 27,5 °C sicaklikta gbzlemlenmistir. Bu durum ayni1 zamanda daha biiyiik bir TAG

birikimi ile de sonuglanmistir (Rukminasari ve ark, 2013).
1.3.2. Isik siddeti

Algler 15181 fotosentez icin enerji kaynagi olarak kullanmaktadirlar bu yiizden 151k
siddeti ve uygulama aralig1 alglerin biiytitiilebilmesi i¢in dnemli etkenler olarak
goriilmektedir. Isik kosullar1 mikroalgin biiylimesini ve fotosentez islemini dogrudan
etkilemektedir. Isik fotosentez islemi i¢in gerekli oldugundan uygun 151k periyodunun
ve 151k yogunlugunun belirlenmesi optimum biiyiime elde edebilmek i¢in dnem arz
etmektedir. Isik uygulama periyotlart mikroalg tiiriine gore ¢esitlilik gostermektedir
ancak genel olarak 16:8 aydinlik/karanlik 151k periyodu optimum olarak belirlenmistir.
Mikroalgler karanlik ve aydinlik uygulama fazlarina ihtiyag duymaktadirlar. Aydinlik
faza ATP ve NADPH iiretiminin gerceklestigi fotokimyasal reaksiyonlar i¢in ihtiyag
duyarken, karanlik faza asil molekiillerin sentezinin gerceklestigi biyokimyasal evre
icin ihtiya¢ duymaktadir (Belcher H. And Swale E.,1982, Dean ve ark., 2010). Isik
uygulama periyodunun yani sira, uygulanan 151 yogunlugu da diger bir dnemli
nokta olarak goriilmektedir. Uygulanilan 151k yogunlugunun ve periyodunun lipit
igerigi iizerine olan etkilerini arastiran bir dizi ¢alisma literatiirde bulunmaktadir. Bu
caligmalarin ortak sonucu olarak belirlenen yorum ise artan 151k yogunlugu seviyesi ve
uygulama siiresi doymus yag asidi igerigini arttirirken, tekli ve ¢oklu doymamis yag
asidi igerigini azalttigi gozlemlenmistir (Al-Qasmi, M., Raut, N., 2012). Behrens’e
(2005) gore biiylime siirecinin optimizasyonunda kontrol edilmesi gereken ana faktor
1is1ktir, bunu sicaklik, pH ve ortamdaki CO2 ve O, varligi takip eder. Derner ve ark.,
(2006), fotosentetik sistem tarafindan alinan 151k enerjisi miktarinin mikroalgler
tarafindan sabitlenecek karbon miktar1 ile dogrudan iligkili oldugunu ve dolayisiyla

biyokiitle liretimini ve kiiltlirlerin bliylime hizini etkileyebilecegini vurgulamaktadir.
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Mikroalg kiiltiirlerinde asir1 151k seviyeleri, fotoinhibisyon olarak adlandirilan,
bliylime iizerinde olumsuz bir etki yaratabilir. Fotoinhibitr siireg, kloroplastlar
tarafindan sogurulan fotonlarin akisi, hiicredeki yiiksek enerjili elektronlarin
konsantrasyonu Calvin Dongiisii tarafindan tiiketilemeyecek kadar yiiksek oldugunda
meydana gelir, bu nedenle klorofil molekiilleri uyarilmis bir durumda olur ve islem

sonlanir (Becker ve ark., 1994).

Dogal 151k, iiretim maliyetlerini azalttigindan dolay1 ¢esitli yetistirme sistemlerinde
kullanilabilir. Bununla birlikte, c¢evresel degisiklikler ve 1sik yogunlugunun
fotoperiyot kontroliiniin olmamasi, dogal 151k kullanan kiiltiirlerin stabil olmamasina

neden olur (Becker ve ark., 1994).

Liu ve ark. (2012) tarafindan yapilan bir calismada farkli 11k yogunluklarinin (50, 250
ve 400 pmol fotons.m™2.s?) biyokiitle iizerine etkileri incelenmistir ve en yiiksek
biyokiitle konsantrasyonu 400 pmol fotons.m?2.s? 1s1k uygulamasi altinda elde

edilmistir.

Pancha ve ark. (2015), Scenedesmus sp.’de 1sik yogunlugu 30’dan 150 pumol f
fotons.m™.s e yiikseldiginde lipid iceriginde %21,34’ten %23,62’ye ve karbonhidrat
igeriginde %35,34’ten %42,58’¢ bir artis buldu. Bu depolama {irtinlerinin birikmesi,
esas olarak, yiiksek 1sinlamada daha yiiksek bir metabolik akis gergeklesmesinden
kaynaklanmaktadir ve bu, nihai olarak, mikroalglerde lipitlerin ve karbonhidratlarin

birikmesine yol agmaktadir (Ramanan ve ark., 2013).

Krzeminska ve ark. (2015), isik yogunlugundaki artisin, mikroalg Chlorella
protothecoides’in spesifik biiyliime hizinda bir artisa ve iki katina ¢ikma siiresinde bir
azalmaya neden oldugunu bildirmistir. Arastirmacilar ayrica artan 151k yogunlugu ile
lipid igeriginde %24,8’den %37,5’e onemli bir artig bulmuslardir. Ayrica, yag asidi
metil esterlerinin bilesimi 151k yogunlugundan etkilenmis, C16-18 yag asitleri toplam
yag asitlerinin %76.97’sinden %90.24’line yiikselmis ve artan 151k yogunlugu ile

linolenik asit icerigi (C18-3) azalmstir.
1.3.3. Tuzluluk

Tuzluluk, iyon igerigine bagli ozmotik stres ve zarin iyonlara kars1 segici gecirgenligi
etkilemesi nedeniyle hiicresel iyonik oranlardaki degisiklikler mikroalg biiylimesini

etkiler. Ek olarak, bazi iyonlarin yiiksek konsantrasyonu mikroalglerde toksisite
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gosterebilmektedir (van Dam ve ark., 2014). Kiltir ortamindaki tuzluluk
konsantrasyonlarindaki degisiklikler, mikroalglerin biyokimyasal bilesiminde
degisikliklere neden olarak, lipidlerin ve karbonhidratlarin sentezini dogrudan etkiler.
Farkli arastirmacilar, tuzluluk konsantrasyonundaki artigin (sodyum kloriir seklinde)
ve bazi besin maddelerindeki azalmanin karbonhidrat konsantrasyonunda artisa yol

actigimi bildirmistir (Richmond ve ark., 2008; VVonshakve ark., 1997).

Sanchez ve ark. 2008’de Scenedesmus almeriensis’in NaCl’nin bulunmadig1 ortamla
karsilastirildiginda, 5.85 gL' NaCl iceren kiiltiirlerde daha yiiksek biyokiitle
tiretkenligi gosterdigi bulunmustur. Ancak, Chlorella sp. gibi mikroalg tiirlerinde, 4,2
g.L? “den yiiksek sodyum kloriir tuzu (NaCl) konsantrasyonlar kiiltiirler i¢in toksisite
gostermigtir (van Dam ve ark., 2014). Pancha ve ark., (2015) tarafindan mikroalg
Senedesmus sp. 7.200 mg.L? NaCl igeren kiiltiir ortaminda yiiksek seviyelerde
birikmis lipid (%33.13) ve karbonhidratlar (%35.91) rapor edilmistir.

1.3.4. pH

pH, ise ¢oziinmeyen ve ¢Okelmeyen gesitli kimyasal elementlerin mevcudiyetini
dogrudan etkiler. Bu nedenle, cogu mikroalglerin biiylimesi i¢in uygun pH, ortamin
bilesenlerinin mikroalgler tarafindan etkin bir sekilde absorbe edilebilmesi i¢in her
zaman noétiire yakindir. Diisiik pH degerleri fotosentez siirecinde enzim inhibitorii

olarak rol oynar(Yang ve ark., 2011).

Mikroalglerin biiylimesi, ortamda ¢6ziinmiis CO2’nin tiiketilmesini igerir ve pH’da
bir artisa neden olur (Pires ve ark., 2012). Diisiik karbonat ve bikarbonat iyonlari
konsantrasyonlar1 da pH’daki artisla iliskilidir. Bu pH artis1, biyolojik atik su aritma
islemlerinde patojenlerin inaktivasyonu ic¢in faydali olabilir, ancak mikroalglerin

biiytimesini engelleyebilir (Kumar ve ark., 2010).

Bakuei ve ark. (2015), Scenedesmus sp. yetistirdiklerinde maksimum biyokiitle
{iretimini pH 8’de 3.23 g.L ! olarak bulmuslardir. Bu biyokiitle konsantrasyonu degeri,

pH 7, 7.5 ve 8.5’te yetistirme i¢in bulunan degerin yaklasik ti¢ katidir.

Moheimani ve ark., (2013) tarafindan yapilan ¢alismada Chlorella sp. mikroalgi pH
7°de yetistirildiginde, biyokiitle (407 + 5.5 mg biyokiitle.L™? .giin ) ve lipit (99 + 17.2
mg lipid.L™? .giin"?) icerigi bakimindan daha yiiksek iiretkenlik gosterdigi bulunmustur.
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1.2.5. Besinler

Mikroalgler i¢in kiiltiir ortam1 temel olarak karbon (C) kalsiyum (Ca), magnezyum
(Mg), hidrojen (H), azot (N), fosfor (P), hidrojen (H) fosfor (P) ve oksijen (O) gibi
makro besinlerden olusur. Ayrica Kiikiirt (S), potasyum (K), demir (Fe), manganez
(Mn), bakir (Cu), molibden (Mo) ve kobalt (Co) gibi mikro besinlerde bulunur. Baz1
mikroalgler kiiltlir ortaminda diisik konsantrasyonlarda vitaminlere ihtiyag
duymaktadirlar (Guillard ve ark, 1975). Biiytimeyi sinirlayan baslica unsurlar C, N, P
ve demirdir. (Richmond & Hu, 2013).

Azot mikroalglerin biiylimesi i¢in temel besin kaynaklarindan biridir ve lipit,
karbonhidrat, protein gibi makromolekiillerin sentezinde goérev almaktadir. Azot
konsantrasyonundaki degisikliklerin mikroalg biyokimyasinda énemli degisikliklere
yol agt11 yapilan literatiir ¢alismalar1 ile belirlenmistir. Ornegin, N konsantrasyonu
azaldiginda mikroalg hiicrelerinin biiylimesi yavaslarken, lipit i¢eriginde artis oldugu
belirlenmistir. Mikroalgler nitrat, amonyum, nitrit gibi farkli N kaynaklarimi
kullanabilmektedirler ancak en ¢ok tercih edilen N formu nitrat olarak bilinmektedir.
Mikroalgler N eksik ortamda ya da smirlandirilmis N igeren ortamda biiyiitiildiikleri
zaman lipit Giretim miktar1 artmaktadir. Bu lipit icerigi baslica triagilgliserol olarak
belirlenmistir. Triagilgliserol, N eksiklig§i durumunda bolca sentezlenerek,
sitoplazmada karbon ve enerji kaynagi olarak depolanmaktadir. Ortalama olarak
nitrojen, mikroalgal biyokiitlenin kuru agirliginin yaklasik %7-10’unu olusturur ve alg
hiicrelerinde yapisal ve fonksiyonel proteinlerin olusumu igin gereklidir (Yaakob ve
ark., 2021).

Mikroalgler nitrat, amonyak ve iire gibi diger organik N kaynaklarini 6ziimseyebilir;
ek olarak, baz1 mikroalgler atmosferik nitrojeni sabitleyebilir (Becker ve ark, 1994).
Mikroalgler, nitrat tiikketiminde, nitrojeni asimile edilebilir bir forma indirgemek i¢in
enzimleri kullanir. Ik olarak nitrat hiicre igine bir nitrat tasiyic1 protein tarafindan
tasinir ve nitrat rediiktaz enzimi tarafindan nitrite, daha sonra nitrit rediiktaz tarafindan
amonyaga indirgenir (Hattori & Myers, 1966). Amonyak, amino asitlerin olusumu igin

transaminazlarin etkisiyle metabolizmaya dahil edilir (Hung ve ark., 2000).

Indirgenmis formdaki (amonyum nitrojen) inorganik nitrojen kaynaklarmin kullanimu,

nitratlar ve nitritlere kiyasla enerji a¢isindan uygundur ve hiicre biiyiimesi i¢in enerji
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saglar. Kiiltiirde inorganik N bulundugunda protein, karotenoid ve klorofil
konsantrasyonlarinda artis olur ancak ortamdaki N sinirli oldugundan bu maddelerin

miktarlar1 da azalir (Becker ve ark., 1994).

Kiiltiir ortaminda N azlhigi, mikroalglerin lipid igerigini artirabilir(Santos ve ark.,
2003). Azot tilkenmesi, daha 6nce doymus yag asitleri gibi rezerv bilesenleri tiretmek
icin hiicre ¢ogalmasini amaclayan mikroalglerin metabolizmasini y&nlendirmesi
nedeniyle, hiicreyi bir besin yoksunlugu donemi igin hazirlar (Alonso ve ark.,
2000).Vasileva ve ark.( 2015), farkli N kaynaklarmmin (amonyum nitrat, iire ve
amonyum nitrat + iire) kiiltiir ortaminda bulunan mikroalg Scenedesmus sp.’nin tiim
yetistirme periyodu boyunca daha iyi bir alg biyokiitlesi verimi sagladigimni
gbzlemlemislerdir. En iyi bilyiime, biyokiitle konsantrasyonunun 9.0 g.L-"’e ulastig1
tire iceren ortamda gozlenmistir. Scenedesmus sp’nin biyokimyasal bilesimine
karbonhidratlar, ardindan proteinler ve lipitler hakim olmustur. Ure veya amonyum
nitrat igeren ortamda yetistirilen mikroalglerin biyokiitlesi, benzer seviyelerde protein
(%29), karbonhidrat (%41) ve lipitler (%24) ile karakterize edilmistir. Agirman ve
Cetin (2015), %50 nitrojen aglig1 olan bir ortamda yetistirildiginde mikroalg Chlorella
vulgaris’in biyokiitlesinde biriken lipit igeriginde %80’lik bir artis bulmuslardir.
Chlorella kiiltiirlerinde, kiltiir ortaminda nitrojen tiikenmesi, hiicre boliinmesini
durdurmus ve hiicrelerin lipid igerigi %28’den %70’¢ yiikselmistir. Protein igeriginde
%30’dan %8’e bir diislis ayn1 anda gézlemlenmistir(Round ve ark, 1973).

Mikroalglerin biliylimesini ve metabolizmalarini etkileyen bir diger dnemli besin
elementi ise fosfordur. Fosfor konsantrasyonu mikroalglerin lipit ve yag asidi profilini
ve miktarint etkilemektedir. Fosfor mikroalg hiicrelerinde enerji transferi, sinyal
iletimi ve fotosentez gibi bircok onemli islemde gorev almaktadir. DNA, RNA,
fosfolipitler ve ATP gibi hiicresel bilesenler fosforun islev gosterdigi baslica
yapilardir. Mikroalg hiicrelerinin  hiicresel kompozisyonlarinda da fosfor
bulundugundan dolay1r mikroalgler i¢in fosfor konsantrasyonu 6nemli olarak
degerlendirilmektedir. Fosfor smirlandirilmis ya da eksikligi durumlarinda hiicre
metabolizmasinda baz1 degisiklikler goriilmektedir. Bu degisikliklerin en 6nemli
orneklerinden birisi de fosfor sinirlandirilmasi durumunda lipit iceriginde goriilen artis
olarak bilinmektedir. Fosforun hiicrede, enerji aligverisini igeren tiim siireglerle ve

ATP, fosfat sekerleri, niikleik asitler ve fosfoenzimler gibi molekiillerin olusumuyla
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iliskili olarak 6nemli iglevleri vardir. Fosforun mikroalgler tarafindan asimilasyonu,
esas olarak ortofosfat (PO4 ) ve polifosfatlar gibi inorganik formlarda gerceklesir
(Becker ve ark, 1994). Optimal biiyiime i¢in fosfor konsantrasyonlari, higbir dis
sinirlayict  faktdér olmasa bile tlirler arasinda oOnemli Olgiide farklilik gdsterir
(Richmond ve Hu, 2013). Mikroalgler, ihtiya¢ duyulan minimum miktarin 8 ila 16 kat1
kadar fosforu biriktirebilirler, bu da yeni fosfor kaynaklari bulunmasa bile hiicre
biiyiimesini garanti eder (Chisti ve ark., 2007). Lipitlerin ve karbonhidratlarin birikimi,
kiiltir ortamindaki fosfor seviyeleri degistirilerek iyilestirilebilir. Liang ve ark.,
(2009) fosfor konsantrasyonunun mikroalg Chlorella sp. tarafindan lipid birikimi
tizerindeki etkisini bildirmistir. Bu ¢alismada yazarlar, kiiltiir diisiik konsantrasyonda
fosfor (1 mg.L?) ile yapildiginda hiicrelerde lipid birikiminin arttigin1 dogrulamuslarr,
bu da Chlorella sp. fosfor i¢in elverissiz kosullar altinda lipidleri biriktirebilir. Bu etki,
fosfor achigr kullanildiginda lipid igeriginde %35°lik bir artisin  gozlendigi
Scenedesmus sp.’de de gozlenmistir(Wu ve ark., 2015).

Bununla birlikte, alg biyokiitlesindeki N:P orani, tiire ve besin mevcudiyetine bagh
olarak 4:1 ila yaklasik 40:1 arasinda degisebilir. Uygun kosullar altinda, nispeten
diisiik N:P oranlarinda bile yiiksek verimlilik elde edilebilir (Park ve ark., 2011).
Margarites ve ark. (2014), nitrojen ve fosfat konsantrasyonlarmin Chlorella
minutissima mikroalginin biyokiitlesinde karbonhidrat igerigi tizerindeki etkisini
degerlendirmislerdir. Kiiltiirler, 0 ila 0.250 g.L* arasinda KNOs ve 0 ila 0.175 g.L™
arasinda KoHP04/KH2P04 konsantrasyonlari ile Box-Behnken tasarimi izlenerek Bazal
ortaminda gerceklestirilmistir. Etkilerin analizi, 0.125 g.L™? nitrojen bileseni (KNO3)
eklenerek ve fosfat bilesenleri (K2HPOs ve KH2PO4) eklenmeden yetistirilen Chlorella
minutissimanin en yiiksek karbonhidrat verimini (0.030 + 0.002 g.L!) gosterdigini

bulmuslardir.

Karbon, mikroalgal biyokiitlenin yaklagik %350°sini olusturdugu i¢in en Onemli
besinlerden biri olarak kabul edilir. Yiiksek talebi, bu bilesenin hiicreler tarafindan
sentezlenen tlim organik maddelerin (digerlerinin yani sira proteinler, karbonhidratlar,
niikleik  asitler, vitaminler, lipitler) ana bileseni olmast gerceginden
kaynaklanmaktadir. Mikroalg kiiltiir ortaminda karbon, karbondioksit (COz), karbonik
asit (H.COs), bikarbonat (HCO3") ve karbonat (COs2) gibi inorganik formlarda olabilir
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veya glikoz, asetat (asetik asit), gliserol, nisasta gibi karbonhidratlar ve organik asitler
gibi organik formda bulunabilir (Moheimani ve ark., 2013).

Mikroalg biyokiitlesinin biyokimyasal bilesimi, kiiltiir ortamindaki karbon
kaynagindan ve konsantrasyonundan etkilenebilir (Liang ve ark., 2009). Organik ve
inorganik karbonun ayni anda asimilasyonunun oldugu miksotrofik kosullar altinda,
baz1 mikroalgler, daha fazla miktarda yag asidi iiretmenin yani sira biyokiitle

konsantrasyonunu ve biiytiime oranini arttirir (Liang ve ark., 2009).

Girard ve ark., (2014), bir karbon kaynag1 olarak peynir alt1 suyu kullanarak, mikroalg
Scenedesmus obliquus (Turpin) Kiitzing’in fotoototrofik, heterotrofik ve miksotropik
kosullar altinda kiiltivasyonunu incelemisler. Miksotrofik kiiltiir, 1.083 d? ile en
yiiksek spesifik biiyiime oranini gostermistir. Li ve ark., (2014), karbon kaynagi olarak
glikoz kullanmis ve miksotrofik olarak kiiltiirlendiginde Chorella sorokiniana’nin
daha yiiksek bir biyokiitle konsantrasyonunu bulmuslar; burada nihai kuru biyokiitle,
heterotrofik ve ototrofik kiiltiirlerden sirasiyla 2,4 ve 5,2 kat daha yiiksek olarak

bulunmustur.

Qu ve ark.,(2008) heterotrofik, miksotrofik ve ototrofik kiiltiir kosullar1 altinda
biyokiitle tretiminde Chlorella pyrenoidosa tarafindan fosfat asimilasyonunu
bildirmislertir. Heterotrofik kiiltiirler sirasinda, fosfat eksikligi altinda nihai biyokiitle
iiretimi daha diisiik olurken, miksotrofik ve ototrofik kosullar altinda maksimum fosfat

asimilasyonu ve daha yiiksek biyokiitle tiretimi gozlenmistir.

Magnezyum elementi mikroalg biiylimesi i¢in gerekli bir elementtir. Magnezyum,
DNA ve RNA sentezinde, fotosentezde, solunumda gorevli enzimlerin
aktivasyonunda gorev almaktadir ve ayrica klorofil molekiiliiniin bir kismim
olusturmaktadir. Magnezyumun hiicrelerdeki fazlalifinin zehir etkisi yaptig1
bilinmektedir. Magnezyum klorofil yapisinda islev gordiiglinden dolay1, Mg eksikligi
durumunda klorofil gelisiminde azalma olmakta ve nisasta depolanmasi artig

gostermektedir(Bolat ve ark.,2017).

Chlorella ve Scenedesmus obliquus tiirleri {izerine yapilan bir c¢alismada Mg
eksikliginde lipit iceriginde ¢ok hafif bir degisiklik oldugu bulunmustur (Gorain ve
ark.,2013). (Wang ve arkadaslarinin) 2014’te yaptig1 bir ¢alismada Mg eksikliginin

Chlorella vulgaris mikroalginin metabolik profilini nasil etkiledigi incelenmistir.
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Calismanin sonucunda biyokiitle {iiretiminde, protein, klorofil a ve klorofil b
iceriklerinde azalis gozlemlenirken, lipit iceriginde artis oldugu goézlemlenmistir.
Magnezyum eksikligi ayrica fotokimyasal yeterliligi de etkilemektedir (Wang ve ark.
2014).

1.4 Mikroalglerin Biyoteknolojik Kullanim Alanlari

Mikroalgler biyoteknolojik olarak 6nem kazanmaktadir ¢iinkii biyoteknolojik
alanlarda kullanilabilmeleri i¢in birgok avantajli 6zellige sahiptirler. Bu avantajh
Ozelliklerinin arasinda kii¢iik alanlarda yiiksek miktarda biyokiitle iiretebilmeleri,
kolay yetistirilebilmeleri ve ¢esitli biyoyakit bilesen iiretim potansiyelleri sayilabilir.
Mikroalgler insan ve hayvan gidalarinda, kimya ve ila¢ endiistrilerinde uygulamalara
sahiptirler. Mikroskopik yesil alglerin ticari kulanimlar1 incelendiginde, kullanilan
baslica tiirler arasinda Chlorella, Dunaliella, Haematococcus ve Botryococcus braunii
tirleri sayilabilmektedir. Chlorella vulgaris tiirii hiicresel veya koloni halinde
biiyiiyebilmektedirler. Pigment icerigi olarak klorofil a, klorofil b, B-karoten ve
ksantofiller gibi pigmentleri bulundurmaktadir ve depo maddesi olarak nisasta
depolamaktadir (Wilson ve Huner, 2000). Chlorella gida takviyesi, ayrica kozmetik
ve ilag endistrisinde kullanilmaktadir. Bilesiminde proteinler, karotenoidler,
immiinostimiilatorler, polisakkaritler, vitaminler ve mineraller bulunur (Masojidek ve
ark. 2010). Yetistirmede yiiksek verimlilige sahiptir ve alg biyokiitlesi tiretiminde en

yaygin olarak kullanilan organizmalardan biridir (Gors ve ark. 2010).
1.4.1 Biyoyakit Uretimi

Fosil yakit rezervlerinin yarim yiizyil i¢inde tiikkeneceginin belirtilmesi nedeniyle,
diinyanin gelecekte enerji sorunlariyla kars1 karsiya kalacagi dngoriilmektedir (Harun
ve ark. 2011). Bu nedenle gelecekte kullanilabilecek yenilenebilir enerji kaynaklarmin
arastirilmasi onem arz etmektedir (Park ve ark. 2011). Bu noktada mikroalglerin
yenilenebilir enerji kaynagi olarak kullanilmasi hususuna olan ilgi her gegen giin
artmaktadir. Mikroalg biyokiitlesi, biyoteknolojik ftriinler, ilaglar ve gida katki
maddeleri kaynagi olarak kullanabilmelerinin yani sira diinyanin enerji ihtiyacinin
yaklasik %25’ini karsilayabilme potansiyeline sahiptir (Rawat ve ark. 2011).
Biyoyakit olusturmak icin yenilebilir bitkilerin kullanilmasi, gida giivenligi konularim

iceren ¢ok sayida tartisma yaratmistir. Biyoyakit iiretimi i¢in bir kaynak olarak
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mikroalglerin baglica avantajlar1 sunlardir: yiliksek biiylime oranlar1 ve kisa iiretim
stireleri; minimum arazi gereksinimleri; yiiksek lipit ve yag asitleri igerigi; atik suyun
besin kaynagi ve COz yakalama kaynagi olarak kullanilmasidir (Maity ve ark. 2014).
Ayrica mikroalglerin yetistirilmesi ekilebilir arazi ve tath su gerektirmez, ancak tuzlu
veya aci su igeren sert tabakali topraklarda si1g havuzlarda da yapilabilir (Sialve ve ark.
2009).

Genel olarak biyoyakit iiretimi 2 biiyiik gruba ayrilabilir: termokimyasal doniisiim ve
biyokimyasal doniisiim. Birinci grup, yakit liriinleri tiretmek i¢in biyokiitlenin termal
ayrigmasindan olusur ve asagidaki teknikleri igerir: sentez gazi iiretimi igin
gazlastirma; biyo-yag iiretimi i¢in termokimyasal sivilagtirma; biyo-yag, sentez gazi
ve odun komiirii i¢in piroliz ve elektrik tiretimi i¢in dogrudan yanma. Biyokimyasal
dontisiim ise, mikroorganizmalarin metabolik siirecleri ile baglantili kimyasal ve
biyolojik reaksiyonlar yoluyla biyokiitlenin biyolojik olarak par¢alanmasindan olusur.
Biyogaz liretimi i¢in anaerobik sindirim tekniklerini igerir. Bunlar etanol tiretmek igin

alkollii fermantasyon ve hidrojen tiretimi i¢in fotobiyolojik tiretimdir (Prajapati ve ark.
2013).

Mikroalglerin yaglarindan biyodizel iiretimi mevcut g¢evre sorunlarina ve yakin
gelecekte olasi petrol kithigma etkili bir ¢6ziim olarak sunulmaktadir (Wang ve ark
2012; Zeng ve ark. 2011). Yiiksek biiylime oranlari ve transesterlenebilir lipidlerin
tiretimi nedeniyle petrol dizeliyle karsilastirildiginda, mikroalg dizeli, CO:2
emisyonunda %78’e varan azalmaya sahiptir. Ayrica daha fazla biyokiitle elde etmek
icin daha az arazi alanina ihtiya¢ duyulmasibir¢ok karasal bitki tiirtinden biyodizel
tiretimindeekonomik ve teknolojik olarak daha iyidir (Hou ve ark. 2011; Wang ve ark.
2012).

1.4.2 Gida ve Insan Saghg

Mikroalglerin besin olarak tiiketimi, gida giivenligi, ticari faktorler, Pazar talebi ve
0zel hazirlik tizerindeki siki kontroller nedeniyle birkag tiirle smirli kalmistir. En
belirgin 3 cins, diyet takviyesi olarak pazarlanan Chlorella, Spirulina ve Dunaliella
dir (Spolaore ve ark., 2006). Chlorella cinsine ait bazi tiirler, bobrek yetmezligine kars1
koruyan ve bagirsak Lactobacillusu’n biiyiimesini destekleyen tibbi degerler i¢in de

pazarlanmaktadir. Dunaliella ise kan kolesterol konsantrasyonlarindaki azalmay1
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desteklediginden ve beta-karoten icerigi nedeniyle pazarlanmaktadir (Brennan ve
Owende, 2010; Spolaore ve ark., 2006). Ayrica Chlorella igeren bir diyetin sigara
icenlerde antioksidan seviyesini artirdigi, bu da onu saglig1 destekleyen bir takviye
haline getirdigi tespit edilmistir (Lee ve ark., 2010). Ote yandan, C. pyrenoidosa’dan
elde edilen polisakkarit ve monosakkaritler, timdrlere karsi ilaglarin gelistirilmesi igin
oldukga potansiyel bir kaynaktir (Sheng ve ark., 2007).

1.4.3 Hayvan Besleme

Diinya mikroalg iiretiminin %30’u hayvan tiiketimine ydneliktir ve aslinda
Arthrospira tiretiminin %50’si bu amag i¢indir (Spolaore ve ark., 2006). Chlorella,
Scenedesmus ve Spirulina cinslerine ait bazi alg tiirleri, hayvanlar igin yararli olup,
bagisiklik tepkisini, kisirligi, kilo kontroliinii, daha saglikli cilt ve parlak sag liretmeyi
gelistirir (Brennan ve Owende, 2010; Spolaore ve ark., 2006). Kedi, kopek, akvaryum
baliklari, siis kuslari, atlar ve ineklerin beslenmesinde kullanilirlar. Su friinleri
yetistiriciliginde mikroalgler, yumusakcalar, baliklar ve kabuklularin larva evreleri
icin ana besin kaynagidir (Harun ve ark., 2011). Gida olarak kullanilan en yaygin
cinsler, cogunlukla canli olarak tiiketilen Chlorella, Nannochloropsis, Skeletonema,
Tetraselmis, Isochrysis, Pavlova, Phaeodactylum, Chaetoceros ve Thalassiosira’dir
(Spolaore ve ark., 2006).

1.4.4 Biyogiibre Olarak Mikroalg

Diger bir uygulama alani ise mikroalglerin biyogiibre olarak kullanimidir. Alglerin
organik tarimda giibre olarak kullanilabilecekleri bilinmektedir(Simsek ve ark.,1995).
Agirlikli olarak deniz algleri ve Cyanophyta grubu algler biyogiibre olarak kullanilmig
ve yiiksek protein igerigine sahip olan C. vulgaris tiirii N kaynagi olarak tarimda
kullanilmaktadir(Selvam ve Sivakumar.,2014). Baz1 doniistiirme teknikleri (6zellikle
piroliz), ile biokarbon ad1 verilen ve tarimda giibre olarak yiiksek potansiyele sahip

olan odun kémiirii tiretilir(Brennan ve Owende, 2010).
1.4.5 Kozmetik

Arthospira ve Chlorella cinslerine ait bazi mikroalg tiirleri kozmetik endiistrisinde cilt
bakimi i¢in kullanilmaktadir (yani yaslanma karsiti kremler, cilt tazeleyici veya
yenileyici {rlinler, yumusaticilar ve tahrig Onleyiciler). Arthospira’nin protein

acisindan zengin Ozleri, cilt yaslanmasinin erken belirtilerini onarir, sikilastirici bir
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etki gosterir ve gatlaklarin olusumunu engeller. C. vulgaris 6zleri kolajen sentezini
uyararak doku yenilenmesini ve kirigiklarin azalmasini desteklerken, Nannochloropsis

oculata miikemmel cilt sikilastirma 6zelliklerine sahiptir (Spolaore ve ark., 2006).

2. MATERYAL VE METOD

2.1 Mikroalglerin izolasyonu ve Karakterizasyonu

Mikroalg 6rnekleri, Prof. Dr. Turgay Cakmak tarafindan Antarktika’nin Horseshoe
adasi1 (67°49°23.6”S 67°18°20.9”W) deniz kenarindaki kayaliklarin {izerinden (Sekil
3) toplanmustir.

Sekil 3.Chloroidium saccharophilum ASYA23’nin toplandigi alani gosteren fotograf.

2.2 Mikroalglerin Kiiltiire Alinmasi ve Bityiitiilmesi
Saflastirilarak kiiltiire alinan Chloroidium saccharophilum ASYA23 mikroalg tiiri
modifiye edilmis bilyiime ortami olan 3N-BBM(3xAzot Blod’s Basal Medium)

ortaminda kiiltiire edilmistir. Kullanilan ortamin madde igerigi Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Chloroidium saccharophilum ASYAZ23 tiiriiniin 3N-BBM ortaminin igerigine ait
tablo

BBM Kontrol Mg(-) N(-)
NaNOs 2,250 g/10ml 0,750 g/10ml -
MgSOa4 0,075g/10ml - 0,075g/10ml

NaCl 0,025 g/10ml 0,025 g/10ml 0,025 g/10ml

K2HPO4 0,075g/10ml 0,075g/10ml 0,075g/10ml
KH2PO4 0,175 g/10ml 0,175 g/10ml 0,175 g/10ml
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(Cyanocobalamin)

0,0015 mg 100 ml

0,0015 mg 100 ml

CaCl: 0,025 g/10ml 0,025 g/10ml 0,025 g/10ml
ZnS0O4 7H20 0,882 g/100ml 0,882 g/100ml 0,882 g/100ml
MnCl2 4H20 0,144 g/100 ml 0,144 g/100 ml 0,144 g/100 ml

MoO3 0.071 g/100 ml 0.071 g/100 ml 0.071 g/100 ml
CuS0O4 5H20 0,157 g/100 ml 0,157 g/100 ml 0,157 g/100 ml

Co(NO3)2 6H20 0,049 g/ 10 ml 0,049 g/ 10 ml 0,049 g/ 10 ml
Na2 EDTA 2H20 0,5 g/100 mi 0,5 g/100 ml 0,5 g/100 ml

KOH 0,31 g /100 ml 0,31 g /100 ml 0,31 g /100 ml
FeSO4 7TH20 0,005 g/1 mi 0,005 g/1 ml 0,005 g/1 ml

H2S04 1ml 1ml 1ml

Vit BlH(CT::‘)'am'”e 0,01 g/100 ml 0,01 g/100 ml 0,01 g/100 ml
Vit. H (Biotin) | 0,0025 mg /100 ml | 0,0025 mg /100 ml | 0,0025 mg /100 mi
Vit. B12

0,0015 mg 100 ml

3N-BBM biiyiime ortami uygun kimyasallarla 1 L hazirlandiktan sonra pH’1( Mettler
Toledo) 6,5 a ayarlanip 121°C’de 20 dk otoklavlanmigtir. Daha sonra disarida besi
ortami sogutulmaya birakilmis ve sogutulan besi ortaminin igerisine laminar kabin
icerisinde vitaminler eklenmistir. 100ml’lik erlen mayerler igerisine 50 ml s1vi 3N-

BBM konulduktan sonra kat1 ortamdan s1vi ortama hiicre ekimi gergeklestirilmistir. 15
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°C sicaklik ve 150 pmol foton m?s? 1sik altinda, calkalayici iizerinde 120 rpm de
hiicrelerin ¢ogalmast beklenilmistir. Hiicrelerin safligin1 saglamak igin belirli
araliklarla mikroskop altinda hiicreler gézlemlenmistir.(Sekil 4). Hiicrelerin ¢ogalma
hiz1 ise spektrofotometrede 680 nm de 6l¢limii yapilarak incelenmistir. Hiicreler belirli
bir konsantrasyona ulasinca, safligi kontrol edilip deney diizenegi i¢in stok olarak

saklanmistir.

Sekil 4.Chloroidium saccharophilum mikroalglerin x100 151k mikroskop goriintiisii.

2.3. C.saccharophilum ASYA23’iin 18SrDNA bélgesine gore tammlanmasi

Orneklenen mikroalgin saflastirilmasi islemine arastirma gemisinde kurulan bir
laboratuvar ortaminda daha onceden hazirlanan kat1 ve sivi besiyerlerine (BG-11,
BBM, TAP, F/2) ekim yapilarak baglanmistir. Ayrica hem ekimi yapilan drnekler ve
hem de dogrudan falkon tiipleri igerisine alnan ornekler Istanbul Medeniyet
Universitesi'ne  tagmmustir.  Laboratuvara  getirilen ~ mikroalg  kiiltiiriiniin
saflastirilmasinda ¢izgi plaka yontemi ve seyreltme yontemleri uygulanarak saf

mikroalg kiiltiirleri elde edilmistir.

Filogenetik analiz i¢in kiiltiire alinan mikroalgin DNA ekstraksiyonu Qiagen DNEasy
Plant Mini kit kullanmilarak gerceklestirilmistir. Safligi spektrometrik olarak
dogrulanan DNA 6rnegi 18S rDNA bolgesi Tablo 3’de sunulan primerler kullanilarak
PCR ile gogaltilmistir. PCR sartlart; 95 °C (2dk); 30x [95 °C (1dk)-55 °C (1dk)-68 °C
(3dk)] olarak uygulanmistir. PCR sonrasi elde edilen {iriin TAE tamponu iginde
kurgulanan %1 (w/v)’lik agaroz jelde yiiriitiilmiis ve net bant elde edilerek tanimlama
isleminin ilk adimi tamamlanmistir. Daha sonra Qiagen purification kit ile tekrar
saflagtirilan amplikon, ES28F-BR primerleri kullanilarak SANGER sekans analizi
gergeklestirilmistir. Kiiltiire alinan mikroalg 18S rDNA bdlgesinden elde edilen
SANGER sekans analizi verisi NCBI sistemine kaydedilmis ve tiiriin giris numarasi
belirlenmistir. Kaydedilen sekans sonucu NCBI/BLAST analizi

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ile en yakin tiirlerin eslesen sekans dizileri

sistemden alinmis ve FASTA formatinda birlestirilmis, UGENE programi kullanilarak

Clustal W algoritmasi ile hizalanmistir. Filogenetik aga¢c Maksimum Likelihood
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yontemi ve 100 Bootstrap tekrar1 kullanilarak olusturulmustur. Uretilen filogenetik
agacin sekilsel olarak diizenlenmesi icin ayrica FigTree (v1.4.4) programi

kullanilmustir.

Tablo 3. PCR ve sekanslama i¢in kullanilan primer listesi.

Primer
Primer Sekansi 5°- 3’ Uygulama Referans
Adr
Euk-F AACCTGGTTGATCCTGCCAGT PCR Sands ve ark., 2008
Euk-R TGATCCTTCTGCAGGTTCACC PCR Sands ve ark ,2008
TGCCAGCAGCYGCGGTAATTCCAG
E528F c Sekans Marin ve ark., 2003
BR TTGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC | Sekans Marin ve ark., 2003

2.4. Deney Diizenegi

Deney diizenegi kontrol grubu, Mg acligina birakilmis grup ve N agligina birakilmis
grup olacak sekilde 3 biyolojik tekrarli ve 3 farkli zamanda tekrarlanmistir.
Tekrarlanma sonuglart ayni verileri vermistir. Hiicre gruplarn etiketlenirken; kontrol

A,B,C; eksik magnezyum A,B,C; eksik Azot A,B,C olarak etiketlenmistir (Sekil 5).

Sekil 5. 7.glin mikroalg kiiltlir gbriintiileri.

Stok olarak kaldirilan hiicrelerin  safligi mikroskopta incelendikten sonra
spektrofotometrede 680 nm dalga boyunda absorbanslarn oSlgiilmiistiir. Cikan

absorbanssiyon degerine bagli olarak de biiyiime takibi i¢in 0,2 abs ve diger analizler
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i¢in 0,4 olacak sekilde Excell’de stok ortamindan (50 ml’lik siv1 kiiltiir) ne kadar ml
almacagi hesaplandi. Hesaplanan sonuca gore laminer kabin igerisinde stoktan
hesaplanan ml alinip steril falkonlara aktarildi. Daha sonra hiicreler 6lmeyecek sekilde
3000 rpm 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij edilen falkonlar laminar kabin igerisinde
stipernatant kismi dokiiliip pelet kistmlari 1000°1lik pipet yardimiyla Onceden
hazirlanmis 100 ml’lik erlen mayerler igerisindeki 50 ml’lik 3N-BBM ortamina ekimi
gergeklestirilmistir. Kontrol grubu i¢in 3N-BBM ortami, Mg agligina birakilan ortam
icin Mg eksik 3N-BBM ortami1, N agligina birakilanlar i¢in ise N eksik BBM ortami
kullanildi.  Daha sonra erlen mayerleri 15 °C sicaklik, 16h/8h (aydinlik/karanlik)
1siklandirma, %60 nem parametrelerine ayarlanan iklimlendirme dolabinda 120 rpm

hizda calkalamal1 inkiibatorde kiiltiire alarak deney diizenegi baslanmistir.

2.5. Deney diizenegi ve takip siireci

Kurulan biiyiime deneyinde 30 giinliik bir siire¢ icerisinde 5 giinde bir hiicre biiyiime
hizlar1 spektrofotometre de 680 nm dalga boyunda absorbanslari dlgiilerek kaydedildi
ve thoma laminda hiicre sayimi yapildi. Klorofil, karotenoid, sakkarit, lipit, protein ve
FT-IR Analizleri i¢in kurulan deneyde ise 21 giinliik siireg igerisinde 7 giinde bir ii¢
biyolojik tekrar olacak sekilde 6rnek alimi gergeklestirildi. Sadece FAME analizi i¢in
21.giin biyomasi kullanildi (Sekil 6).

- FAME(21. giin)

NG 14.giin

7.giin
Kontrol < 14.gilin
21.giin
Gergeklestirilen Analizler:
. * Biiyiime (5 giinde bir)
7.g
s + Klorofil (A)
DENEY ) + Karotenoid
DUZENEGI Me() 14.gun + Sakkarit
) « Notral Lipid
21.giin * Protein
* Fotosentez
E 7.glin + FT-IR

21.giin
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Sekil 6.Deney diizenegini gosteren sema ve gerceklestirilen analizler

2.6. Bilyiime Takibi

Biiylime takibi i¢in 7 giinde bir 6érnekler homojen bir sekilde karistirildiktan sonra
96 kuyucuklu well platelere ii¢ biyolojik tekrar olacak sekilde 200 ul alinarak
kuyucuklara yiiklendikten sonra 680 nm dalga boyunda spektrofotmetrede okumasi

yapilmustir.

Laminar kabin igerisinde drneklerimiz kiiltiir ortamindan eppendorflara 200 ul olacak
sekilde alinmistir. Daha sonra 6rneklerimizden 10 ul olacak sekilde Thoma lamina
yiiklenmistir ve 151k mikroskobu altinda 5 farkli bolgedeki hiicre sayimi yapilmistir.

10ul’ deki hiicre sayis1 bulunduktan sonra 1 ml’deki hiicre sayisi bulunmustur.

2.7. Total Klorofil ve Total Karotenoidlerin Spektrofotometrik Tayini

Klorofil ve karotenoid tayini i¢in Jeffrey ve Humphrey, (1975)’in uyguladigi metot
kullanilmistir. Erlenlerdeki 6rneklerimizin spektrofotometrede 680nm dalga boyunda
absorbans 6l¢iimii gergeklestirilmistir. Daha sonra 1 ml de Klorofil absorbansi 0,4
olacak sekilde ayarlanmistir. Deneyin devaminda kullanilacak madde miktarini (mL)
belirlemek icin; 0,4 degerinin, Ol¢iilen absorbans degerlerine orani hesaplanmistir
(=0,4/¢1kan abs). Hesaplama sonrasinda ¢ikan deger kadar ornekleri eppendorf
tiiplerine aktardiktan sonra 5000 rpm, 3 dk olacak sekilde santrifiijledik ve santrifiij
asamasindan sonra siipernatant kisim atilmistir. Pelletin {istiine 300 ul olacak sekilde
boncuk ve 200 ul %96°lik etanol eklenmistir. Daha sonra homojenizatérde 2 dk’lik
mekaniksel pargalama islemi gergeklestirilmistir. Parcalanan Ornekleri yeni
eppendorflara aktarmak amaciyla; daha 6nceki asamada ekledigimiz 200ul etanol yeni
eppendorflara mikropipet araciligla aktarilmistir. Sonrasinda 2 defa olacak sekilde
400ul etanol eppendorflara pipetlenmis ve eppendorflarda geri kalan kisimlar yeni
eppendorflara aktarilmigtir. Totalde 1 ml hacim olusmustur. Ependorflarimiz 15000
rpm, 5 dk olacak sekilde santrifiijjlenmistir. Daha sonra her bir 6rnegin yesil olan
stipernatant kism1 96’lik mikroplaka kuyucuklarina ii¢ biyolojik tekrar olacak sekilde
240 pl 6rnek yiiklenmistir. Dipte kalan pellet kismi ise sakkarit analizi i¢in — 80°C’de

dondurulmustur. Kuyucuklara yiiklenen orneklerin spektrofotometrede absorbans
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degerleri sirasiyla 470,647,664,630 ve 750 nm’de okunmustur. Cikan sonuglar
dogrultusunda (Jeffrey & Humphrey, 1975) asagida verilmis olan denklemlere gore
hesaplamalar gerceklestirilerek klorofil a, klorofil b ve total karotenoid degerleri

hesaplanmustir.

Klorofil a = (11,85*(E664-E750)-1,54*(E647-E750)-0,08*(E630-E750))
Klorofil b = (-5,43*(E664-E750)+21,03*(E547-E750)-2,66*(E530-E750))
Total karotenoid = (1000*A470-(1,86*klorofil A)-(74,08*Klorofil B))/206

2.8. Sakkarit tayini

Mikroalg orneklerinin farkli stres kosullarina tabi tutuldugunda, total sakkarit
iceriginin nasil etkilendigini anlamak amaci ile fenol-siilfiirik asit analizi yapilmistir.
Total sakkarit tayini i¢in klorofil analizi kisminda ayrilan ve -80° C’de bekletilen
pelletler kullanilmistir. En az 1 saat -80° C’de bekletilen pelletler 500 ul suda
¢ozdiiriilmiistiir. Pelletlerin homojen bir sekilde ¢6ziilebilmesi igin 10 dakika rotatorda
dondiiriilmiistiir. Homojen bir karisim elde edildikten sonra {izerine 500 ul fenol
eklenmistir ve 15 dakika rotatorda inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra 60 ul érnek
ti¢ biyolojik tekrar olacak sekilde 96’lik mikroplaka tizerine yiliklenmistir ve iizerine
150 ul siilfirik asit eklenmistir.  Siilfiirik asit eklenmesinden sonra reaksiyonun
gerceklesebilmesi icin pipetaj yapilmistir. Reaksiyon gergeklestikten 5 dakika sonra

490 nm dalga boyunda Thermo Scientific spektrofotometre ile 6l¢giim yapilmustir.

Mikroalgr orneklerinin sakkarit konsantrasyonlarini sayisal olarak hesaplamak igin
standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Standart ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 10 ml glikoz
¢ozeltisi hazirlanmigtir. Standart ¢ozeltilerin A490 degerine gore standart grafikleri

olusturulmustur (Sekil 7).
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Sekil 7. Sakkarit tayini i¢in hazirlanmis standart grafik.

2.9 Nétral Lipit Tayini

Alglarin nétral lipit tayini i¢in  Satpati.G.G ve Pal,R.(2015) modifiye ettigi yontem
kullanilmigtir.Bu yonteme gore 100 ml’lik erlenler igerisindeki 50 ml besi ortaminda
yetisen alg 6rneklerimizden 200 ul 96’lik mikroplaka kuyucuklarina 3 biyolojik tekrar
olacak sekilde yiiklenmistir. Thermo scientific Spektofotometre ile 680nm’de
absorbanslar1 dl¢iilmiistiir. Olgiilen absorbans degerine bagl olarak 1 ml de 0,3
absorbsiyon olacak sekilde absorbans hesaplanmistir. Hesaplanan absorbans gore
erlenlerden mililitre bazinda 6rnek alimmistir. Alinan bu o6rnekler eppendorflara
aktarilmistir. Eppendorflar 1 ml olacak sekilde ayarlanmistir (fazla ise siipernatant
kisim atilir 6rnek miktar1 diisiik ise 1ml’ye tamamlamak i¢in ddH20 eklenir). Daha
sonra 500 ml olacak sekilde her drnek iki eppendorfa ayrilmistir (Herhangi bir sorun
yasandiginda digerinin yedek olarak kullanilmasi amaciyla ikiye ayrilir). 500ul
orneklere 2ul nile red (9-diethylamino-5H-benzo[a]phenoxazine-5-one) boya
eklenmistir ve nile red boya eklendikten sonra biitiin asamalar karanlikta
gerceklestirilmistir. Boya eklenen 6rneklerin tizerine 300 ml DMSO eklenmistir. 30
sn olacak sekilde eppendorflar vortekslenmistir. VVortekslenen eppendorflar daha sonra
15 dk 40° C’de Thermo-Shaker(Grant-Bio) cihazinda inkiibe edilmistir. Inkiibe edilen
ornekler 4000 rpm’de 4 dk olacak sekilde Thermo Scientific MicroCl 17 cihazinda

santrifiij edilmistir. Santrifiij asamasindan sonra Orneklerin siipernatant kisimlari
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atilarak pelletlerin tizerine 400 ml PBS eklenmis ve iki defa yikama islemi
gerceklestirmistir. Ornekler 180 ml olacak sekilde 96 oyuklu plakaya yiiklendi. Nil
red ile gergeklestirilen boyama igsleminde sonra her 6rnek 490 nm eksitasyon ve 545
emisyon degerleri kullanilarak floresans o6zelligi bulunan mikroplaka okuyucu
(BioTEK Cytation5) ile absorbas degerlerine bakilarak lipit i¢eriginde meydana gelen
degisiklikler belirlenmistir.

2.10 Protein tayini

Mikroalg orneklerinin protein miktar tayini i¢in Bichinconinic asit (BCA) metodu
kullanilmigtir(Weis ve ark., 2002). Absorbanslari alinan 6rneklere gore absorbanslar 1
abs olacak sekilde ayarlanarak ornekler alinmigtir ve alinan 6rnekler 4000 rpm 5 dk
santriflij edilmistir. Daha sonra siipernatant kisim atilir ve pelletlerin agirliklar1 hassas
terazide olgiilmiistiir. Ustlerine 6nce 0,3 ml olacak sekilde cam boncuk eklenmistir.
Daha sonra 6lgiilen agirliga bagli olarak biyomasa 1:5 (mg:mL) oraninda lizis tamponu

eklenmistir.

2 dakika homojenizatérde parcalama islemi gerceklestirilmistir ve hiicrelerin
pargalandigindan emin olmak i¢in ornekler mikroskop altinda incelenmistir. Daha
sonra par¢alanmis 6rnekler 20 dk 13000 rpm ‘de +4° C’de santrifiijlenmistir. Standart
icin 96’lik mikroplaka kuyucuklari tizerine sirasiyla 0,1.5,3,5,7.5 ve 10 ul Bovin
Serum Albumin (0,5 mg/ml) ¢ozeltisi yiiklenmistir ve tizerlerie 10 ul olacak sekilde
hacimlendirilmistir. Daha sonra yaptigimiz c¢aligmadan elde etmis oldugumuz
mikroalg orneklerini 2 ul alinarak 96’lik mikroplaka kuyucuklarina 3 tekrarli olacak
sekilde yiiklenmistir. Ve sonra hem orneklerin, hem de standardin tizerine 200 ul

calisma soliisyonu yiiklenmistir.
Calisma soliisyonu karigimi

Karanlikta 1 kat %4 liik Bakir siilfat ve 50 kat Bicinchoninic asit soliisyonu (Sigma)

karigtirilarak yapilir.

60° C’de 15’dk olacak sekilde inkiibasyon gerceklestirilmistir. Daha sonra goriilen
renk degisimi 562 nm’de absorbans olarak spektrofotmetrede Sl¢tilmiistiir. Elde edilen
sonuclar bovin serum albliminle hazirlanmis standart grafige gdre ug protein/gr

seklinde hesaplanmistir (Sekil 8).
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Sekil 8. Protein tayini igin hazirlanmig standart grafik.
2.11 Oksijen Evolusyonu

Chloroidium saccharophilum ASYA23 mikroalginin fotosentez ve solunum hizlari,
Clark tipi oksijen elektrot sistemi (Hansatech Oxytherm, Hansatech Ins. Ltd., Norfolk,
U.K., Sekil 9) kullanilarak oksijen iiretimi veya tiiketim seviyelerinin bir fonksiyonu
olarak 6lciildii (Kaliamurthi, Selvaraj, Cakmak, & Cakmak, 2016). Ilgili ¢ozeltilerle
ayarlanmis absorbans degeri A680 = 1.0 olan 2 ml hiicre kiiltiirii reaksiyon kaplarina
yiiklendi ve 25°C’de siirekli karigtirildi. Hiicreler, 3 dakika boyunca oksijen
tiketiminin izlenmesiyle karanlik kosullara adapte edildi. Daha sonra, kiivetin
icerisindeki Orneklerin 480 uE/(m2/s) siddetinde bir projektér lambasi ile
aydmlatilmasiyla 5dk boyunca oksijen iiretim seviyeleri ve 5 dk da 151k kapatilarak

karanlik evrede oksijen tiiketim oranlari incelendi.
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Sekil 9. Clark tipi oksijen elektrot sistemi (Hansatech Oxytherm, Hansatech Ins. Ltd.,
Norfolk, U.K.).

2.12.FT-IR Analizi
Kullanilan bu yontem, molekiillerdeki ¢esitli baglarin titresim frekansini dlger ve kizil
otesi (IR) radyasyonun absorbsiyonu ile molekiillerdeki fonksiyonel gruplar hakkinda

bilgi verir.

Calismanin bu kisminda iizerinde ¢aligilan Chloroidium saccharophilum ASYA23
mikroalg tiiriiniin molekiiler igeriginin tanimlanmasi amaci ile Fourier Dontigiimlii
Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) analizi yapilmistir ve ayrica bu analiz ile mikroalgin
biyomolekiil igerigi de degerlendirilmeye ¢alisilmistir. Bu arastirmada, FTIR 6l¢iimii
Dean vd. (2010), tarafindan tarif edildigi sekilde yapilmistir. Bu analizi
gerceklestirmek amact ile absorbans 6l¢iimii yapildiktan sonra absorbans 1 olacak
sekilde ayarlamalar yapilarak gerekli miktarlarda 6rneklemeler yapildi. Toplanan
ornekler liyofilize edildikten sonra 40°C’ye ayarlanmis firinda orneklerin iyice
kurumasini saglamak amaci ile inkiibe edildi. Ornek hazirlama asamas: bittikten sonra
Perkin Elmer Spectrum Two(Sekil 10) cihazinda, 4000-400 cm™ spektrum araliginda,
128 tarama yapilarak Ol¢limler alindi.. Cevresel kosullardan fazla etkilenmiyen
absorbsiyon bandi olan Amid 1 (1652 cm™) degeri dogrulama degeri olarak segilmistir.
Triagilgliserol (1744cm™) degerleri Amid 1 (1652 cm™ degerlerine oranlanarak
mikroalglerdeki triagilgliserol (TAG) konsantrasyonlarinda meydana gelen
degisiklikler tespit edilmistir (Movasaghi vd., 2008).

Sekil 10.Perkin EImer Spectrum Two cihazim gosteren sekil.
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2.13.Yag Asidi Metil Ester Tayini (FAMEs )

N ve Mg aghiginda Chloroidium saccharophilum ASYAZ23 tiiriindeki lipit profili
degisikliklerinin belirlenmesi amaciyla Trace 1310 gaz kromotografisi (Thermo
Scientific) cihaz1 (Sekil 11) ile FAMES analizi gerceklestirilmistir. Yag asitlerinin
ekstraksiyonu, metillestirilmesi ve analizi i¢in Patel ve ark. (2018), tarafindan 6nerilen

yontem modifiye edilerek uygulanmistir.

FAMES analizi i¢in mikroalg drnekleri 680 nm dalga boyunda absorbanlar1 3 olacak
sekilde hacimlendirilmistir. Daha sonra liyofilize edilmistir ve liyofilize edilen
ornekler tartilmistir. Daha sonra ependorflara 0,3 ml ¢izgisine gelecek sekilde boncuk
eklenmistir ve tizerine 200 ml soliisyon A (kloroform: metanol(1:2)) ) eklenmistir.
Homojenizatorde 2 tekrar olacak sekilde homojenize edilmistir. Homojenize edilen
ornekler i¢indeki kisim olan 200 ml eppendorflara aktarilmistir ve 800 ml ethanol ile
boncuklar yikanmigtir. Toplam hacim 2,5 ml olacak sekilde 1,5 ml soliisyon A
eklenmistir. 3000 xg’ de 4° C, 10-15 dk arasinda santrifiij edilmistir ve siipernatantlar
yeni tiipe aktarilmistir. 1,5 ml soliisyon B (kloroform: metanol(1:1)) alinarak pellete
yiiklenmis ve 4 dakika 30 rpm rotatorda karistirilmistir ve islem 3 kere tekrar
edilmistir. Siipernatantlar bir falkon tiipii igerisinde birlestirilmistir. Toplanilan
stipernatantlar yeni falkonlara filtre kagidindan siiziilerek aktarilmistir. Daha sonra
filtre kagitlar1 4 ml Potasyum fosfat tamnponu ile yikanmistir. Elde edilen siipernatant
ve potasyum fosfat karisimi rotatorda karistirilmistir. Daha sonra 3000 xg’de 4° C
olacak sekilde 15 dk santrifiij edilmistir. Faz farki olan tiiplerde tstteki seffaf olan
potasyum tamponu alinarak, altta kalan yesil kisim (pellet) oda sicakliginda vakum

altinda kurutulmustur.
Transesterifikasyon Asamasi

-20 °C’ den alinan kurutulmus 6rnekler 1 ml metanolik NaOH ile ¢ozdiiriiliir ve Pyrex
tiiplerine aktarilir ve sonra 55°C’ye 1sittigimiz su banyosunda 15 dakika birakilir. 15
dk sonra 6rnekler su banyosundan alinarak iizerlerine 2 ml metanolik HCL eklenmistir
ve 20 saniye vortekslenmistir. Sonra tekrar 15 dakika su banyosunda inkiibe
edilmistir. 15 dk sonra alinmis ve {izerlerine 10 ul nanodekozonoik asit eklenmistir.
Daha sonra 1ml ddH20 ve 2 ml hekzan eklenmistir. 5 dk rotatorda dondiriilmiistir ve

5 dk sonra istteki yagl goriinen kisim almip yeni falkona aktarilmistir. Tekrar 2 ml
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hekzan eklenmis ve 5 dk homojen karisim elde etmek igin rotatorda karistirilmustir.
Daha sonra tekrar iistteki yagli kisim alinir ve havalandirmali kurutmaya birakilir.
Kurutulan ornekler 100ul (%100) hekzan ile ¢ozdiiriilerek GC-FID viyallere
aktarilmistir. Olgiim icin cihaza 130°C baslangig sicaklik, 240°C” ye kadar her 5°C de
5 dk beklenmesi talimat1 islenmistir. Ol¢iim sonucu elde edilen pikler analiz edilmis,
alan hesaplamasi1 yapilarak belirlenen metil esterlerin yiizdeleri oransal olarak
sunulmustur.Bdylelikle GC-FID (Gaz Kromatografi Alev Iyonlasmali Dedektor)

cihazinda 6rneklerin yag asidi igerik tayini yapilmistir.

\\\\ m\\ \\‘. g

Sekil 11.Trace 1310 gaz kromotografisi (Thermo Scientific) goriintiisii

34



3. BULGULAR

3.1 Chloroidium saccharophilum ASYA23 Tanimlamasina Ait Bulgular Ve
Sonuclar

Chloroidium saccharophilum ASY A23 mikroalgi Prof. Dr. Turgay Cakmak tarafindan
Antarktika’nin  Horseshoe adasinda (67°49°23.6”S  67°18°20.9”W) deniz
kenarindaki kayaliklarin iizerinden toplanmistir. Laboratuvara getirilen 6rnekler izole
edilip saflagtirilarak kiiltiire alinmistir. DNA ekstraksiyonu tamamlanan mikroalgin
safligi ve miktar1 spektrofotometrik Ol¢limlerle belirlenmistir. DNA 06rneklerinde
istenen boliimler PCR ile ¢ogaltilmistir ve PCR sonrasi elde edilen jel goriintiisti Sekil

12°de verilmistir.

Sekil 12. Chloroidium saccharophilum ASYA23 mikroalg DNA’sinin PCR jel goriintiisii.

Kiiltiire alinan mikroalgin 18S rDNA bolgesinden elde edilen SANGER sekans analizi
verileri NCBI sisteminde ON682304 erisim numarasi ile kaydedilmistir. Kayit edilen
sekans sonuclar1t NCBI/BLAST analizi ile en yakin tiirlerin eslesen sekans dizileri
sistemden alinmis ve FASTA formatinda birlestirilmis, UGENE programi kullanilarak
Clustal W algoritmasi ile hizalanmistir. Filogenetik aga¢ Maksimum Likelihood

yontemi ve 100 Bootstrap tekrari kullanilarak olusturulmustur (Sekil 13). Uretilen



filogenetik agaclarin sekilsel olarak diizenlenmesi icin ayrica FigTree (v1.4.4)
programi kullanilmistir. Mikroalglerin asagida sunuldugu gibi morfolojik analizleri,

filogenetik analiz sonuglar ile ortiismektedir.

Tree scale: 0.01 ——————
FNZ98217.1 Chiorelia vulgars'

MZ558752.1 Chioroldium onentale VCA-47
'KX024689.1 Chiorowdium saccharophilum FACHE-1796"

a1 ' MH551494. 1 Chioroidium saccharophilum CCAP 211/58'
3] ‘MH551488.1 Chioroidium saccharophilum SAG 2055
4l 'ONG82304.1 Chloroidium saccharophilum ASYA23"

Sekil 13.Chloroidium saccharophilum ASYA23 mikroalginin filogenetik agaci.

Chloroidium saccharophilum ASYA23’iin morfolojik olarak 151k mikroskobunda
incelenmesi sonucunda hiicreler elipsoidal ve kiiresel olabilmektedir. Hiicre boyutlari
4-10% 5-12 pum olarak olgiilmiistiir. Kloroplastlari tek, biiyiik, ¢cepere yakin sekilde

konumlanmistir ve hiicrenin ¢ogunu kaplamaktadir. Oval sekilde pirenoid varligi

gbzlemlenmistir (Sekil 14).
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Sekil 14. Chloroidium saccharophilum ASYA23 hiicrelerinin 151k mikroskopisi  goriintiisii.
Mikroskop biiyiitmesi 10x40

35



3.2 Mikroalglerin Cogalmasinda Meydana Gelen Degisimler
Azot ve magnezyum agligina birakilan ortamlarda kiiltiire aliman Chloroidium

saccharophilum ASYAZ23 tiiriiniin biiylimesini izlemek amaciyla optik yogunluk
belirlenmistir (Sekil 15).

Sekil 15. 20.giinde ¢ekilmis mikroalg kiiltiirlerinin goriintiisii

30 giin inkiibe edilen 6rneklerin her 5 giinde bir bitylime hizlari, 680 nm dalga boyunda
verdikleri absorbans degerlerine gore belirlenmistir. Azot ve magnezyum agliginin
mikroalglerin biiyiimeleri iizerinde 6nemli etkilerinin oldugu optik yogunluk ile

gbzlemlenmistir (Sekil 16).

Hiicre Buylimesi

=== KONTROL
2,5 A
= -MG
e -\

1,5 A

A680

0,5 -

0 5 10 15 20 25 30
Glinler

Sekil 16. Mikroalglerin bilylimeleri iizerine element agliginin etkileri.

Azot mikroalglerin biyokiitlesini olusturan protein, aminoasitler, niikleik asitler ve

diger N iceren bilesiklerin sentezi i¢in gerekli olan temel makro besin kaynagidir. Azot
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acligina birakilan Chloroidium saccharophilum 5.giine kadar bir {istel egri gostermis
fakat 5.giinden sonra baskilanmis, hatta 20. Giinde kontrole oranla yaklagik olarak
%168 oraninda baskilanmistir. 30. Giine kadar baskilanarak lineer evrede devam

etmistir.

3.3 Mikroalglerin icerdikleri klorofil ve karotenoid miktarlarinda meydana gelen
degisimler

Sekil 17°de goriildiigii gibi N ve Mg agligina birakilan Chloroidium saccharophilum
ASYA23 tiiriinlin zamana bagh olarak klorofil-a miktarinda farkli yanitlar
olugmustur. Azot acgligina biraktigimiz hiicrelerin 21. Giin klorofil-a orani ile 7. giin
Klorofil-a oran1 karsilastirildiginda %216 oraninda 6nemli bir disiis gosterdigi
kaydedilmistir. N(-) grubunu kontrol ile kiyaslandiginda 14. ve 21.giinlerde sirastyla
%249 ve %495 oraninda klorofil-a miktarinda bir diisiis gozlemlenmistir. Magnezyum
acliginda ise 7 ve 14. giin 6nemli bir degisiklik olmazken 21.giinde kayda deger bir
degisim gerceklesmistir. Oyle ki 21.giiniin klorofil-a oranin,7.giinkii klorofil-a
oranindan %84 oraninda diisiik gozlemlenmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildig
zaman 7 ve 14. onemli olabilecek bir degisim gozlemlenmezken, 21.giinde %134

oraninda bir diisiis kaydedildi.

Klorofil-a

=
H
)

H Kontrol

=
N
L

= Mg(-)

=
o
L

ON(-)

0

u g klorofil-a/ u g mikroalg

7 14

Zaman(Giin)

Sekil 17. Kontrol ortami ve element agligina birakilan mikroalglerin icerdikleri klorofil-a
miktarinda meydana gelen degisimler
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Azot ve magnezyum agligi uyguladigimiz mikroalglerin toplam klorofil miktarlar1 giin
bazinda degisiklik gdstermistir (Sekil 18). Azot aclhigina birakilan mikroalglerde 7.
gilinden itibaren toplam klorofil oraninda diislis gerceklesmistir ve en diisiik seviye
7.gline oranla 21.glinde yaklasik 9222 oraninda gozlemlenmistir. Kontrolle
karsilastirdigimizda 7.glinde kayda deger bir degisim goriilmezken 14. giinde yaklasik
%56 ve 21. giinde yaklasik %449’luk 6nemli bir diisiis kaydedilmistir. Magnezyum
acliginda ise 7 ve 14. Gilinlerde 6nemli bir degisim goriilmezken 21. giinde 7. Giine
oranla %84 oraninda 6nemli bir diisiis gozlemlenmistir. Kontrolle karsilagtirdigimizda
ise 7 ve 14. Giinlerde kayda deger bir degisim goriilmezken 21.giinde toplam klorofil

oraninda %52’lik bir diislis gozlemlenmistir.
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Sekil 18. Kontrol ortami ve element agligina birakilan mikroalglerin igerdikleri toplam
klorofil miktarinda meydana gelen degisimler

Toplam karotenoid igerigi Mg(-) ve N(-) kiiltiirlerde zamana bagli olarak miktarsal
degisimler gostermistir(Sekil 19). N(-) ortamda zamansal olarak 7.glinden itibaren
toplam karotenoid oraninda degisimler gozlemlenmistir. 7. gilinle oranlandig1 zaman
14. Giinde %121 oraninda bir diislis goriilmiis fakat 21.glinde bu oran %5 gerilemistir.
N(-) grubu kontrolle kiyasladigimizda 7.giinde onemli bir degisim goriilmezken,
14.giinde yaklasik %225 oraninda bir diislis goriilmiistiir ve 21.giinde ise yaklasik
%350 oraninda bir diisiis gergeklesmistir. Mg(-) ortamda kiiltiirti yapilan mikroalglerde

toplam karotenoid oraninda 6nemli goriilebilecek bir degisim gézlemlenmemistir.
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Sekil 19. Kontrol ortami ve element aghigina birakilan mikroalglerin igerdikleri toplam
karotenoid miktarinda meydana gelen degisimler

3. Mikroalglerin toplam sakkarit iceriklerinde meydana gelen degisiklikler

Azot achigi, magnezyum aghigi ve kontrol grubu olarak olusturulan deney
diizeneginde, hiicrelerin 7, 14 ve 21. Giinlerdeki sakkarit icerikleri analiz edildi ve
Sekil 20°de goriilen sonuglar elde edildi. Farkli giinlerde olciilen sonuglara
bakildiginda Mg (-) ve kontrol gruplarinda 6nemli bir degisim goriilmezken, N(-) grup
i¢in 21. Giinde 7. Giine kiyasla %38 oraninda bir artis oldugu goriilmektedir.

Farkli giinlerdeki sonuglar giin bazinda degerlendirildiginde sakkarit igeriginin Mg(-)
grubun sakkarit icerigi kontrol grubu ile karsilagtirildiginda onemli bir fark

goriilmezken, N (-) grubun sonuglar1 kontrol grubuna gore artis gdstermektedir.
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Sekil 20. Kontrol ortami1 ve element aghigina cevapta mikroalglerin i¢erdikleri toplam sakkarit
miktarinda meydana gelen degisimler

3.5 Mikroalglerin protein iceriklerinde meydana gelen degisimler

Protein analizi i¢in kontrol, Mg aglig1 ve N acligi olmak iizere ii¢ ayr1 deney grubu
olusturuldu ve ii¢ ayr1 zamanda protein igeriginin Ol¢limii gergeklestirildi ve Sekil
21°deki sonuglar elde edildi. Sonuglar analiz edildiginde 7. ve 14. gilinlerde 6nemli bir
fark gortilmezken, 21. giinde ki protein igerikleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda

Mg(-) ve N(-) gruplarini sirastyla % 38 ve %52 oraninda azaldig1 goriilmektedir.
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Sekil 21. Kontrol ortami ve element aghigina cevapta mikroalglerin protein igeriklerinde
meydana gelen degisimler

3.6 Mikroalglerin nétral lipid iceriginde meydana gelen degisimler
Stres kosullar1 altinda mikroalglerin yasamlarini devam ettirebilmesi i¢in depo

lipitleri olan nétral lipitleri biriktirdikleri bilinmektedir.

Mg(-) ve N(-) kiiltir ortamlarindan 6rneklenen mikroalglerde zamana bagli olarak
notral lipit oranlarinda degisimler goézlemlenmistir(Sekil 22). Mg(-) kiltiir
ortamindaki mikroalglerde ndtral lipit oran1 zamansal olarak degisimler gostermistir.
7. giinde notral lipit oraninda bir degisim gozlemlenmezken, 7.giine oranla 14.gilinde
%353 oraninda bir diisiis yasanmustir fakat 21.giinde %17 oraninda bir artis
goriilmiistiir. Kontrolle kiyasladigimiz zaman ise sadece 14.giinde %65 oraninda

Oonemli bir diisiis goriilmiistiir.

N(-) ortamda zamansal olarak 7. ve 14. giinlerde onemli degisim goriilmez iken
21.giinde 7.gline oranla %51 oraninda bir artis goriilmiistiir. Kontrol grubu ile
karsilastirdigimizda 7. ve 14. gilinlerde 6nemli bir degisim goriilmezken 21.giinde %24

oraninda bir artis gézlemlenmistir.
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Sekil 22. Kontrol ortam1 ve element acgligina cevapta mikroalglerin toplam nétral lipid
iceriklerinde meydana gelen degisiklikler

Cektigimiz goriintiilerde de noétral lipitler zamana bagl olarak artis gostermis ve N
acligma bagl olarak daha fazla oranda ndtral lipit biriktigi ortaya ¢ikmustir. Bir
siralama yapilirsa nétral lipit oraninda en gok N(-) ortamda, daha sonra Mg(-) ortamda

ve en az kontrol grubu olarak nétral lipit birikimi ger¢eklesmistir(Tablo 4).
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Tablo 4. Kontrol ortami1 ve element agligina cevapta Chloroidium saccharophilum ASYA23
hiicrelerinin ZEISS Axio Imager 2 floresans mikroskopisi. Mikroskop biiyiitmesi 10x100
Notral lipid cisimleri nil kirmizist ile kirmiz1 renkte goriintiilenmistir

7.giin 14.giin 21.giin

Kontrol

Mg (-)

N (-)

3.7 Oksijen Evolusyonu

Chloroidium saccharophilum ASYA23 tiirlinlin glinlere gore solunum hizina
bakildiginda kontrol grubunun zaman igerisinde hiicre sayisinin artigina bagh olarak,
solunum hizinda bir yiikselis goriilmiis bu yiikselis 21.giin, 7.giin ile kiyaslandiginda
%66 oraninda artmistir. Mg (-) ortamda ise 7 ve 14. giinler 6nemli bir degisiklik
olmamus, fakat 21.giin 7. giine kiyasla %39,9oraninda artis yasanmistir. N(-) ortamda
ise giinler arasinda énemli bir farklilik gézlemlenmemistir. Gruplart kendi aralarinda
kiyaslarsak N(-) ve Mg(-) ortamlarda yetisen hiicrelerin kontrole oranla zamana baglh
olarak solunum hizinda diisiis yasanmustir. Ozellikle 21.giinde bu oran su sekilde goze

carpmaktadir; N(-) ortamda kontrole kiyasla %107,0 oraninda diisiik bir solunum hizi
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gozlemlenmisken, Mg(-) ortamda ise %52 oraninda bir solunum hiz1 disiikliigii

goriilmistir (Sekil 23).
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Sekil 23. Kontrol ortami ve element acliina cevapta mikroalglerin solunum hizinda meydana
gelen degisiklikler

Chloroidium saccharophilum ASYA23 tiirii icerdigi klorofiller sayesinde fotosentez
yapabilmektedirler. Uygulanan Mg(-) ve N(-) ortamlara hiicreler, fotosentez bakimdan
farkli cevaplar vermislerdir. Giinlere gore kontrol grubunda fotosentez hizinda bir
yiikselis goriilmiistiir (Sekil 24). 7.giinde iiretilen oksijen miktart 4,56 nmol iken, 21.
giinde %27,78 oraninda yiikselip 5,82 nmol’e ulasmistir. N(-) ortamda kiiltiire edilmis
grupta ise 7. giin ve 21. giinii kiyasladigimizda ise %111,3 oraninda 6nemli bir diisiis
gozlemlenmistir. Mg(-) ortamdaki grupta ise 7.gline oranla diger giinlerde bir diisiis
goriilmistiir. Kiiltlir ortamlarini kendi aralarinda kiyasladigimizda 7. Giinde 6nemli
bir degisiklik gozlemlenmez iken 14.giin ve 21.giinde fotosentez hizinda kontrole
oranla onemli diisiisler gozlemlenmistir. Ozelliklede 21.giinde kontrol ile
kiyaslandiginda N(-) ortamda %201,2 ve Mg(-) ortamda ise %40,6 oraninda diisiis

gorilmiistiir.
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Sekil 24. Kontrol ortami ve element aghigina cevapta mikroalglerin fotosentez hizinda
meydana gelen degisiklikler

Sekil 25’da gosterildigi gibi Chloroidium saccharophilum ASYA23 tiiriiniin
fotosentez/solunum oranlarina bakildiginda, zamanla disisler goézlemlenmistir.
Zamana bagli olarak kontrol grubunda 7.giine oranla 14.giinde bir yiikselis goriilmiis
fakat 21.glinde %30 oraninda bir diislis goriilmiistiir. M(-) ortamda 7. giine oranla
14.glinde %25,2 ve 21.gilinde %59,5 oraninda bir diisiis gergeklesmistir. N(-) ortamda
ise 7.giine kiyasla 14.glinde 6nemli bir diisiis goriilmezken 21.giinde %127,4 oraninda
onemli bir diisiis goriilmiistiir. Kontrol grubu ile karsilastirdigimizda ise 7 ve 14.
giinlerde 6nemli bir degislik goriilmezken 21. giinde N(-) ortamda %45,6 oraninda bir
diisiis gozlemlenmistir. N(-) kiiltiirde tlretilen/tliiketilen oksijen miktarinin 21. giinde

azaldigi goriilmektedir.
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Sekil 25. Kontrol ortami ve element agligina cevapta mikroalglerin fotosentez/solunum
hizinda meydana gelen degisiklikler

3.8 FT-IR analiz sonug¢lari

Fourier doniisiimli kizilotesi (FTIR) spektroskopisi, biyokiitledeki molekiillerin
profilini inceleyerek makromolekiillerin 6n tarama yapilmasina olanak tanimaktadir
(Sekil 26). FTIR temelde molekiiller arasindaki baglarin, kiziltesi 1sinlar1 absorblama
oranlarinin yansimasidir ve molekiiller arasindaki farkli baglarin titresim frekanslar
cesitlilik gdstermektedir. Molekiiller arasindaki baglarin frekanslarindaki bu
farklardan dolay1 her bir molekiil 4000-400 cm™ spektrum araliginda farkli pikler
gostermektedir. FTIR yontemi tekstil, kozmetik, ilag gibi birgok farkli alanda
kullanilmasinin yani sira mikroalglerin makromolekiiler profillerinin analiz
edilmesinde etkili ve 6nemli bir analiz olarak goriilmektedir (Jiang ve ark., 2012).
Mikroalglerin genel makromolekiiler profillerinin FTIR yontemi ile analizi diger
kimyasallar kullanilarak uygulanan yontemlerden daha basittir bu yilizden hem insan
giicii hem de maliyet kiyaslamas1 yapildiginda FTIR daha avantajli bir yontem olarak
goriilmektedir. Son zamanlarda yapilan caligmalar ile FTIR analizinin mikroalg
karakterizasyonu icin uygulanilmas: gerekilen ilk analiz oldugu diisliniilmektedir.
Ancak su anki kullanim potansiyelinin, genellikle kimyasal yontemlerle elde edilen
sonuglar1 dogrulayici nitelikte oldugu goriilmektedir (Jebsen ve ark.,2012).
Mikroalgler karbonhidrat, lipit, protein ve pigment igerikleri ile 6ne ¢ikmaktadirlar ve

daha dnceden yapilan ¢aligsmalar sonucunda bu igerikler hakkinda bilgi saglayabilecek
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baz1 temel spektrum pikleri belirlenmistir. Bu piklerin ¢ogunun, mikroalgin FTIR
sonucunda ortak olarak goriildiigii belirlenmistir. Karbonhidrat igerigi hakkinda bilgi
almak istendiginde 1200-1000 cm™ spektrum aralig1 degerlendirilirken, lipit igerigi
hakkinda bilgi almak igin 3000-2800 cm™ ve 1740 cm™ spektrum degerleri
incelenmektedir. 3000-2800 cm™ spektrum araligindaki pikler metilen gruplarinin
varhgindan dolayr olusurken, 1740 cm™ spektrum degerindeki pikler C=O baginin
titresim frekansindan dolay:r goriilmektedir. 1645 cm™ ve 1545 cm™ spektrum
degerlerindeki pikler sirasiyla Amit I ve Amit II pikleri olarak bilinmekte ve protein
icerigi hakkinda bilgi vermektedir. Amit I spektrum piki C=0 molekiiliindeki baginin
simetrik gerilme enerjisi sonucu olusurken, Amit II spektrum piki N-H ve C-H
molekiillerinde baglarin simetrik gerilme enerjisinden dolay1 olusmaktadir (Meng ve

ark., 2014; Miglio ve ark., 2013).
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Sekil 26. Kontrol ortam1 ve element a¢ligina maruz birakilan mikroalglerden elde edilen 7.
giin FTIR verileri

Sekil 26°deki spektrum sonucu, kontrol, Mg (-) ve N (-) ortamlardan 7. giinde hasat
edilen orneklerin FTIR sonucunu gostermektedir. Genel olarak bakildiginda ¢ikan
spektrum piklerinin ii¢ grupta da benzer oldugu goriilmektedir. FTIR spektrum
sonuglar1 incelendiginde ve kimyasal yontemlerle yapilan analizlerin sonuglari ile
kiyaslandiginda, kimyasal analiz sonuclarmi dogrulayan sonuglar verdigi

goriilmektedir. Sakkarit icerigi hakkinda bilgi veren 1140 cm™ ve 1050 cm™ spektrum
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degerlerindeki sonuglara gore iic deneysel grup arasinda Onemli bir fark
goriilmemektedir ve bu sonug sakkarit analizi sonucu ile uyumlu olarak bulunmustur.
Lipit iceriginin anlasilabilmesi amaci ile 2900, 2850 ve 1740 cm™ dalga boylarinda ki
pikler incelendiginde 6nemli bir fark goriilmemistir. 1645 cm™ ve 1545 cm™ spektrum
degerleri protein icerigi hakkinda bilgi vermektedir ve N (-) grubu 6rneklerinin protein

iceriginin Mg (-) ve kontrol gruplarma gore azalmig olmasi beklenmektedir.
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Sekil 27. Kontrol ortami, ve element agligina maruz birakilan mikroalglerden elde edilen 14.
giin FTIR verileri
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14. giin 6rneklerinin FTIR sonuglari incelendiginde (Sekil 27) N (-) grubu drneklerinde
sakkarit igerigi Mg (-) ve kontrol grubu oOrneklerine gore daha fazla oldugu
goriilmektedir ve bu sonuglarin kimyasal analiz sonuglari ile uyumlu oldugu
goriilmektedir. Lipit icerigini degerlendirmek icin 2924 cm™, 2854 cm™ ve 1740 cm
spektrum degerlerindeki pikler incelenmistir. Lipit igerigi bakimindan ti¢ deney grubu
arasinda ¢ok fark goriilmesede N (-) grupta, kontrol ve Mg (-) gruplarina gore biraz
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Sakkarit i¢erigi hakkinda bilgi almak i¢in 1200-
1000 cm™ spektrum araligindaki pikler incelenmistir ve N (-), Mg (-) gruplarmin

sakkarit iceriginin kontrol grubuna kiyasla daha fazla olmasi beklenmektedir.
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Sekil 28. Kontrol ortami, ve element agligina maruz birakilan mikroalglerden elde edilen 21.
giin FTIR verileri

Ug deneysel grup igin 21. giindeki orneklerin FTIR sonuglart sekil 28°da’te
goriilmektedir ve spektrum sonuglarina bakildiginda 1050 cm™ spektrum degerindeki
sakkarit igerigi hakkinda bilgi veren pike bakildiginda N (-) grubun sakkarit igeriginin
daha fazla olmasi bekleniyor ve bu durum kimyasal analiz sonuglart ile
kiyaslandiginda sakkarit igeriginin fazla oldugu dogrulanmaktadir. 1645 cm™ ve 1545
cm™ spektrum degerlerindeki pikler protein icerigi hakkinda bilgi vermektedir ve
spektrum sonuglari incelendiginde N (-) grubu 6rneklerinde protein igeriginin daha az
olmas1 beklenmektedir ve kimyasal analizden elde edilen sonuglar da bunu
dogrulamaktadir. Lipit igerigi icin 2924 cm™, 2854 cm™ ve 1744 cm™ spektrum
degerlerindeki pikler incelenmektedir ve spektrum sonuglarina gore N (-) grubunda
lipit iceriginin daha fazla olmasi beklenmektedir. N (-) grubunun sakkarit igeriginin
degerlendirilmesi icin 1050 cm™ spektrum degeri incelenmistir ve sakkarit igeriginin

kontrol ve Mg (-) gruplarina gore fazla oldugu belirlenmistir.

3.9 Biiyiime ortamindaki element manipiilasyonunun mikroalglerin icerdikleri
yag asidi metil ester (FAMES) profillerinde sebep oldugu degisimler

Azot ve magnezyum eksik olan besiyerlerinde kiiltiire edilen migroalglerin yag
asitlerindeki degisimlerini belirlemek i¢in kiiltiiriin 21.gliniinde alinan 6rnekler Gaz

Kromatografi Alev Iyonlagsmali Dedektdr (GC-FID) cihazi ile incelenmistir. Sonuglar
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gosteren diagram ve grafikler; Kontrol grubu icin Sekil 29°da, Mg (-) icin Sekil 30°de
ve N (-) i¢in Sekil 31°de verilmistir.
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Sekil 29. Kontrol grubu mikroalglerin FAMEs igeriklerinde meydana gelen yiizdelik

degisimler

52



433,Ci (4.33%)
1.13,C2 (1.13%)
17.C2 (4.17%)
.14,00 (2.14%)
31,02 (0.31%)
1.95,C2 (1.95%)

18.6,C1 (18.60%) 35‘81 8 22:;

53,C1 (1.53%)

3.57,C1 (3.57%)

ggg} g%; 9.99,C1 (9.99%)
s 12.95,C1 (12.95%)
2.63,C1(2.63%)

3.16,C1 (3.16%)
9.46,C1 (9.46%)
0.61,C1 (0.61%)
1.99,C1 (1.99%)

Rel.Area

3 ¥4 FronOetects

m
1000
0o

&, 10 C18.0-Steank ast - 40 153
00
6- C16.0-Paimith 3s4- 37.042
700
@15 Steanidonik ast - 2212
®o.
15-C15h-Pontacerenom a5 135 898,13 . Che 2 cs-Unotedt ast - 41270
®0e
«©0
@, 18- C205-Ehosapentaenck ast (EPA) - 47943
14| cr63n6-Aphanglen gt 41
ehatinglents 4
%0 5 Eh B 45t b2 sapentaoncik ast 0P - 48.077
hosanol 3% e iTrinosit ast - 4508 - C4
(3-C13.0-Tadesilk pait- 31 50

20 @,2-C110-Undasik §44-26550

1+ C10.0-Kapeik ast - 35313
D -

283 260 280 x0 R0 M0 0 80 ©0o Qo “o 440 “o %00 820 840 840,

Sekil 30. Mg (-)ortama cevapta mikroalglerin FAMEs igeriklerinde meydana gelen yiizdelik
degisimler.
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Sekil 31. N (-) ortama cevapta mikroalglerin FAMESs igeriklerinde meydana gelen yiizdelik

degisimler.

Tekrarli caligsmalar ile GC-FID cihazindan alinan sonuglara gore (Sekil 29, Sekil 30,

Sekil 31); Azot ve magnezyum aghigina birakilan Chloroidium saccharophilum

ASYAZ23 tiiriine ait ortalama yag asidi profili Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5. Mikroalglerin FAMEs igeriklerinde meydana gelen yiizdesel degisimler.

Yag asidi(%) KONTROL Mg(-) N(-)
C10:0-Kaprik asit 0,0 1,1 0,7
C11:0-Undesilik asit 0,0 2,6 1,5
C13:0-Tridesilik asit 2,0 2,2 1,1
C14:0-Miristik asit 0,4 0,1 0,5
C17:0-Margarik asit 1,2 2,1 1,2
C18:0-Stearik asit 22,7 16,2 9,5
C16:0-Palmitik asit 13,5 10,7 14,3
C20:0-Eikosenoik asit 4,2 0,0 0,0
C23:0-Trikosilik asit 0,1 0,4 0,3
C22:0-Dokosanoik asit 3,3 1,9 0,6
C14:1-Mristoleik asit 3,9 4,3 1,9
C15:1-Pentadekenoik asit 8,8 8,1 6,8
C16:1-Palmitoleik asit 2,9 2,5 0,9
C17:1-Heptadekenoik asit 3,2 2,4 1,6
C18:1,cis-Oleik asit 0,6 1,2 18,1
C20:1,Cis-11- Eikosanoik asit 1,8 4,9 2,7
C18:1,trans-Elaidik asit 1,3 1,6 0,6
C18:2,trans-Linolelaidik asit 0,5 0,4 0,0
C18:2,cis-Linoleik asit 9,0 9,1 19,9
C18:3,n6-Alpha-Linolenik asit 3,7 3,4 0,4
C18:4n3-Stearidonik asit 0,0 6,0 2,1
C18:3,n3-Gamma-Linolenik asit 8,7 8,1 10,9
Cis-11-Dokosanoik asit 0,1 0,0 0,0
C20:2,Cis-11,14- Eikosanoik asit 2,0 0,0 0,0
C20:5-Eikosapentaenoik asit (EPA) 0,9 3,4 0,3
22:5n3-Dokosapentaenoik asit (DPA) 2,5 3,8 1,9
C22:6-Dokosahekseonik asit (DHA) 2,7 3,6 1,3

Doymus yag asitlerinin (SFA) yiizdesel oranlarmna baktigimizda (Tablo 5) C10:0

(kaprik asit) kontrol grubu mikroalglerde goriilmezken Mg(-) ve N(-) ortamlarda

kiiltiire alinan mikroalglerdesirasiyla 1,1 ve 0,7 oraninda ortaya ¢ikmistir ve yine ayni
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sekilde C11:0 (undesilik asit) kontrol grubunda goriilmezken Mg(-) ve N(-)
ortamlarda kiiltiire alinan mikroalglerde sirasiyla 2,6 ve 1,5 oraninda goriilmiistiir.
C13:0 (tridesilik asit) hem kontrol grubunda hem de Mg(-) ve N(-) ortamlarda yetisen
mikroalglerde goriilmiis, sirasiyla 2,0, 2,2 ve 1,5 oranlarinda degerler kaydedilmistir.
C14:0 (miristik asit) kontrol grubunda 0,4 ve N(-) grupta 0,5 oranindayken, Mg(-)
grupta 0,1 olarak bir diisiis kaydedilmistir. C17:0(margarik asit) kontrol grubunda
yiizdesel olarak 1,2 ve N(-) grupta 1,2 iken Mg(-) grupta 2,1 oraninda yiikseldigi
gozlemlenmistir. C18:0(stearik asit) kontrol grubunda 22,7 iken Mg(-) grupta 16,2 ve
N(-) grupta 9,5 seklinde bir gerileme kaydedilmistir. Yag asidi sonuglarimizda
yiizdesel olarak, kontrolde ve Mg(-) ortama cevapta mikroalglerde en yliksek yag
asidi, stearik asit olarak analiz edilmistir. C16:0 (palmitik asit) kontrol grubunda 13,5
ve N(-) grupta 14,3 iken Mg(-) grupta 10,7 oraninda bir diisiis goriilmiistiir.
C20:0(eikosenoik asit) kontrol grubunda 4,2 oranindayken Mg(-) ve N(-) gruplarda
goriilmemistir. C22:0(dokosanoik asit) kontrol grubunda 3,3 iken Mg(-) grupta 1,9 ve
N(-) grupta 0,6 oraninda bir diisiis gorilmistiir. C23:0(trikosilik asit) kontrol grubunda
0.1 iken Mg(-) grupta 0,4 ve N(-) grupta 0,3 oraninda bir yiikselis goriilmiistiir.
Toplam doymus yag asitleri(SFA) oranina bakildig1 zaman da kontrol grubuna kiyasla

Mg(-) grupta %37 oraninda, N(-) grupta ise %29,7 oraninda diisiik ¢tkmistir(Tablo 6.)

Tablo 6. Kontrol ortami1 ve ortam element agligina cevapta mikroalglerin igerdikleri doymus

(SFA), tekli doymamis (MUFA) ve ¢oklu doymamis yag asidi (PUFA) oranlarinda meydana

gelen degisimler

KONTROL Mg(-)  N(-)
47,3 37,2 29,7
22,6 24,9 32,6
30,1 37,8 36,8
Doymamislik Derecesi (DU) 82,8 100,6  106,2

Tekli doymamis yag asitlerinin (MUFA) yiizdelik olarak igeriklerine baktigimiz
zaman (Tablo 5); C14:1(Mristoleik asit) kontrol grubunda 3,9 ve Mg(-) grupta 4,3 iken
N(-) grupta 1,9’luk bir diisiis analiz edilmistir. C15:1(Pentadekanoik asit) kontrolde ve

55



Mg(-) grupta en yiiksek oranda ¢ikan tekli doymamuis yag asididir ve kontrol grubunda
8,8 ve Mg(-)’grupta 8,1 iken N(-) grupta oraninda hafif bir diisiis goriilmiistiir ve
6,8’e gerilemistir. C16:1(Palmitoleik asit) kontrolde 2,9 iken Mg(-) grupta 2,5 ve N(-
) grupta 0,9 olarak analiz edilmistir. C17:1(Heptadekanoik asit) kontrol grubunda 3,2
iken Mg(-) grupta 2,9 ve N(-) grupta 1,6 oraninda goriilmiistiir. C18:1,cis (Oleik asit)
kontrol grubunda 0,6 iken Mg(-) grupta 1,2 6nemli bir artig goriilmiis ve N(-) grupta
18,1 oraninda 6nemli bir ylikselis goriilmiistiir . C18:1,trans (Elaidik asit) kontrol
grubunda 1,3 iken Mg(-) grupta 1,6 ve N(-) grupta 0,6 olarak analiz edilmistir.
C20:1,cis-11(Eikosanoik asit) kontrol grubunda 1,8 iken Mg(-) grupta 4,9’lik bir
onemli bir yiikselis goriilmiis ayni sekilde N(-) grupta 2,7 oraninda dnemli bir yiikselis
goriilmiistiir. Toplam tekli doymamis yag asidi(MUFA) oranina bakildigi zaman,
kontrol grubu ile Mg(-) grup arasinda 6nemli bir fark goriilmezken, N(-) grup kontrol

grubu ile kiyaslandiginda %44,4 oraninda artig gézlenmistir (Tablo 6).

Coklu doymamis yag asitleri (PUFA) yiizdesel igeriklerine baktigimiz zaman (Tablo
5); C18:2,trans(Linolelaidik asit) kontrol grubunda 0,5 iken, Mg(-) grupta 0,4
goriilmiis fakat N(-) grupta ise  goriilmemistir. C18:2 cis (linoleik asit) kontrol
grubunda 9,0 ve Mg(-) grupta 9,1 iken N(-) grupta 19,1 oraninda 6nemli bir artig
goriilmiistiir ve ¢oklu doymamis yag asitleri arasinda en yiiksek oranda ¢ikmistir.
C18:3,n6-alfa (linolenik asit) kontrol grubunda 3,7 , Mg(-) grupta 3,4 iken N(-)
grupta bir diisiis goriilmiis ve 0,4 oraninda analiz edilmistir. C18:3,n3-
gamma(linolenik asit) , kontrol grubunda 8,7 , Mg(-) grupta 8,1 iken N(-) grupta
oraninda bir yiikselisle 10,9 oraninda oldugu goriilmiistiir. C18:4n3(stearidonik asit)
kontrol grubunda goriilmezken iken Mg(-) grupta 6,0 ve N(-) grupta 2,1 oraninda
goriilmiistiir. 0,1 oraninda eser miktarda kontrol grubunda goriilen cis-11-dokosanoik
asit, Mg(-) ve N(-) gruplarda goriilmemistir. C20:2,cis-11,14(Eiokosanoik asit ),
kontrol grubunda 2,0 oraninda goriilmiis fakat diger iki ortamda bulunmamistir. C20:5
(Eikosapentaenoik asit(EPA)), kontrol grubunda 0,9 ve N(-) grupta 3,9 iken Mg(-)
grupta 0,3 oraninda Onemli bir yiikselis gostermistir. 22:5n3(Dokosapentaenoik
asit(DPA)), kontrol grubunda 2,5 ve N(-) grupta 1,9 iken Mg(-) grupta 3,8 oraninda
bir ylikselis gostermistir. C22:6(Dokosahekseonik asit(DHA)), kontrol grubunda 2,7
iken Mg(-) grupta 3,6 ve N(-) grupta 1,3 oraninda goriilmiistiir. Toplam PUFA oranini
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kontrol grubu ile kiyasladigimiz zaman N(-) grupta %22 oraninda bir artig
goriilmiistiir, Mg(-) grupta ise 25,7 oraninda bir artis gézlenmistir(Tablo 6).

Toplam yag asidi degerlerine bakildiginda (Tablo 6); kontrol grubunda toplam
doymus yag asidi (3.SFA) %47,3 , tekli doymamis yag asidi (3 MUFA) %22,6 ve
Coklu doymamis yag asitleri (3 PUFA) %30,1 oraninda analiz edilmistir. Mg(-)
grupta Y SFA %37,2 ve > PUFA %37,8 oransal olarak birbirlerine yakin degerler
vermisler ve Y MUFA orani ise %24,9 ile onlara kiyasla diisiik ¢tkmistir. N(-) grupta
ise Y SFA , > MUFA ve > PUFA oranlar1 birbirine yakin sonuglar vermistir. Kontrol
grubunda Y SFA orani daha yiiksek iken Mg(-) ve N(-) gruplarda Y PUFA oran1 daha
yiiksek ¢ikmustir. ) MUFA orani ise Mg(-) ve 6zellikle N(-) gruplarda kontrol grubuna
kiyasla yiiksek ¢ikmistir. Doymamiglik derecesi kontrol grubunda %82,8 oraninda
iken Mg(-) grupta %100,6 ve N(-) grupta %106,2 olarak bir artis gostermistir.

4. TARTISMA
Antarktika’nin Horseshoe adasinda deniz kenarindaki kayaliklardan alinan 6rneklerin
DNA izolasyonu ve sekanslama sonuglart sonucunda Chloroidium saccharophilum
tirii tanimlanmistir. Mikroskop altinda incelen orneklerin elipsoidal veya kiiresel
oldugu, kloroplastlarin tek biiytik, cepere yakin konumlandigi ve iglerinde oval sekilde
pirenoid varligr gozlemlenmistir. Bu verilerimiz Darienko ve arkadaslarinin (2010)

yaptigi calismadaki verilerle uymaktadir.

Azot aghgma birakilan Chloroidium saccharophilum ASYA23 tiiriniin hiicre
yogunlugunun baskilandig1 gozlemlenmistir. Literatiir caligmalarinda yaygin olarak N
acligma birakilan mikroalglerin bilylimeyi durdurdugu bildirilmistir (Pancha vd.,
2014; Solovchenko ve ark.,2008). Santhakumaran ve ark.,(2020) Chloroidium
saccharophilum tiirii tizerinde N konsantrasyonlarini 0, 1.5, 2.9 ve 4.5 olarak yaptiklari
bir caligmada N acligina birakilan mikroalg hiicrelerinde biiylimenin baskilandigini ve
lineer evrede devam ettigini bildirmislerdir. Magnezyum agligina birakilan 6rneklerde

ise biiylimede 6nemli bir degisimin olmadig1 gérilmiistiir.

Mohammad Matin ve arkadaglarmin yaptigi (2018) bir ¢alismada Mg agligina
birakilan Chlorella sorokiniana’nin kontrol grubuyla o&nemli bir farklilik

gostermedigini gdzlemlemislerdir. Sonuglar yaptiimiz bu calismaya uymaktadir.
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Yine yapilan baska bir ¢alismada Scenedesmus opliquus’un biiyiime hizinin Mg
acligina bagl olarak ¢ok degismedigini sdylemislerdir (Hanifzadeh ve ark., 2018).
Buda Mg agliginin Chloroidium saccharophilum mikroalginin yogunlugu iizerinde

onemli bir etkisinin olmadigini gostermistir.

Magnezyum ve Azot eksik ortamlarda kiiltiirii yapilan Chloroidium saccharophilum
ASYA23 tiiriiniin hiicrelerinde klorofil-a oraninda degisimler gézlemlenmistir. Azot
eksik kiiltiir ortamindaki mikroalg hiicrelerinde klorofil-a oraninda zaman igerisinde
diisiis gortlmistiir. Mg(-) ortamda yetisen hiicrelerde ise 21.gilin sonunda bir diisiis
goriilmiistiir. Daha once Chloroidium saccharophilum tizerine yapilan bir ¢alismada
da N agligina birakilan mikroalglerin zaman bagli olarak klorofil-a oraninda 6nemli
bir diislis oldugu bildirilmistir(Santhakumaran ve ark.,2020). Isochrysis galbana
mikroalgi iizerine yapilan bir ¢alismada, N acliginin mikroalglerin tiim fotosentetik
pigmentlerinde azalmaya yol actigi bildirilmistir(Zarrinmehr ve ark.,2020).
Yaptigimiz ¢aligmada da bu verilere uygun olarak N(-) ortamin, hiicrelerde toplam
klorofil oraninda diisiise sebep oldugu goriilmiistiir. Mg(-) ortamda yetisen hiicrelerde
de toplam klorofil oraninda bir diisiis kaydedilmistir. Auxenochlorella protothecoides
tiirii lizerine yapilan bir ¢aligmada Mg acligina birakilan mikroalg tiiriiniin toplam
klorofil oraninda 6.1 kat azalma oldugu bildirilmistir (Polat ve ark.,2020).Bu
calismadaki veriler, c¢alismamizdaki veriler ile uyusmaktadir. Coulombier ve
ark.(2020) Nepharoselmis sp. mikroalgi {izerine yaptiklari bir caligmada zamana bagli
olarak azalan N agligindan dolay: toplam karotenoid oraninda disiis gerceklestigini
bildirmiglerdir. Bizim ¢alismamizda da N(-) ortamda zamanla toplam karotenoid
oraninda diisiis goriilmiistiir. Mg(-) ortamda ise toplam karotenoid miktarinda 6nemli
bir degisim goriilmemistir. Yaptigimiz sakkarit tayinlerinde Mg(-) ortamda kiiltiire
alinan orneklerde 6nemli bir fark goriilmedi fakat N(-) ortama cevapta ise sakkarit

oraninda 6nemli bir ylikselis goriilmiistiir.

Mg(-) ortam ve N(-) ortamlarda kiiltiire alinan 6rneklerin protein igeriginde ise 21.
giinlin sonunda Onemli sayilabilecek bir diisiis yasanmistir. Daha Once
A.protothecoides tiirii iizerine yapilan bir calismada farkli Mg konsantrasyonlari
uygulanmis ve en disik protein oram1 Mg aghigina birakilan mikroalglerde
goriilmiistiir (Canbulat ve ark., 2008). Bu sonug, ¢alismamizdaki Mg agligi sonucunda

cikan verileri destekler niteliktedir. Azot elementi protein yapisindaki temel
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elementlerden biri oldugundan dolay1 N acligina maruz birakilan hiicreler strese girer
ve protein tretimlerinde azalis goriilmesi beklenir. Chlamydomanas reinhardtii ve
Scenedesmus subspicatus’ta nitrojen agligina bagli olarak toplam protein igeriginde
%15-18’lik bir azalma oldugu bildirilmistir (Dean ve ark., 2010). Bu ¢alismanin
sonuglar1 incelendiginde N agliina maruz birakilan hiicrelerin protein igeriginin

azalmasi literatiir bilgileri ile dogrulanmaktadir.

Notral lipit igeriginde ise zamansal olarak hem Mg(-) ortamda hemde N(-) ortamda
kiiltiire alinan mikroalglerde bir birikim gerceklestigi analiz edilmistir. Scenedesmos
obliquus ile yapilan bir calismada Mg konsantrasyonundaki degisikliklerin lipit
tiretkenligini 6nemli derecede degistirdigi gozlemlenmistir. Fakat bu biiylime hizini
cok etkilememistir ve ayn1 calismada artan Mg oranina bagli olarak lipit iiretiminin
artig@1 bildirilmistir. (Esakkimuthu ve ark., 2016). Calismamizda M(-) ortamda kiiltiire
alinan 6rneklerde zamana bagli olarak bir artig goriilsede kontrol grubuna kiyasla lipit
artig1 olmadigi goriilmektedir. Breuer ve ark., (2012) yaptiklari bir calismada N(-) olan
kiltir ortamlarinda Chlorella vulgaris, Chlorella zofingiensis, Neochloris
oleoabundans ve Scenedesmus obliquus ‘un, kuru agirliklarinin %35’inden fazlasin
triagilgliserol (TAG) olarak biriktirdiklerini bildirilmislerdir. Fotograflar1 ¢ekilen

notral lipit goriintiilerimizde bu verileri destekler niteliktedir.

Fotosentez solunum oraninda ise N(-) kiiltiirde iiretilen/tiiketilen oksijen miktarinin
21. giinde azaldig1 goriilmektedir. Jiang ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada da N
acligma bagl olarak Fv/Fm(PSII maximum fotokimyasal verimliligi) degerlerinde
diisiis oldugu gozlemlenmis (Jiang ve ark., 2012) ve yine diger bir ¢alismada
Hanifzadeh ve arkadaslarin yaptigi bir ¢aligmada Fv/Fm degerlerinin 0,65 ten 0,26 ya
diistiigiinii bildirdikleri gozlemleri ile tutarlidir. Ayrica ayni ¢alismada Mg agligi
tizerine yaptiklari gozlemlerde Fv/Fm oranlarinda da bir diisiis goriildiigii ama N aghig
kadar 6nemli olmadig: bildirilmistir (Hanifzadeh ve ark., 2018). Bizim ¢alismamizda
ise elemen agligma cevapta, kontrolle aralarinda O6nemli bir farklilik olmadig:

goriilmiistiir.

Yapilan kimyasal analizlerden elde edilen sonuglar FT-IR analizi ile de
dogrulanmistir. Magnezyum eksik ve azot eksik olarak farkli stres kosullarina maruz

birakilan orneklerin FT-IR analiz sonuglar1 incelendiginde strese maruz birakilan
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gruplarin sakkarit ve lipit igeriklerinde artis gozlemlenirken, N agligina maruz
birakilan grupta protein igeriginin azaldig1 goriilmektedir. Besin eksikligi stresinin
mikroalglerin metabolitleri {izerine olan etkisi bir ¢ok ¢alismada incelenmistir ve
besinlerin sinirlandirildig: taktirde karbonhidrat, protein ve lipit gibi metabolitlerin
miktarlarinda degisimler olmaktadir. Karbonhidrat ve lipit igerikleri besin eksik,
ozellikle N eksik, kosullara maruz birakildiginda artig gosterirken protein igeriginde
bir azalma oldugu bilinmektedir. FT-IR analizi metabolit profili hakkinda dogrudan
bilgi vermese de yapilan kimyasal analizlerin sonuglarmi dogrulamak igin

kullanilabilmektedir.

Omega-3, omega-6 ve omega-9 yag asitleri bir¢cok fizyolojik ve biyokimyasal olayda
gorev almaktadir. Omega yag asitlerinin, bagisiklik sistemini gii¢lendirdigi, beyin
gelisimini  sagladigi, koroner kalp hastaliklarini 6nledigi fonksiyonel olarak
bilinmektedir. Ayrica beyinde, gozlerde, plasentada toplandigi ve bunlarin
fonksiyonlarini yerine getirmesinde yardime1 oldugu, kandaki yag oranini diizenledigi
soylenilmektedir (Canbulat ve ark.,(2008)). Yetersizliklerinde insanlarda bazi
rahatsizliklara neden olmaktadir. Bunlar arasinda biiylimede gerileme, bazi deri
hastaliklari, kanserin bazi tiirleri, astim ve 6grenme geriligide gergeklesebilir (Lewis
vd., 2000). Omega-3 yag asitlerinden, C20:5 eikosapentaenoik asit (EPA), C22:6
dokosaheksaenoik asit(DHA), C18:3 alfa lineloik asit(ALA)’in 6nemli oldugu
bilinmektedir. Yapilan ¢aligmadaki biitin deney ortamlarimizda Chloroidium
saccharophilum ASYA23 tiirinde EPA, DHA ve ALA yag asitlerinin var oldugu
analiz edilmistir. Ozellikle Mg(-) ortamda kiiltiire alinan mikroalglerde EPA ve DHA
diger iki ortama oranla daha yiiksek miktarda bulunmustur. ALA, hem kontrol
grubunda hemde Mg(-) grupta, N(-) eksik grubana gore daha yiiksek ¢tkmistir. Onemli
omega-6 yag asitleri, linoleik asit ve arasidonoik asittir. Calismamizdaki C18:2 cis
linoleik asit yiiksek oranda bulunmakta ve ozelliklede N(-) ortamda yetistirilen
mikroalglerde daha yiiksek c¢ikmistir. Bir omega-9 olan 18:1 oleik asit, yapilan
analizler sonucunda 6zellikle N(-) ortamda yetistirilen mikroalglerde yiiksek oranda

bulunmustur.

5. SONUCLAR
Bu tez ¢alismasinda yapilan psikofilik bir mikroalg olan Chloroidium saccharophilum

Asya23 tiiriinlin N ve Mg acligina birakilarak uygulanan stres ortami, 7.,14. ve
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21.glinlerde kontrol grubuyla kiyaslandiginda farkli metabolik degisiklikler
gostermistir. N(-) ve Mg(-) agligina birakilan mikroalg hiicrelerinin metabolik olarak
gosterdigi degisimleri burada kisaca toparlarsak; N(-) kiiltiir ortaminda hiicre
bliyiimesinin 5.giinden itibaren baskilandigi ve lineer evrede devam ettigi
gbzlemlenirken Mg(-) kiiltiir ortamindaki hiicrelerin kontrolle paralel bir biiyiime
gosterdigi ve 6nemli bir baskilanmanin olmadigi gorilmiistiir. Klorofil-a ve toplam
klorofil i¢eriginde Mg(-) kiiltiir ortamindaki mikroalg hiicrelerinde genellikle 7. ve
14.glinde bir degisim goriilmezken 21.glinde kontrol grubuna oranla diisiis
gozlemlenmistir. N(-) kiiltiir ortamindaki Orneklerde ise 7. gilinden itibaren
miktarlarinda diisiis gozlemlenmistir. Hem Mg(-) kiiltiir ortaminda hem de N(-) kiiltiir
ortaminda biyiitiilen mikroalglerde 21.giinde toplam klorofil, klorofil-a oranlarinda
istatiksel olarak 6nemli bir diislis gdzlemlenmistir. Toplam karotenoid oraninda Mg(-)
ortamda kiiltiire almman orneklerde hem zamansal olarak hem de kontrolle
kiyaslandiginda 6nemli bir fark goriilmezken, N(-) ortamda biiyiitiilen mikroalglerde
14. giinde 6nemli bir diisiis yasanmis fakat 21.glinde tekrar eski seviyesine geri
cekilmistir. Sakkarit oraninda ise Mg(-) ortamdaki hiicreler ile kontrol grubu arasinda
onemli bir degisim goriilmezken, N(-) ortamda biiyiitiilen mikroalglerde sakkarit
miktar1 kontrol grubuna gore artis gostermistir. Diger taraftan Mg(-) ve N(-)
ortamlarhiicrelerde protein oranini da etkilemis ve protein igeriginin diismesine neden
olmustur. Proteinlerin aksine Mg(-) ortamda kiiltiire alinan hiicrelerde nétral lipit
oraninda onemli bir degisiklik olmazken, N(-) ortamdaki hiicrelerde nétral lipit
birikiminde 6nemli bir artis gergceklesmistir. Fotosentez solunum oraninda ise zamana
bagli olarak biitiin ortamlarda bir diigiis olmustur. Lipit, protein ve sakkarit i¢in yapilan
FTIR spektrum sonuglar1 deneysel olarak yaptigimiz sonuglari desteklemektedir. Son
olarak element agligina cevapta mikroalglerin icerdikleri FAME profilleri
degerlendirildiginde omega-3 yag asitleri olan DHA ve EPA, omega-6 olan linoleik

asit ve omega-9 olan oleik asitteki artislar goze ¢arpmaktadir.
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