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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Neochloris aquatica STAR MIKROALGININ KULTURU VE
BiYOKIMYASAL OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Fatma S. R. ELBARASI
Kastamonu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Su Uriinleri Yetistiriciligi Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Soner BILEN

Ozet: Bu calismada, daha once kiiltiirii calisilmamis olan Neochloris aquatica
mikroalginin klasik mikroalg kiiltiir ortamlarinda kiiltiirii denenmistir. Bu maksatla,
Neochloris aquatica modifiye edilmis Bold's temel kiiltiir ortami (B1NV), Bold's
temel kiiltiir ortam1 (BBM), mavi yesil kiiltiir ortam1 (BG11) ve yeni kiiltiir ortamina
(OM) benzer sartlar altina ekilmistir. Calisma sonunda BINV’de ortalama 2,63x10°
hiicre/ml, BBM’de ortalama 2,51x10° hiicre/ml, OM’de ortalama 0,8x10° hiicre/ml
ortalama hiicre/ml yogunluga ulastigi gézlenmistir. Bu ortamlara alternatif olarak
hazirlanan BG11 ortaminda hiicre yogunlugunun 2,95x10° hiicre/ml ile en yiiksek
yogunluga ulastig1 tespit edilmistir. Calisilan 6rnek BG11 ortaminda 0,684 gr/L kuru
agirhigma ulasmistir. Kiiltiir gelisiminde en iyi yogunluk 26. giinde gdzlenmistir.
Kiiltlir 26. giinde durgunluk fazina girmis ve bundan sonraki giinlerde kiiltiir 6liim
fazina girerek hiicre sayist azalmaya baglamistir. Tim bu  veriler
degerlendirildiginde, Neochloris aquatica’nin BG11 ortaminda, ticari 6nemi oldugu
diistinlilen ve biyoteknolojik ¢aligsmalarda siklikla kullanilan mikroalg tiirleri kadar
hiicre yogunluguna ulastig1 saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Neochloris aquatica, mikroalg, kiiltiir ortami, biyoteknoloji
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Bilim Kodu: 101



ABSTRACT

MSc. Thesis

CULTURE OF Neochloris aquatica STAR AND ITS
DETERMINATION OF THE BIOCHEMICAL PROPERTIES

Fatma S. R. ELBARASI
Kastamonu University
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Yetistiriciligi Anabilim Dali

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Soner BILEN

Abstract: In this study, culture possibilities of Neochloris aguatic microalgae that
uncultured previously in some classical culture media was investigated. With this
aim, Neochloris aquatic was inoculated into differen culture media suc as Modified
Bold’s Basic Culture Media (BINV), Bold’s Basic Culture Media (BBM), Blue
green culture media (BG11) and new culture media (OM) in similar conditions. At
the end of the study, it was observed that the cell density was reached to 2.63x10°
cell /ml in BINV, 2.51x10° cell /ml in BBM and 0.8x10° cell/ml in OM groups. In
BG11, alternative culture media instead of other media, cell density was reached
with its highest value up to 2.95x10° cell/ml. In BG11 culture media, dry weight of
the studied sample was 0.684 gr/l. The best improvement in the culture was observed
at the 26th day of the study. after 26th day of the study, the culture was entered itd
constant phase and the after this day, the culture entered its dead phase and the cell
count started to decrease. All this data showed that Neochloris aquatica in BG11
media was reached its aimed cell density that is expected in biotechnological studies.

Key Words: Neochloris aquatica, microalgeae, culture media, biotechnology

2017, 32 Pages
Science Code: 101
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1. GIRIS

Yesil algler ki iglerinde en ¢ok bilinen adiyla Chlorella vulgaris, Chlorophyceae
familyasinda yer alip diinyanin var oldugu ilk giinden beri varligim siirdiirmektedir.
Fosil kayitlar bundan 2,5 milyar yil 6nce bu alglerin varligini kanitlamaktadir.
Mikroalgler atmosferden aldiklart CO2’1 oksijene c¢evirerek atmosferde hayatin
baslamasini saglamistir. Gilinlimiizde ise algler tiim diinyada hernevi su kaynaginda

yayilim gdstermekte ve en olumsuz ortamlarda bile yasamlarini siirdiirmektedirler.

Chlorella, mavi yesil alg, ilk olarak 1919 yilinda fotosentez caligmalarinda
kullanilmaya baslanmis, daha sonra arastirmacilar tarafindan besin igerikleri ve besin
ihtiyaglar1 gibi calismalar devam ettirilirken, sonralar1 bu alglerin protein ve yag
iceriklerinin belirlenmesi ile endiistriyel boyutlarda {iretimine gegilmistir. Mavi yesil
algler bitkilerin aksine igerdikleri zengin mineral kaynaklari ile ve siirekli
tiretimlerinin yapilabilmesi ile iyi bir protein kaynagi olarak ve ucuz ve kaliteli besin

olarak tiretilmeye baglanmustir.

Fotograf 1.1. Volvocine algleri (Leliaert, Smith, Moreau, Herron, Verbruggen, vd. 2012)



Chlorella’nin tiretimi ile ilgili olarak sorunlarin ¢6ziilmesiyle birlikte mavi yesil alg
tiretimi biiyiik bir sektor halini almistir. Bu konuda tiretim ile ilgili olarak ilk patent
Kloetze Almanya’da alinmistir (Sirenko ve Pulz, 2000). Giiniimiizde alg iiretiminde
yillik olarak sadece Chlorella vulgaris iiretiminde 500 milyon dolar gelir elde
edilmistir. Buna ek olarak mavi yesil alglerin 30 farkl tliriiniin liretimi yapilmakta
ve bu triinler gida olarak tiiketildigi gibi aym1 zamanda kozmetik sanayisinde de

kullanilmaya devam etmektedir (Mobin ve Alam, 2017).

Daha onceden belirtildigi iizere mavi yesil algler giiniimiizde hayvan ve insan gidasi
icin protein kaynagi olusturmaktadir. Mikro alglerin protein igerikleri ¢ok yiiksek
olup, ozellikle yiiksek yapili bitkiler ile kiyaslandiginda, teorik olarak da basarili bir
yiyecek kaynagi olmaktadir. Bununla birlikte mikro alg {iretiminde yasanan biokiitle

sorunun birncil problemi olusturmaktadir.

Protein sindirilebilirliginin artmasina paralel olarak her daim tiretimde maliyetlerin
diismesi s6z konusu olmamaktadir. Farkli iiretim tekniklerinin uygulanmasi alg
tretiminde hatirlanmas1 gereken ©nemli noktalardan biri alg hiicre kalitesini

diistirdiigii gibi besinsel igerigini de olumsuz etkilemektedir.

Uretim maliyetlerini diisirmenin bir yolu, sera gazi iiretiminin de azalmasini
saglayacak olan, foto bioreaktorlerin kullanilarak fosil yakit giicii elde edilmesidir.
Gli¢ istasyonlarindaki CO, iiretimi ki sera gazi etkisini en ¢ok olusturan gazdir,
mikro alg kiltiiri i¢in kolaylikla kullanilabilir ve bdylece iiretim maliyetleri de
paralel olarak diigebilir. Bu ayn1 zamanda kiiresel olarak CO, emisyonunu da
azalmaya neden olacaktir (Kremer vd., 2004). Ayn1 zamanda atik su arittiminda
mikro alg kullanimi, mikro alglerin iki farli sekilde kullanimini ortaya koyacaktir.
Mikro algler kirli sulardaki fosfat, nitrat ve diger maddeleri besin kaynagi olarak

kullanmakta ve suyun temizlenmesine yardimci olmaktadir (Craggs vd., 1996).

Giliniimiizde ¢agmn hataliklar1 olarak bilinen kanser, yiiksek yaglanma ve sistemik

yiiksek tansiyon tedavisinde bir¢ok ilag gelistirilmis olmamakla beraber ilaglarin bu

sorunlart tam anlamiyla c¢6zememesi yada yan etkileri Onemli eksiler olarak

gozlenmektedir. Bu baglamda yeni ilaglarin gelistirilmesi ve dogal {irlinleri

doniilmesi bir alternatif olarak ortaya c¢ikmaktadir. Mikro alglerden Chlorella
2



vulgaris bu baglamda potansiyel iiriin olarak ortaya ¢ikmaktadir. Chloreallanin
bagisiklik yanitt uyardigi gayet iyi bilinmekte, bir¢ok kanser tiimériine kars1 onleyici
etki gostermekte, yiiksek tansiyon ve kalp hastaliklarina iyi geldigi gibi kolesterol
seviyelerini de azalttigi bilinmektedir. Ayrica bu iriinlerin yumurta tavuklarinda

yumurtlamay1 da arttirdigi bilinmektedir.

Mikro algler ayn1 zamanda doymamuis yag asitleri, glikoproteinler ve diger maddeler
icin tagiyici besin katkisi olarak gorev almakta ve insan ve hayvan sagiligini olumlu
etkilemektedir. Hayvan yetistiriciliginde yem katkis1 olarak hayvanlarin daha iyi
beslenmesi saglayacak iirtinler aranmaktadir. Bununla birlikte gelistirilen iiriinlerin
hayvan sagligi agisindan 6nemi kontrol edilmelidir. Yesil mikro alglerdeki yiiksek
niikleik asit igerigi hayvan iiretiminde {irik asit tiretiminin artmasi ile gut hastalig
benzeri hastaliklara neden almakta ve hatta bu trtinlerin tiikketilmesi ile insan saglina
da olumuz etkiler gosterebilmektedir. Bu baglamda yiiksek alglerin ¢ok fazla

tiiketilmesi insan saghigi agisinda da olumsuz olabilir.

Diger onemli bir nota, mikro alglerin farmokinetik kullanimlarma olan ilginin
artmasidir. Ayrica mikro alg tiretimi kiiresel CO;, liretimi sorunun da bir ¢oziim

olarak giindeme gelebilir.

Bu c¢aligmada giinimiizde biiyilk Oneme haiz olan mikro alg iiretiminde
kullanabilecek daha ekonomik bir tiir olabilecek star mikroalginin kiiltiir kosullarinin
belirlenmesi ve besin igeriklerinin belirlenerek iiretiminin uygunlugu tartisilmistir.
Caligmada kullanilan Neochloris aquatica taksonunun canli sisematigindeki yeri ve

taksonomik gruplar1 asagida belirtilmistir.

Empire: Eukaryota
Kingdom: Plantae
Subkingdom: Viridaeplantae
Phylum: Chlorophycophyta
Class: Chlorophycophyta
Order: Sphaeropleales

Family: Neochloridaceae



Genus: Neochloris

Species: aquatica

1.1. Alglere Genel Bakis

Alg kelimesi latin orjinli olup su yosunu anlamina gelmektedir (Bellinger ve Sigee,
2010). Bu terim farkli morfoloji ve filogenide olan prokaryot ve Okaryotlari
tamimlamaktadir. Mikro algler kiigiik, fotosentetik, heterotrofik yada fogotrofik ve
tek hiicreli veya kolni olusturan sucul bitkiler olarak tanimlanabilir (Susan, Harrison,
Griffiths, Caryn, Hille 2004).

Mikro alglerin ototorfik organizmalar olmasi inorganik kaynaklardan besin
tretmelerini  saglamaktadir ve ayrica fotosentez yapmalar1 151k enerjisini
karbondioksit kullanarak kompleks yapilar olusturmalarini saglamaktadir. Baz1 algler
hererotrofik olup esansiyel kompleks molekiilleri saglamasini kolaylastirarak
(Bellinger ve Sigee, 2010) fotogrofi olarak isimlendirilen islemi gergeklestirerek
hiicre osmotrofisi yaparak organik molekiillerin organizmaya alinmasinin saglarlar
(Graham ve Wilcox, 2000). Bununla birlikte birgok mikro alg tiirii hem osmotrofi
hemde fotogrofi olaylarim1 gergeklestirerek inorganik ve organik molekiilleri
kullanmakta bu iki hadiseyi de gergeklestirmeleri durumunda miksotrofi olarak

isimlendirilmektedir.

Suana kadar milyonlara tiirii ve varyetesi olduguna inanilan mikro alglerin 75500
tiiri belirlenmis ve 44000 adedi isimlendirilmistir (Guiry, 2012). Alglerin 6zellikle
Heterokontopyha ve Chlorophta divisyonlar1 bulunduklar1 sucul ortamlart muazzam
bir sekilde degistirip ¢ok iyi biyoindikator tiir olarak ele alinmaktadirlar. Bazi
alglerin zehirli toksinler irettigi ve tatlarmin son derece koti oldugu da
bilenmektedir. Otrofik gollerde yesil algler en yaygin olan tiirlerdir. Otrofik gollerde
bulunan Cyanobakteriler ise kiiresel olarak toksinleri dolayisiyla problem
olusturmaktadir. Gollerinin diinya capinda % 75’inin Cyanobakteri igermesi
nedeniyle giivenlik seviyesi ve risk analizinde 6nemli bir yer tutar hale gelmistir

(Mosley, Manssor, Milow ve Salleh, 2012).



1.2. Boyut ve Sekil

Tek hiicreli mikro metre boyutlarinda yada 50 metre uzunlugundaki kelpler ele
alindiginda, algal tiirlerin bir¢cok farkli boy ve sekilde oldugu goriilebilmektedir.
Normal dogalarinda ¢evre iiremlerine ve gelismelerine yardimci olmaktayken insan
aktiviteleri biiylimelerini sinirlandirmaktadir (Graham ve Wilcox, 2000). Alglerin
planktonik olarak bulunmalar1 biiyiikliiklerinin sinirlandirmakta, prokaryotik tek
hiicreli olanlar1 1 pum den koloni olusturan mavi-yesil alglerde ise 2000 um’ye
ulagabilmektedir. Bentik ortamda yasayan alglerde boyutlar c¢ok degiskenlik

gostermekte filamentli olanlarda boyutlar1 santimetrelere kadar ¢ikabilmektedir.

Sekil 1’ de farkli boyut ve sekillerde olan alglere &rnekler gosterilmistir. Bu
baglamda kiire sekillerinden flagellali olanlara kadar ¢ok fazla degiskenlik goze
carpmaktadir.

Sekil 1.1. Farkl sekillerdeki algler (Bellinger, 1992).a; Selenastrum, b; haraketli tek
hiicre, c; haraketsiz koloni, d; Secenedesmus, e; haraketli koloni, f;
Pandoria,
g; Voloks, h; Boliimlenmi flament, i; Cladophora.



Alglerde haraketlilik genel olarak flagella ile olmakla birlikte baz1 alglerde hareket
salgiladiklar1 organik bir madde olan miisilaj ile olmaktadir. Miisil ayn1 zamanda
koloninin biyiikligii ve seklini de belirlemektedir. Algal tiirlerin tiir isimlerinin
belirlenmesinde biiyiiklik ve sekil Oneliyken, gaz aligveris yontemleri, 11k
emilimleri, hiicre yapist ve biliylime orani, haraketlilik ve zooplanktonlar tarafinda
yenmeleri de tiir ayriminda kullanilan 6nemli ozelliklerdir (Bellinger ve Sigee,
2010).

1.3. Alglerde Divisyonlar

Algler, goriiniis, biyokimya, mikroskobik goriiniis ve sitoloji 6zellikleri ile 10 ana
grup altinda toplanmaktadir (Graham ve Wilcox, 2010). Alglere ait olan bu gruplar

ve alt divisyonlar Sekil 1.2.’de verilmistir.

—Cyanobacteria
—Glaucophytes

Rhodophytes

Heterokonts
rhodoplasts

chloroplasts

Land plants (Embryophyta)

Chlorarachniophytes

Sekil 1.2. Algal disivyon

1.4. Algal Biiyiimeyi Etkilyen Faktorler

1.4.1. Isik



Tim bitkilerde oldugu gibi mikro algler fotosentez yoluyla inorganic maddeleri
organik maddelere doniistiiriirler. Bu reaksiyonlarda 1s1k ana enerji kaynagi olup
yogunlugun, spektral kalitenin ve fotoperiyodun dikkate alinmasi gerekir. Isik
gecirgenligi Oonemli bir rol oynarken, tiirlerin ihtiyaclari son derece degiskenlik
gostermekte, bu durum tiiriin yasadigi derinlige ve hiicre konsantrasyonlarin gore
degisim gostermektedir (1000 lux kiiciik erlenler i¢in, 5000-10000 lux yogun liretim
icin). Isik dogal olarak gilinesten yada floreasnlardan saglanabilir. Cok yiiksek 151k
siddeti fotosentezi kisitlanmasina neden olabilir. Ayrica yiiksek 1518in neden
olabilecegi fazla 1sinmadan da kagmilmalidir. Floresan tiipler 6zellikle iiretimde
istenen dalga boylar1 olan mavi ve kirmiz 1sik spektrumlarmi yaydigl icin tercih
edilirler. Yapay olarak yapilan 1siklandirmanin en az 18 saat olmasi1 gerekmektedir.
Tiim uyarlamalar yapilirken tiiriin 151k istekleri dikkate alinmali ve her tiiriin farkli

ortamlarda gelismeyi tercih ettigi goz ardi1 edilmemelidir.

1.4.2. pH

Algal tiirler i¢in pH daima 7 ve 9 arasinda seyretmelidir. Bununla birlikte optimum
seviye 8,2-8,7 arasinda degismektedir. Tam kiiltiir Giretimi esnasinda meydana bir
cok hiicresel yikim nedeniyle pH’in siirdiiriilebilir olarak devam etmedi 6zellikle
istenen araliklarda, son derece zordur. Bu baglamda kiiltlirii devam ettirilmesi i¢n
havalandirmaya gerek duyulmaktadir. Yiiksek yogunluklu alg kiiltlirii yapabilmek
icin sisteme karbondioksit girilmesi pH iizerinde azalmalara neden olmaktadir ki bu
da alglerin Dbilyimesi esnasinda 9 olmasi gereken pH’nin Kkontrol altinda

tutulamamasina neden olmaktadir.

1.4.3. Sicakhk

Plankton kiiltiirleri i¢in optimal sicaklik, genel olarak 20 ile 24°C'dir. Ancak bu
durum kiiltiir ortaminin yapasi, tiirler ve kiiltiirlenen gerilme ile gesitlilik gdsterebilir.
Mikro alglerin ¢ogu genel olarak Kkiiltire aliman tiir, 16 ile 27°C arasindaki
sicakliklara dayanabilir. 16°C'den daha diislik sicakliklar biliylime yavaslarken,
35°C'den daha yiiksek olanlar ortamlar ise dliimciildiir. Thtiya¢ duyulmasi halinde
deniz alglerine ait kiltiirler kiiltlir yiizeyindeki soguk su akisi ile ya da sogutulan
havanin gecirilmesi ile kontrol edilerek sogutulabilir ve uygun ortam saglanabilir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

Tez konusu ile ilgili olarak ¢alismalarimiza 1sik tutacak yapilmis olan Onceki
caligmalarin bir kismimin igerigi ve sonuclar1 asagida ozetlendigi gibidir. Giris
boliimiinde bahsedildigi gibi mikro alglerin yogun kiiltiirii ile ilgili ¢alismalar 120 y1l
oncesine dayanmaktadir. Bununla birlikte bu alanda en giincel ¢alismalar

degerlendirilmistir.

Bates, Tessier, Campbell ve Buffle (1982), yapmis olduklari ¢alismada yar1 siirekli
kiiltiirlerdeki Chlamydomonas varzabius ve Scenedesmus subspicatus taksonlarinin
cinko adsorpsiyonu ve tasginimini arastirmislardir. Her iki alg tiirii icin de EDTA
ekstraksiyonundan sonra hiicre i¢indeki tasinabilir ¢inko miktarini islemsel olarak
belirlemislerdir. Metal alimmin ortamdaki serbest ¢inko miktariyla dogrusal bir

iliskide oldugunu tespit etmislerdir.

Ohki ve Fujita (1982), yaptiklar1 ¢alismada pelajik mavi-yesil alglerden olan
Trichodesmium thiebautii mikroalginin unialgal kiiltiirii igin gerekli olan sartlari

aragtirmiglardir.

Wiltshire, Boersma, Moller ve Buhtz (2000), dayanikli S. obliquus mikroalginden
yag asidi ve pigment elde etme etkinligi ile ilgili bir calisma yapmuslardir.
Kullandiklar1 ultrasound metodunun daha once ayni amag¢ icin kullanilan metoda
gore yag asidi ve pigment eldesinde iki kat daha etkili oldugunu gérmiislerdir. Ayrica
bu metodun Cryptomonas erosa (Cryptophyceae), Cyclotella meneghiniana
(Bacillariophyceae), Staurastrum paradoxum (Cyanophyceae ) ve diger pek ¢ok alg

icin kullanilabilir oldugunu ileri stirmiislerdir.

Sanchez, Martinez ve Espinola (2000), yaptiklari ¢alismada Isochrysis galbana
denizel mikro alginin kiiltlir ortamlarina bagl olarak biyokimyasal degiskenligini ve
biyokiitlesel {iretimini arastirmislardir. Calisma sonucunda ortamdaki besinsel
sartlarin uygun olmasiyla yiiksek degerdeki kinetik parametreler arasinda paralel bir
iliski bulunamamistir. Bununla beraber Ukeles ortaminda biiylime parametreleri ile

hiicre yogunlugu arasinda uyumlu bir iligki oldugunu belirtmislerdir.
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Fabregas, Dominguez, Regueiro, Maseda ve Otero (2000), Haematococcus pluvialis
alginin siirekli kiiltlirii i¢in optimum biiylime sartlarini arastirmislardir. Bu ¢alismada
kendileri tarafindan olusturulan ortamda Haematococcus pluvialis mikroalginin en
iyi lireme gosterdigini ve en ¢ok astaksantin miktarmin elde edildigini tespit

etmislerdir.

Banerjee, Sharma, Chisti ve Banerjee (2002), yaptiklar1 ¢alismada Botryococcus
braunii mikroalginin yiiksek miktarda yenilenebilir hidrokarbon kaynagi oldugunu
belirlemislerdir. S6z konusu algin bu 06zelliginin onun biyoteknolojinin farkl
alanlarindaki calismalarda, hidrokarbon ve diger bilesiklerin {retilmesinde

kullanilabilir kildigini ifade etmislerdir.

Rocha, Garcia ve Henriques (2003), Nannochloropsis gaditana denizel mikroalginin
bliylime sartlarini1 arastirmislardir. Bu algin yasamini siirdiirebilmesinin ortamdaki
besleyicilere ve ¢oklu doymamis yag asitleri, zeaksantin, astaksantin gibi pigmentler
ve bazi degerli kimyasal bilesikleri iiretebilme kapasitesine bagli oldugunu ileri

stirmiislerdir.

Pena-Castro, Martinez-Jeronimo, Esparza-Garcia ve Canizares-Villanueva (2004),
surekli kiiltiirlerdeki Scenedesmus incrassatulus mikroalginin; Cr (VI1), Cd (1) ve Cu
(II) agir metallerinin tek, ikili ve t¢lii karisimlarinin bulundugu, EDTA varlig:
nedeniyle diisiik serbest iyon aktivitesine sahip olan yapay atik sulu ortamlarda
yetistirilebilirligini arastirmislardir. S. incrassatulus algi test edilen agir metalleri %
25-78 oraninda absorbladigi fakat kesik kiiltiirlerdeki yiliksek pH nedeniyle bivalent

metallerin aliminda ayn1 basarinin yakalanamadigini tespit etmislerdir.

Rausch de Traubenberg ve Ah-peng (2004), agir metallerin biyoindikator olarak
kullanim: i¢in Fontinalis antipyretica alginin klonlanmasina ve saflastirilmasina
iligkin bir prosediir iiretmeye c¢alismislardir. Calismanin sonunda metal
biyoakiimulatorii olarak kullanilabilen klonal 1rkin siirekli bir kiiltiiriini elde

etmislerdir.

El-Sheekh, Shouny, Osman ve El-Gammal (2005), yaptiklari ¢alismada Nostoc

muscorum ve Anabaena subcylindrica taksonlarinin evsel ve endiistriyel atik
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sularindaki agir metal aliniminin etkinligini ve biiyliimeye etkilerini aragtirmiglardir.
Atik sulardan siyanobakteri kiiltiirlerinin kullanimi ile bakir, kobalt, kursun ve

mangan gibi agir metallerin absorbe edildiklerini tespit etmislerdir.

Faisal, Hameed ve Hasnain (2005), Pakistan’in gesitli yorelerinden toplanan su ve
toprak Orneklerinden izole edilen tek hiicreli siyanobakteriler, BG11, Bold Basal,
ChulO ve Gorham ortamlarinda farkli pH, 151k ve sicakliklarda yetistirmisler ve
optimum biiylime sartlarini belirlemislerdir. Bu siiregte, kromu 100-200 pg/ml
miktarda ortamlara ekleyip kroma dayanikli irklar1 belirlemeye calismiglardir. Krom
agir metaline dayanikli bu irklarin, Cr* iyonlarini, Cr*® iyonlarina indirgedikleri,

optimum sicakligin farkli pH ortamlarinda 30 °C oldugunu belirlemislerdir.

Pratoomyot, Srivilas ve Noiraksar (2005), 10 adet mikroalg tiiriiniin durgun faz ve
bliylime fazindaki yag asidi kompozisyonunu tespit etmislerdir. Calisma sonunda,
yag asidi kompozisyonunun tiirden tiire degisiklik gosterdigini, Bacillariophyceae
grubuna ait {iyelerin her iki fazda da doymamis yag asitlerini yliksek miktarda
bulundurduklarin1 bulmuslardir. Bunun yaninda, Chlorophyceae ve Cyanophceae
grubu {yeleri ¢cok miktarda yag asidi igerirken, Prasinophyceae iiyelerinin az

miktarda i¢erdiklerini belirlemislerdir.

Goksan ve Gokpmar (2005), Haematococcus pluvialis mikroalginin farkli 1s1k
siddetlerinde vejetatif biiyiime 6zelliklerini arastirmislardir. Bes farkli 151k siddetinin
(50, 100,200, 400 ve 600 pumol foton m-2 sn-1) uygulandigr denemede hiicrelerin
vejetatif sathada kiiltiir edilebilmesi i¢in optimal 151k siddeti araligi 50-200 pmol
foton m 2sn ! olarak bulunmus ve en iyi biiyiime 200 pmol foton m 2sn ' lik
siddetinde gerceklestigi gozlenmistir. Hiicre sayist tiim gruplarda karanlik periyoda
denk gelen 15. saatte ortalama 3.45 x 10 hiicre ml-1’den 18. saatte 5.66 x 10* hiicre

ml-1’ye kadar yiikselmistir.

Dayananda, Sarada, Kumar ve Ravishankar (2006), yapmis olduklar1 ¢alismada
Botryococcus braunii mikroalginin farkli kiiltiir ortamlarinda hidrokarbon ve
ekzopolisakkarit liretimi i¢in ototrofik kiltliriinii yapmislardir. Calisma sonunda
organizmanin farkli kiiltiir ortamlarina alisabildigini ve bu ortamlarda birden fazla
metaboliti liretebildigini tespit etmislerdir.
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Nakiboglu ve Sevindir (2006), deri endiistrisi atik sularindan kromun ¢esitli alglerle
biyosorpsiyonunu konu alan bir g¢alisma yapmislardir. Calisma siirecinde deri
endiistrisi atiksularinda bulunan Cr (VI) agir metal iyonlarinin Scenedesmus obliquus
ve Chlorella sp. maksimum biyosorpsiyon kapasiteleri arastirilmis ve maksimum
biyosorpsiyon kapasiteyi saglayacak reaktor isletme kosullar1 (optimum karistirma
stiresi, optimum karigtirma hizi, optimum pH, optimum sicaklik, optimum alg dozaj1)

belirlenmistir.

Horvatic, Persic, Pavlic, Stjepanovic ve Has-Schon (2007), yaptiklari ¢aligmada
Chlorella kessleri yesil alginin biliyiimesi igin gerekli olan besin maddelerini
biyolojik yontemlerle bulmaya c¢aligmiglardir. Kullanilabilir besin maddelerini
belirlemisler ve Sakadas Goli’'ndeki azot ve fosfor sinirlamasinin etkisini

minyatiirize edilmis biyolojik ortamlarda arastirmislardir.

Goksan, Ak ve Kili¢ (2011), yaptiklari ¢alismada vejetatif Haematococcus pluvialis
Flotow Kkiiltiirlerinde cesitli inorganik azot bilesikleri, 151k siddetleri, havalandirma
hizlar1 ve Ozellikle vitaminlerin etkileri arastirmislardir. Calisma sonunda, azot
kaynaklar1 arasinda en iyi biiyiimeye NaNOs3 (1,0 g/L) ve KNOg3 (0,5 g/L)’da sirasiyla
25,3 ve 26,3X104 hiicre/ml hiicre yogunluklarina wulagmislardir. Vitamin
denemelerinde, en yliksek hiicre sayilari tiyamin, biyotin ve B12 i¢in sirasiyla 0,1
(0,3 uM), 1,0 (4 uM) ve 0,1 mg/L (0,75 uM) konsantrasyonlarda tespit edilmistir.
Ayrica, vitamin karisimi yerine sadece tiyamin kullaniminin yeterli oldugu

2 snlik aydinlatma ile

bildirilmistir. Hiicre artisi, 20 ve 40 pmol foton m’
karsilastirildiginda 75 ve 150 umol foton m? sn™ *de daha etkili oldugunu tespit
etmislerdir. Havalandirma igin ise optimum iizeri siddetler biiylimeyi azaltip, hiicre
cap1 ve pigment icerigini artirirken, optimum hava akis hizi 1 Ipm olarak tespit

edilmistir.

Ekonomik olarak mikroalglerin yaninda makro alglerle de yapilan pek ¢ok ¢alisma

mevcuttur. Bunlardan bazi sdyle siralanabilir.

Wen, Peng, Zhou, Lin, Lin vd. (2006), Nostoc flagelliforme tiiriiniin protein
miktarinin kuru kiitlenin % 25,47'si oldugunu bildirmistir. N. spongiaeforme tiiriiniin
protein miktarinin kuru agirhiga oran1 % 19,83 oldugunu belirlemistir.
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Firat, Oztiirk, Taskin, Kurt (2007), yaptiklar1 ¢calismada Caulerpa rasemosa alginin
biyokimyasal igerigini incelemislerdir. Bunlardan bazilar1 evsimsel olarak
belirlemislerdir. Analiz sonuglarinda toplam su miktar1 % 92,75-95,93, ham protein
% 12,94-20,18, inorganik madde (kiil) % 8,02-19,50 ve suda eriyebilir karbonhidrat
0,65-1,11mg/100 ml oldugu saptanmustir.

Briones-Nagat, Martinez-Goss, Hori (2007), insan gidasi olarak tiiketilen Nostoc
commune tiiriiniin protein miktarinin kuru kiitlenin % 23 ila % 29'u arasinda
degistigini ve N. commune tiiriiniin Filipinler'de ve Japonya'da gida olarak
kullanildigin1  bildirmis ve yerel olarak goze carpan bollugu ve geleneksel

tiikketimiyle popiilerliginin arttigini bildirmislerdir.
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3. YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada Ergene Havzasi’ndaki (Trakya) tatli su kaynaklarindan izole edilmis

olan Neochloris aquatica star mikro algi aragtirma materyali olarak segilmistir.
3.2. Kiiltiir Deneyleri
3.2.1. Optimum Sivi Nutrient Ortaminin Saptanmasi

Mikroalgin biliylime sartlarinin ve uygun kiiltiir ortaminin belirlenebilmesi i¢in daha
once degisik bilim adamlarinca yapilmis kiiltiir ¢alismalarindan yararlanilmistir. Tath
sularda yayilis gosteren Neocloridaceae iiyelerinin iyi gelisme gosterdigi, ayni
zamanda biitiin mikroalglerin gelisimi i¢in hemen hemen biitiin besin tuzlarinin
bulundugu, farkli pH degerlerine sahip Mavi Yesil Kiiltiir Ortam1 (BG11), Bold’s
Temel Kiiltir Ortam1 (BBM), Modifiye Edilmis Bold Kiltiir Ortami (B1INV)ve
caligmada kullanilmak {izere Yeni Kiiltiir Ortami (OM) olmak iizere dort farkli kiiltiir
ortami belirlenmis ve tiim bu kiiltiir ortamlar1 steril sartlarda hazirlanmistir (Tablo

3.1).

Mikroalg i¢in hazirlanan bu dort ortamin yaninda, BBM baz alinarak azot ve fosfat
iceriginin degisik oranlardaki konsantrasyonuna sahip, Bizim (Our) Medium (OM)

adinda, dordiincii s1vi kiiltiirii hazirlanmastir.

Dort farkli s1vi kiiltlir ortami hazirlandiktan sonra, her bir kiiltiir ortamindan deneme
iretim alani olarak kullanilacak olan 5 L hacimlerdeki erlenmayerlere aktarild (Sekil
3.1). Asilamak i¢in stok sekilde bekletilen kiiltiir kullanilarak steril sekilde her
ortama 10° hiicre/ml yogunlugunda asilama yapildi. 5’er litrelik asilanmis sivi
kiiltiirler, iklimlendirme dolabinda 24+2°C’de sicaklikta, 200 pmol foton m™?sn™ 1s1k
siddetinde ve 12/12 (esit giin) 151k periyotunda aydinlanma kosullarinda kiiltiirleri
yapildi. Karigim ve havalandirma islemi, 500 ml/dk havalandirma kapasitesine sahip

akvaryum pompalari ile yapildi.
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Tablo 3.1. Kiiltiir ortamlarinin besin kompozisyonu (mg/L)

BBM mg/L(Stein, | BGIl mg/L BINV mg/L OM
1973) (Rippka vd (Stein, 1973) mg/L
1979)

Na,COs - 20 - -
Na,Mo00,.2H,0 0,39 0,39 0,39 0,008
Nasios - - -
Na, EDTA 100 1 100 -
NaNOs 250 1500 250 500
NaCl 25 - 25 25
KH,PO, 175 - 175 262,5
K,HPO, 75 40 75 112,5
KOH 62 62
MgS04.7H,0 75 75 75 75
Cacl.2H,0 25 36 25 25
Ca(NOs),. 4H,0 - - - -
Citic Acid - 6 - -
Hs;BO; 2,86 2,86 2,86 -
FeS0,.7H,0 4,98 - 4,98 -
FeCls.6H,0 - - - 0,194
ZnS0,.7H,0 0,222 0,222 0,222 -
ZnCL, - - - 0,01
Mncl,.4H,0 1,81 1,81 1,81 0,082
CuS04.5H,0 0,079 0,08 0,079 -
CoCl,.6H,0 - - - 0,004
Co(NQOs),.6H,0 0,0494 0,05 0,0494 -
Ammonium ferik- - 6 - -
(NH2)sM070,4.4H, - - - -
Toprak su ekstrati - - - 20ml
B12 - - 1ml -
Thiamine HCI - - 1ml -
Biotin - - 1ml -
H,SO, Imi - Iml -
HCI - - - -
pH 7,1 7,5-8 6,7 8,0

Kiiltiirlerin hiicre yogunluklari birinci giinden itibaren takip edilerek, kiiltiiriin 6lim
fazina girinceye kadarki siire i¢inde her iki gilinde bir, Thoma sayma kamarasi

kullanilarak ti¢ tekrarl sekilde hiicre sayimlari yapildi.
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Fotograf 3.1. 200 pmol foton m™ sn™ 1g1k siddetinde ve 12/12 (esit giin) 151k
periyotunda aydinlanma kosullarinda kiiltiirleri yapildi. Karigim ve
havalandirma islemi; 500ml/dk.

3.3. Kiiltiir Gelisimi

3.3.1. Kuru Biyokiitlenin Miktarmin Belirlenmesi

Kiiltiiriin gelisiminin izlenmesi, kuru biokiitle miktarinin saptanmasi ile saglanmistir.
Bunun igin, iki giinliik aralarla tiim kiiltiir ortamlarindan 20’ser ml mikroalg kiiltiirii
alimmugtir. Daha 6nce 105 °C’de 1 saat etiivde tutulmus, desikatorde sogutulmus ve
daras1 alinmis 0,45p por agikligindaki Whatman GF/C filtre kagitlarindan, siizme
diizenegi ve bir su trombu kullanilarak olusturulan vakum yardimiyla Ornekler
stizlilmiistiir. Siiziilmis biomas iizerine HCI ile pH’1 4’e ayarlanmis olan saf su
dokiilerek yikanmistir. Siiziiliip yikanan mikroalg biomasi petri kaplari icerisinde 65
°C’ye getirilen etiivde 2 saat tutularak kurutulmus ve desikatore alinmistir. Oda
sicakligina kadar sogumalari saglanan 6rnekler daha sonra 0.0001 gr hassasiyetteki
terazide tartilmistir. Tartilan kuru biomas siiziilen kiiltiir hacmine oranlanarak 1 L
icindeki biomas miktarlar1 hesaplanarak, farkli kiiltiir ortamlarindaki mikroalgin

gelisim grafigi olusturulmustur (Gokpinar ve Biiylikisik, 1994).
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3.3.2. Klorofil-a Miktarinin Tayini

Kiiltiir yogunluklarinin tespiti i¢in Klorofil-a miktarlarinin saptanmasi yoluna
gidilmistir. Bunun i¢in her kiiltlir ortamindan, 2 giinliik aralarla 20 ml 6rnek alinarak
MgCOs; (0,3 mg/L) eklenmis ve asagidaki islemlerden gegirilerek klorofil-a miktari
tayin edilmistir.

3.3.2.1. Hiicrelerin Ayrilmasi

Su ornekleri, por Ol¢iisii 0,55 um olan Whatman GF/C siizge¢ kagidinda

siiziilmiistiir.

Fotograf 3.2. Su 6rnekleri, por 6lgiisii 0.55 um olan Whatman GF/C siizgeg
kagidinda siiztilmiistiir.

3.3.2.2. Ekstraksiyon

Neochloris hiicrelerinin birikmis oldugu silizge¢ kagidi santrifiij tlipline yerlestirilmis
ve 7 ml % 90°lik aseton ilave edilmistir. Santrifiij tiipli kuvvetlice sallanarak siizge¢
kagidinin tamamen ¢oziicii i¢inde ¢oziinmesi saglandi. Tam ekstraksiyon i¢in tiipler
20-24 saat karanlik bir buzdolabina yerlestirilecek, hazirlanan kor tiip standart olarak
kullanilmigtir. Ekstraksiyon periyodundan sonra ornekler buzdolabindan alinarak
1sinmast i¢in oda sicakliginda birakilmistir. Eger ¢6ziicii buharlagirsa hacim 10 ml
olacak sekilde % 90’lik aseton ilave edilerek dengelenmistir. Ornekler ve kor tiip 5-
10 dk 3000-5000 rpm’de santrifiij edilmistir.
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Fotograf 3.3.Tam ekstraksiyon i¢in karanlik bir buzdolabina 20-24 saat i¢in
yerlestirilen tiipler.

3.3.2.3. Dalga Boylarin1 Ayirma

Santrifiij edildikten sonra, tistte kalan s1vi kisimdan 3 ml alinarak Hach Lange
marka spektrofotometre cihazinda 665, 645 ve 630 dalga boylarinda absorbans
degerleri Olciildii. 10 mm’lik 151k yolu ve absorbans (D) dlgiimleri kullanilarak

mg/L’deki klorofil-a (Ca) konsantrasyonu asagidaki esitlikten hesaplanmistir.
Ca= 11.6 Dggs - 1.31 Dgygs - 0.14 De3o (3.1)
3.3.2.4. Pigmentlerin Hesaplanmasi

Pigment konsantrasyonu (mg/m®) asagidaki esitlikten yararlanilarak

hesaplanmistir (Stein, 1973).
Klorofil a,b,c (mg/m®)= (C).(Va)/ (Vo) (3.2)
(Va) : 1 ml'deki aseton ¢oziiciisiiniin hacmi.

(C) : Birinci esitlikten elde edilen deger
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(V¢) : Suyun orijinal hacmi
3.4. Biyokiitlenin Elde Edilmesi

Kiiltlirtin durgun faza geldigi 28. giin sonunda, kiiltiir calismalar1 sona erdirilmistir.
Sonraki biyokimyasal g¢alismalarda kullanilacak biyokiitleyi elde etmek ig¢in, en
yiiksek hiicre yogunlugu ve enyiiksek kuru agirlik oranina sahip kiiltiir ortamindan
(BG11) hiicreler hasat edilmistir. Hasat edilirken havalandirma kesilerek koagule
olan mikroalglerin yercekimi ile ¢okmeleri beklenmistir. Coken ve akvaryumun
tabaninda biriken yogun kisim sifonlanarak 55 pm por agikligina sahip plankton
bezleri ile siiziilmiistiir. Hasat edilen biomas 50 °C’deki vakumlu etiivde 3 saat kadar
bekletilerek kurutulmustur. Higbir sekilde su igermeyen kuru drnekler biyokimyasal
analizlerde kullanmak {izere -20°C’de bekletilmistir. Elde edilen biyomasin bir kism1
kullanilarak biyokimyasal analizleri, yag, yag asitleri, protein, karbonhidrat, vitamin

ve kiil miktarlar belirlenmistir.

3.5. Biyokimyasal Analizler

3.5.1. Ham Protein Analizi

Toplam ham protein, Kjeldahl metoduna (AOAC 2000) gore; yas yakma, distilasyon,

titrasyon seklinde ii¢ asamada ve {i¢ tekrarli olarak yapilmistir.

3.5.2. Yas Yakma

Kurutulup toz haline getirilen Neochloris kuru biyokiitle drneginden 0,5 gr tartilarak
Khieldal tiiplerine, konulmustur. Orneklerin bulundugu tiiplere Khieldal protein
katalizor tableti ilave edilmis ve lizerlerine 15°ser ml’lik % 96’hik siilfirik asit
eklenerek tiipler yas yakma {initesine yerlestirilmistir. Orneklerin renkleri acik sari-
yesil ya da renksiz oluncaya kadar, yaklasik 2,5-3 saat yakma islemine devam
edilmigtir. Yakma {nitesinden c¢ikarilan ornekler sogumaya birakilmis ve sonra

orneklerin tizerine 20 ml saf su eklenmis ve distilasyon islemine gegilmistir.
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3.5.3. Distilasyon

250 ml’lik erlenlere konan son O6rnek, daha O6nce hazirlanan borik asit ¢6zeltisinden,
1 | suya 40 gr H3BOs, sonra 7ml metil red bomoxal gren 10 ml, 25 ml ilave edilip
distilasyon {initesinin ¢ikigina yerlestirilmis ve NAOH ile distilasyona tabi
tutulmustur. Distilasyon esnasinda ortamda bulunan azotu 6lgmek i¢in ise bir kor

Ornek hazirland.

3.5.4. Titrasyon

Distilasyon islemi sonunda erlende biriken destilat, 0,1 N HCI ile rengi pembe renge
doniinceye kadar titre edilip sarfiyat belirlenmistir. Kor i¢in 0,1 ml’lik HCI sarfiyati
olmustur. Ug tekrar sonunda ortaya ¢ikan degerler asagidaki esitlikle hesapland: ve

ortalama alindi.
% N =14,01 x (A-B) x M x 100

G x 10 (3.3)

%Protein=%N x 6,25

A: Ornek igin sarf edilen HC1 miktar1
B: Kor i¢in sarf edilen HCI miktari
M: Asit molaritesi
g: Ornek miktar

3.5.5. Ham Yag I¢eriginin Saptanmasi

Kurutulan materyale ait ornekten 1 gr tartildiktan sonra darasi alinmig 250 ml’lik

balon jojeye aktarildi ve {izerine 2:1 oraninda hazirlanmis metanol:kloroform
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karisimindan 20 ml eklenmistir. Agz1 kapatilan 6rnek, oda sicakliginda 15-20 dk
manyetik karistiricida karistirildi. Daha sonra olusan homojen karisimdaki yag fazim
almak i¢in 15 dakika santrifiij edilmistir (10000 rpm). Santrifiijden sonra falkon
tipleri igindeki karisima % 0,9°luk 4 ml NaCl ¢ozeltisi eklenmistir. 1-2 dakika elle
calkalandiktan sonra tekrar santrifiijde diisiik hizda (2000 rpm) santrifiij edilmistir.
Bu islemler sonrasinda olusan en iistteki faz kiigiik organik polar molekiillerle
birlikte gangliositleri barindirmaktadir. Eger istenirse saklanip, diger 6zel analizler
icin kullanilabilir. En istteki gangliositli faz sifon edilmistir. Asagida kalan
metanol:kloroform fazi 6rnegin toplam yag miktarini tutmaktadir. Bu faz, daha 6nce
daras1 alinmig 250 mL’lik balon jojelere sifonlanip rotevaporatorde 60 °C’de
ucurulmustur. Ekstraksiyon balonu ig¢indeki metanol ve kloroform ucurulduktan
sonra 103 °C etiivde 3 saat bekletildikten sonra desikatdrde sogutulmus ve hassas

terazide (0,0001gr) tartilmigtir (Folch, Lees, Stanley Slone, 1957).

Toplam yag miktar1 asagidaki formiille hesaplanmistir. Ham yag miktarlarinin
tespiti icin yapilan iglem {li¢ defa tekrarlanmis olup, ¢ikan sonuglarin ortalamasi

alimmustir.

Ham yag miktar1 (%)=[(ts-t;)/m]x100

m=0rnek agirlig

ti=Balon jojenin bos agirligi

te=Islemden sonra balon jojenin ve biriken yagin agirligi

3.5.6. Yag Asitleri Kompozisyonunun Belirlenmesi

Orneklerin % yag orani hesaplandiktan sonra 250 ml’lik balon jojelerdeki ornekler
esterlestirme islemine tabi tutulmustur. Once 0,5 N metanolik NaOH (Merck)’tan
Sml ilave edildi ve balon joje geri sogutucu ile su banyosuna yerlestirildi.
Esterlestirme islemi sirasinda drnegin tagsmamast amaciyla i¢ine kaynama tasi atild1.
Ornekler su banyosunda kaynamaya basladiktan 15 dakika sonra sogutucunun

tizerinden Sml BF; reaktifi eklendi, 5 dakika daha kaynatildi ve 2ml n-heptan ilave

20



edilerek 1 dakika daha kaynatildi. Ornek, sogutucudan ¢ikarildiktan sonra 25ml’lik
balon jojeye aktarildi ve sofuduktan sonra oda sicaklifinda iizerine doymus tuz
¢ozeltisi ilave edildi. Béylece balon jojede iki faz olustu. Ustteki heptan fazindan
mikropipetle 1-2 ml deney tiipiine alinarak analiz i¢in saklandi. Yag asidi analizleri

Mehmet Akif Ersoy Universitesi Merkez Laboratuvari’nda GS-MS aleti ile yapildi.
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4. BULGULAR

Calismada taksonun maksimum biiylime gosterdigi ortamda (BG11) kiiltiire alinan
Neochloris aquatica taksonunda hiicre yogunlugu, toplam ham yag, toplam ham

protein, yag asitleri ve amino asit kompozisyonu arastirilmistir.

4.1. Hiicre Yogunlugu

Calisilan taksonun maksimum biiyiime kosullarin1 belirlemek amaciyla BG11,
B1INV, BBM ve OM ortamlar1 kullanilmistir. Belirlenen hiicre yogunluklarina ait
degerler Grafik 4.1°de verilmistir.

3,5
3
2,5
2
1,5 -

Bold

BINV
1- BG11

05 - oM

10° hucre/ mL

Grafik 4.1. Kiiltiir ortamlarinin klorofil-a degerleri

Calisma sonuglarina gére daha once hi¢ c¢alisiimamis olan Neochloris aquatica
taksonu klasik mikroalg kiiltiir ortamlarinda kiiltiire edildiginde B1NV’de ortalama
2,63x10° hiicre/mL, BBM’de ortalama 2,51)(106 hiicre/mL, OM’de ortalama 0,8x106
hiicre/mL  yogunluga wulastigi gozlenmistir. Bu ortamlara alternatif olarak
hazirladigimiz BG11 ortaminda 2,95x10° ortalama hiicre yogunlugu ile taksonun

hiicre yogunlugunun en iyi oldugu ortaya konmustur.
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Calisilan 6rnek BG11 ortaminda, 7.5-8 pH degerinde, 24+2 °C’de ve sicaklikta, 200
umol foton m2sn™ 11k siddetinde ve 12/12 (esit giin) 151k periyotunda aydinlanma
kosullarinda ve 500 mL/dk. havalandirma sartlarinda 2,95x10° hiicre/ml
yogunluguna ulagsmistir. Bu yogunluga ulasan kiiltliriin kuru agirhigi 0,684 gr/L
olarak Olc¢llmiistiir. Kiiltiir gelisiminde en 1yi yogunluk 26. giinde gozlenmistir.
Kiiltiir 26. glinde durgunluk fazina girmis ve bundan sonraki giinlerde kiiltlir 6liim

fazina girerek hiicre sayis1 azalmaya baslamistir.

Tim bu veriler degerlendirildiginde; Neochloris aquatica taksonunun belirlenen
kiiltiir ortaminda, ticari énemi oldugu diisliniilen ve biyoteknolojik calismalarda

siklikla kullanilan mikro alg tiirleri kadar hiicre yogunluguna ulastig1 saptanmistir.

Olusturulan kiiltir ortamlarindaki hiicrelerin gelisimi hakkinda en saglikli bilgileri
veren klorofil-a miktarlar1 ve kuru biyokiitle agirliklar1 hesaplanmis ve sonuglar

Grafik 4.2’de 6zetlenmistir.
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Grafik 4.2. Kiiltiir ortamlarinin klorofil-a degerleri (mg/L)
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Calisma sonuglar1 degerlendirildiginde en yiiksek klorofil-a degerleri incelendiginde
en yiiksek degerin Bold Temel Kiiltiir Ortaminda oldugu gozlenmektedir. Bunlara ek
olarak kiiltir ortamlarinin kuru agirliklart degerlendirildiginde en yiiksek kuru
agiligin klorofil miktarina benzer olarak BBM icerinde kiiltiire alinan grupta tespit

edilmistir (Grafik 4.3).

E' 05 ——Bold
04 BINV
BG11
oM

Grafik 4.3.Kiiltiir ortamlarmin kuru agirlik degerleri (gr/L)
4.2. Biyokimsal Ozellikler

Calismas1 yapilan mikroalgin, besinsel degerinin (toplam protein, toplam yag) insan
ve hayvanlar tarafindan siklikla tiiketilen pek c¢ok besin maddesine ve yogun
kiiltiirleri yapilan ¢ogu mikroalge gore daha fazla ticari dneme sahip oldugu
goriilmektedir. Bu baglamda ¢aligma sonunda star alginin protein igerigi % 49,27,
ham yag icerigi % 7,62 olarak tespit edilmistir. Star algine ait aminoasit igerikler,

Tablo 4.1°de verilmistir.
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Tablo 4.1. Neochloris aquatic star alginin amino asit kompozisyonu.

Bilesen (mg/q)
Arginine (11,7) 20,84
Serine (12,7) 19,06
Glycine (13,2) 12,06
Alanine (13,9) 0,93
Pyroline (14,4) 4,27
Valine (16,4) 1,00
Throline (17,2) 6,15
Methionine (17,4) 7,54
Isoleucine (17,8) 1,57
Leucine (18,8) 2,65
Phenyl alanine (19,4) 5,60
Tyrosine (20,6) 36,09
Aspertic (26,4) 18,70
Glutamic acid (26,8) 38,90
Histidine (27,2) 2,05
Lycine (27,9) 0,35

Calisma verilerine gore amino asit igerikleri degerlendirildiginde star mikro alginin
Glutamik asit, tyrosine ve arginin agisindan son derece yiiksek oldugu
gozlenmektedir. Bununla birlikte en diisiik konsantrasyon % 0,93 ile alanine olarak

tespit edilmisgtir.

Kiiltiirti yapilan hiicrelerin yag asidi kompozisyonu Tablo 4.2’de ifade edilmistir.

Tablo 4.2. Neochloris aquatic star alginin yag asidi kompozisyonu.

Rt Bilesen

8.0 | Caproic acid ME C6:0 % 0,00
10 | Caprylic acid ME C8:0 % 0,01
11.7 | Capric acid ME C10:0 % 0,02
13.9 | Lauric acid ME C12:0 % 0,13
16.5 | Myristic acid ME C14:0 % 3,81
18.3 | Isothiocyanic acid ethyl ester % 0,03
18.5 | Dodecanoicacid , 4-methyl ME % -
18.6 | 10-undecenoic acid ME % -
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19.2 | Tetradecanoic acid 12 methyl ME 1,68
Tablo 4.2’ nin devami

19.5 | Pentadecanoic acid ME C15:0 % 0,26
21.3 | cis-10 pentadecanoic acid C15:1 % 0,02
22.5 | Pentadecanoic acid, 14-methyl ME/C15:0 iso % 0,51
23.2 | 2-thio-2-methyl propionic acid ME % -
24.9 | Palmitic acid ME C16:0 % 13,14
25.7 | 7-hexenoic acid ME C16:1 C7 % 0,34
26.0 | 9-hexenoic acid ME C16:1 C9 % 1,14
27.1 | Heptadecanoic acid ME C17:0 % 1,54
27.8 | Hexanoic acid 14-methyl ME % 4,94
29.2 | C17:0is0 % 0,31
30 | 7-Heptadecanoic acid ME/Cyclopropaneoctanoic acid 2-hexyl ME | 4,89
30.3|7,10,13 hexadecatrienoic acid ME 6,10
33 | Steraic acid ME % 2,12
33.7 | Oleic acid C18:1 n9c % 9,41
33.8 |C18:1110, t11e 12 % 3,98
35.1 | Linoleic acid ME C18:2 c9 c12 % 19,40
35.8 |c18:2t11¢c15% 0,92
37 | Eicosonoic acid Me C20:0 % 0,00
37.2 | linolenicacid ME C18:3 (c9,c12,c15) % 18,96
40.3 | Eicosadienoic Acid ME C20:2 % 0,11
42.9 | Eicosatrienoic Acid ME (C20:3 3n6) % 0,41
43.6 | Eicosatrienoic Acid ME (C20:3 3n3) % 0,50
44.3 |C20:4 % 0,37
46.4 | C20:5 % 0,26
54.3|C22:6 % 0,22
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calismada, daha oOnce kiiltiirii ¢alisilmamis olan Neochloris aquatica mikro
alginin klasik mikro alg kiiltiir ortamlarinda kiiltiirii denenmistir ve bu islemin
gerceklestirilebilmesi icin BINV, BBM, BGIl1 ve c¢alismada kullanilmak iizere
tarafimizdan dizayn edilen yeni kiiltiir ortam1 (OM) kullanilmistir. Calisilan 6rnek
BG11 ortaminda 0,684 gr/L kuru agirhgina ulasmistir. Kiiltiir gelisiminde en iyi
yogunluk 26. giinde gozlenmistir. Kiiltliir 26. giinde durgunluk fazina girmis ve
bundan sonraki giinlerde kiiltiir 6lim fazina girerek hiicre sayist azalmaya
baglamistir. Tiim bu veriler degerlendirildiginde, Neochloris aquatica’nin BG11
ortaminda, ticari onemi oldugu diisiiniilen ve biyoteknolojik caligmalarda siklikla

kullanilan mikro alg tiirleri kadar hiicre yogunluguna ulastig1 saptanmustir.

Alglerin biyokimyasal kompozisyonlart son derece degiskenlik gdstermektedir. Bu
durum alg tiirline bagli oldugu gibi ayn1 zamanda kiiltiir ortami tarafindan da
etkilenmektedir (Leonardos ve Lucas, 2000; Martinez-Fernandez, Acosta-Salmon,
Southgate, 2006). Bu durum biiyiime fazi ve g¢evresel etkenler tarafindan da
etkilenebilmektedir (Valenzuela-Espinosa vd., 2002). Valenzua-Espinosa vd. (2002)
yapmis olduklar1 ¢alismada ¢alismamiza benzer olarak Cladophore sp. Tiiriinde
yaptiklar farkli kiiltiir ortamlarinm ilgili algin vitamin ve mineral konsantrasyonu
fosfor igeriklerinde ve ham materyal kompozisyonunda degisimler meydana

getirdigini ortaya koymuslardir.

Onceki ¢alismalarda mikro alglerin besin igeriklerinin ortam sartlarina bagl olarak
degisim gosterdigi belirlenmistir. Khuantrairong ve Traichaiyaporn (2009) yapmis
olduklar1 calismada fosfor iceriginin Cladophore sp. Uretiminde kiiltiir ortami
icerisindeki miktarinin artisina paralel olarak artis gosterdigini belirlemislerdir.
Benzer olarak Leonardos ve Lucas (2000), fosforun Chaetoceros muelleri mikro algi
tizerinde protein iceriklerinin fosfor miktarina bagli olarak azaldigini tespit
etmislerdir. Calismamizda en yogun hiicre kiiltiiri BGllile elde edilmistir. Bu
baglamda en yogun fosfor iceriginin bu kiiltlir sivist igerisinde oldugu sdylenebilir.
Elenkov vd., (1996) yine kiiltiir ortaminin 6nemli bir etken oldugunu bildirmislerdir.
Bu baglamda ¢alismamizdan fakli olarak tuzlu su ortaminda salinete yogunluklarinin
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Cladophora vagubunda lipid igeriklerinde degisim meydana getirdigini ifade
etmislerdir. Benzer oalrak Alfimov ve Proshkina-Lavrenko (1961), C. siwaschensis
yiikksek tuz yogunluklari igerinde bakildiginda karkas analizinde yiiksek oranda

kalsiyum ve fosfor tirettiklerini tespit etmislerdir.

Auer ve Canale (1982) su igerisindeki P oranini artmasina paralel olarak Cladophora
tiirlinlin dokulardaki P igeriginin de arttigini tespit etmislerdir. Benzer sonuglar C.

linum igin de tespit edilmistir (Menendez vd 2004).

Tim bu veriler degerlendirildiginde Neochloris aquatica star mikro alginin
iretiminde kullanilabilecek dort farkli kiiltiir ortami tespit edilmistir. Bunlarin
icerisinde en verimli olarak goze carpan BG11°dir. Bunlara ek olarak ulagilan hiicre
sayist ve kuru madde agirliklari bu mikro algin biyoteknolojik calismalarda

kullanilabilecegini gostermektedir.
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