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IZMIiR CAMALTI TUZLASINDAN iZOLE EDILEN HALOFILIK
MIKROALGLERIN BiYOTEKNOLOJIDE KULLANIM
POTANSIYELLERININ INCELENMESI

OZET

Mikroalgler hizli biiyiime 6zellikleri, ¢esitli ¢cevresel faktorlere karsi genis tolerans
gOstermesi ve biyokimyasal icerikleri nedeniyle gida, yem, ilag ve biyo-yakit gibi
cesitli biyoteknolojik alanlarda kullanilma potansiyeline sahiptirler. Bu dogrultuda
tez ¢alismasinda Izmir Camalti Tuzlasi’ndan izole edilmis halofilik mikroalgler,
biyoteknolojide kullanim potansiyellerinin arastirilmasi amaciyla, c¢esitli genetik,
fizyolojik ve biyokimyasal analizlere tabi tutulmustur. Ribozomal RNA biiyiik alt
tinite gen dizilerine (rRNA LSU) dayali filogenetik analiz, 17 Dunaliella sp.
susundan 11’nin D. salina ile gruplandigini, ikisinin D. viridis benzeri oldugunu
gostermistir. Dort susun tiir seviyesindeki tanimlamasi yapilamamistir. Diger taraftan
gen bankalarinda halofilik Tetraselmis sp. ile Cryptophyceae suslarina yiiksek
benzerlige sahip rRNA LSU gen dizilerinin mevcut olmadigi goriilmiistiir. Genetik
farkliliga sahip 6 Dunaliella susu, biiyiime Ozellikleri ve pigment {iretimlerinin
karsilastirilmasi icin, diisik (65 pmol.foton.m™.s™) ve yiiksek (650 pmol.foton.m2.s
) 151k yogunluklarinda kiiltiire alinmustir. En iyi biiyiime D. viridis AQUAMEB-
2’nin disiik ve yiiksek 1sik kiiltiirleri ile D. salina AQUAMEB-21’in yiiksek 1s1k
kiiltiriinde gozlenmistir. En yiiksek total karotenoid igerigi Dunaliella salina
suslariin yiiksek 11k kiiltiirlerinde belirlenmistir. Dunaliella salina suslarinda kuru
agirhigin %o 3-5’inin beta karoten oldugu yiiksek basing sivi kromatografisi (HPLC)
ile belirlenmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan mikroalg suslarinin kuru agirlik basina
protein miktarlar1 60 mg.g™ ile 180 mg.g™* arasinda; toplam karbohidrat miktarlar1 60
mg.g ™ ile 250 mg.g™* arasinda; toplam yag asidi miktarlar1 ise 12 mg.g™ ile 40 mg.g™
arasinda degismistir. Cryptophyceae AQUAMEB 1 ve Tetraselmis sp. AQUAMEB-
22°de kuru agirlik bagina dkosapentaenoik asit (EPA) miktarlari sirasiyla 1.4 mg.g™
ve 0.8 mg.g" olarak bulunmustur. Dokosahegzaenoik asit (DHA) ise, 0.5 mg.g™
alg kuru agirligi ile sadece Cryptophyceae AQUAMEB-1’de bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Algal biyoteknoloji, B-karoten, Camalti1 Tuzlasi, Dunaliella sp.,
DHA, EPA, Karbonhidrat, Protein, rRNA biiyiik alt {inite, Yag asidi.
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EXPLORING THE BIOLOGICAL POTENTIAL OF HALOPHILIC
MICROALGAE ISOLATED FROM IZMIR CAMALTI SALTERN

SUMMARY

Microalgae, with their fast growth rates, wide environmental tolerance of some
species and with their biochemical composition, have the potential to be used in
various biotechnological fields such as food, feed, medicine and biofuels. Therefore,
in this thesis study, halophilic microalgae isolated from Izmir Camalt: Saltern were
genetically, physiologically and biochemically characterized to determine their
biotechnological potential. Phylogenetic analysis based on rRNA large subunit genes
(LSU) clustered 11 of 17 Dunaliella strains with D. salina and 2 were similar to D.
viridis. Four strains could not be assigned to a species. On the other hand, rRNA
LSU genes with high similarity to those of halophilic Tetraselmis sp. and
Cryptophyceae were absent in gene databases. Six genetically different Dunaliella
strains were grown in low (65 pmol.foton.m'z.s'l) and high light (650 pmol.foton.m
2 sy conditions to compare their growth and pigment production properties. Highest
biomasses were observed in low and high light cultures of D. viridis AQUAMEB-2
and high light culture of D. salina AQUAMEB-21. Highest total carotenoids were
observed in high light cultures of D. salina. In these D. salina strains 3%o to 5%o of
algal dry weight were beta carotene according to high pressure liquid
chromatography (HPLC) results. Total protein concentrations ranged between 60
mg.g” and 180 mg.g™, total carbohydrate concentrations ranged between 60 mg.g™
and 250 mg.g™* and total fatty acid concentrations ranged between 12 mg.g™* and 40
mg.g™* per dry weight of the microalgae strains used in the thesis. Eicosapentaenoic
acid (EPA) content of Cryptophyceae AQUAMEB-1 and Tetraselmis sp.
AQUAMEB-22 were 1.4 mg.g™ ve 0.8 mg.g™ respectively, of the algal dry weight.
Docosahexaenoic acid (DHA) was only observed in Cryptophyceae AQUAMEB-1
with 0.5 mg.g™ algal dry weight.

Key words: Algal biotechnology, [-karoten, Carbohydrate, Camalti Saltern,
Dunaliella sp., DHA, EPA, Fatty acid, Protein, rRNA large subunit gene
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1. GIRIS

Mikroalgler tek hiicreli formlardan filamentli formlara kadar gesitli morfolojilere
sahip ve fotosentez yapabilen mikro-organizmalarin olusturdugu bir topluluktur . Bu
evrimsel ve filogenetik ¢esitlilik ayn1 zamanda mikroalglerin kimyasal bilesimlerinde
de biiylik bir ¢esitlilik olmas1 anlamina gelir. Bu ¢esitliligin bir sonucu olarak hiicre
iceriklerinde bulunan degerli metabolitlerden dolayr mikroalgler ilgi odagi haline
gelmistir. Mikroalgler biyo-temelli tiretimde biyo-yakit iiretimi haricinde kiymetli
ilag bilesenleri, gida katki maddeleri, kozmetik gibi bir ¢ok farkli alanda Snemli
ticari potansiyele sahiptir. Saglikli gida kategorisinde Japonya ve Meksika’da satilan
Chlorella ve Spirulina ilk ticari mikroalglerden olmustur. Daha sonra 1980’lerde
Dunaliella salina’ dan pB-karoten, 1990’larda ise Haematococcus Pluvialis’den
astaksantin ve Crypthecodinium Cohnii 'den dokosaheksaenoik asit ticari olarak elde
edilmeye baslanmistir [1]. Mikroalgler yalnizca bu kimyasal bilesikleri degil, ayni
zamanda fungi, bakteri ve yiiksek yapili bitkiler tarafindan sentezlenen dogal
bilesenlerin  kimyasal sentezini de gerceklestirmektedirler. Mikroalglerden
sentezlenen bu bilesikler alternatiflerine kiyasla daha diisik maliyetle

tiretilebilmektedir, 6rnek olarak vitaminler verilebilir [1].

Fotosentetik Dunaliella, Chlorophyta soyuna ait, morfolojik olarak kati bir hiicre
duvarina sahip olmamalar1 ile karakterizi edilen tiirlerdir. Bu cinse ait tiirler yiiksek
tuzluluk toleransina sahiptir ve yiliksek oranda B-karoten iretebilmektedirler [2].
Dunaliella suslarinin  ekstrem tuzluluk degerlerinde yasayabilmeleri yogun
iiretimlerinde kontaminasyon riskini azaltmaktadir. Giiniimiizde Avustralya, Israil,
Cin ve Hindistan gibi iilkeler Dunaliella’dan p-karoten iiretimi yapmakta ve bu
alanda yiiksek ticari gelir elde etmektedir. Dunaliella tuzlu su aritimi gibi

biyoteknolojik proseslerde kullanilabilme potansiyeline sahiptir [1].

Dunaliella hiicreleri gevresel kosullara bagli olarak ¢ok kolay sekil degistirebilen ve
genellikle ovoid, kiiresel, piriform veya fusiform formlardir. Hiicre uzunluklart 5-25

um arasinda degisirken; genislikleri 3-13 um arasinda degismektedir. Dunaliella



hiicreleri klorofil-a ve -b nin yanisira f-karoten, a-karoten, violaksantin, neoksantin,
zeaksantin ve lutein gibi degerli karotenoit pigmentler tiretebilmektedir [3]. Bu tiirler
yiiksek tuzlulukta yasayabilmeleri sebebiyle bilinen en halotolerant Okaryotlar
igerisinde yer almaktadir. Dunaliella’larin yiiksek tuzluluga adapte olabilmeleri
hiicre i¢i gliserol konsantrasyonlarin1 ayarlayabilmelerinden kaynaklanmaktadir.
Dunaliella yiiksek tuzluluga maruz kaldig1 zaman hiicre igi gliserol miktart %50’nin
lizerine ¢ikar ve bu oran gerekli osmotik basincin saglanmasi icin yeterlidir. Bu
durumda gliserol, enzimleri hem inaktivasyon hem de inhibisyona kars1 koruyan

uyumlu bir ¢éziicii madde olarak davranmaktadir [4].

Cryptophyceae simifinda bulunan tiirler arasinda tatli suda yasayanlar oldugu gibi
deniz suyunda yasayanlar da mevcuttur. Hiicre sekilleri asimetrik yapidadir ve ¢cogu
tek loblu kloroplasttan olusmaktadir. Hiicre govdesiyle yaklasik olarak aymi
uzunlukta olan 2 adet flagellaya sahiptirler [3]. Bu sinif iiyelerinin bazilari yiiksek
miktarda omega-3 yag asitleri tiretimi ile bilinmektedir. Cryptophyceae hiicreleri
kloroplast igerisinde tilakoitlerde klorofil-a, klorofil-b ve fikobiliproteinler
icermektedir. Temel karotenoit olarak a-karoten iiretmektedirler [4]. Baz1 iiyelerinin
yiiksek miktarda ¢oklu doymamis yag asidi iiretiminden dolay1 denizel ve tathi su

besin zincirinde 6nemli rolleri vardir [5].

Tetraselmis sp. hiicreleri oval sekillidir. Hiicrelerinin tepe noktasindaki ¢ukurda 4
adet flagellalar1 bulunur [4]. Mikrolg tiirleri igerisinde Tetraselmis’in biyodizel
tiretiminde kullanilma potansiyeli mevcuttur [3]. Tetraselmis sp. su firiinleri
yetistiriciliginde gida maddesi olarak kullanilmaktadir [6]. Tetraselmis sp. karides
larvalar1 i¢in milkemmel bir besin kaynagi olmakla birlikte, denizel canlilarda
beslenmeyi uyaran dogal amino asitler icermektedir. Tuzlu su karideslerinin
beslenmeleri i¢in de uygun bir boyuta sahiptir. Istiridye ve midyenin biiyiime
oranlarini arttiran, ayrica Zoea sendromuyla savasan iyi bir yem kaynagidir [7]. Bir
cok Tetraselmis tiirii besleyici 6zelligi ve basit kiiltiir kosullarindan dolay1 akuakiiltiir
sektoriinde oneme sahiptir. Besleyici ozelliklerinden dolay1 larva veya rotifer yemi
olarak kullanilmalarinin yaninda, yiiksek oranda lipid igeriklerinden dolay1 biyoyakit

tiretiminde kullanilabilme potansiyeline sahiptirler [8].

Bu tez calismasi Tiirk karasularinda izole edilmis halotolerant/ halofilik mikroalg
suslarmin biyoteknolojide kullanim potansiyellerini belirlemeyi hedeflemistir. Bu

dogrultuda Tiibitak 114Z274 no’lu proje kapsaminda izmir Camalti Tuzlasi’ndan
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izole edilmis 19 mikroalg susu genetik olarak karakterize edilmistir. Bu suglardan
genetik farkliliga sahip ve pigmentasyon farki gosteren 9 tanesi pigment iiretimleri,
protein, karbohidrat ve yag asidi igerikleri acgisindan daha detayli incelenmistir.
Dokuz mikroalgden 7 tanesi Dunaliella cinsine aittir. Bir mikroalg susu Tetraselmis

cinsine aitken, digeri cins bazinda tanimlanamayan bir Cryptophyceae tiyesidir.



2. LITERATUR

Karotenoitler tiim fotosentetik organizmalar ve baz1 fotosentetik olmayan fungi ve
bakteriler tarafindan sentezlenebilen lipofilik isoprenoidler. C4 atomu merkezinde,
konjuge ¢ift baglardan olusan polien zinciri formunda 8 isopropen biriminden
olugsmaktadirlar. Yapilarindaki konjuge ¢ift baglarin sayisi karotenoitlerde yesilden
kirmiziya renk degisimini saglar. Yediyiiz elliden fazla karotenoit ¢esidi dogal
kaynaklardan elde edilebilmektedir [9].

Karotenitlerin birincil goérevleri fotosentetik organizmalarda 15181 absorbe etmeye
yardimc1 pigment olarak gorev almalari ve fotooksidasyonun zararli etkilerinden
hiicreyi korumalaridir. Karotenoitlerin singlet oksijeni yakalayici katalitik 6zellikleri
vardir. Son yillarda karotenoitlerin kanser ve diger dejeneratif hastaliklar lizerinde
Onleyici etkisinin olmasi olasilig1 karotenoitlere olan ilgiyi arttirmistir. Bu hastaliklar
yaslanma ile ilgili olan primer dejeneratif hastaliklardan kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar, immiin sistem hastaliklari, beyin disfonksiyonu, artrit ve katarakttir.
Epidemiyolojik aragtirmalar yesil ve sari1 sebzelerin tiikketiminin kanser olusum
insidansinin azalmasiyla iligkili oldugunu gostermistir. Beslenmede meyve ve
sebzelerin 1yi tiiketilmesi kanser olusumunu azaltmaktadir. Arastirmalar yasam
beklentisinin  DNA, protein ve lipitlerin oksidatif hasarmma bagli oldugunu
gostermektedir. Karotenoitler ve diger dogal antioksidanlar oksidatif hasari

engellemektedir [10].

Karotenoitler insan ve hayvan beslenmesinde biiyiik dneme sahiptirler ancak insanlar
ve hayvanlar bu karotenoitleri kendileri sentezleyemezler, bu nedenle
beslenmelerinde disaridan hazir olarak almak zorundadirlar. Karotenoitler kimyasal
yapilarindan kaynakli iki temel gruba ayrilirlar: karotenler (6rnegin [-karoten),
ksantofiller (6rnegin lutein). Karotenler arasinda f-karoten vitamin A’nin temel
kaynagi olup retina fonksiyonu i¢in gerekli oldugu gibi, bir ¢ok dokunun fonksiyonel
etkisi icin de gerekli bir antioksidandir. B-karoten antioksidan ozelligi ile deriyi
giines 1sinlart etkisiyle meydana gelen yaslanmadan korur [11]. Ayrica yapilan

caligmalarda B-karotenin hayvanlarda ve insanlarda deri kanseri, pankreas kanseri,
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meme kanserlerinde tlimor olusumunu inhibe ettigi goriilmiistiir. B-karoten kolesterol
kontroliindeki etkisi ile kardiyovaskiiler hastalik riskini azaltici etkiye sahiptir. B-
karoten sebzeler, meyveler, mikroalgler, Blakeslea mantarindan dogal olarak elde
edilebilir.

Yiiksek tuzlulukta bulunan Dunaliella sp. hiicreleri fotosentez ile yapisina kattig
COy’in %80’ini gliseroliin yapisina katmaktadir. Gliserol hiicrenin osmotik basincini
dengeleyerek yiiksek tuzlu ortama hiicrelerin adapte olmasini saglamaktadir. Konu
ile ilgili yapilan bir ¢alismada %16’lik NaCl ortaminda bulunan Dunaliella sp.
hiicrelerinin kuru agirliklarinin %82’sinin gliserol oldugu belirlenmistir. Diisiik
tuzluluklarda oksijenlenmis karotenoitler olan keto-karotenoitler mevcut iken,
yiiksek tuzluluklarda oksijenlenmis karotenoitlerin tiretimi durmaktadir ve [3-karoten
tretimi artmaktadir [12]. B-karoten sentetik olarak sentezlenebilmektedir, hatta bu
proses B-karoteni mikroalg gibi dogal kaynaklardan elde etmeden ¢ok daha kolay ve
hizlidir. Ancak sentetik olarak iiretilen B-karoten yalnizca trans-izomer formunda
iken Dunaliella’ dan sentezlenen B-karotende trans-izomer ve 9-cis-izomer formu
birlikte yer almaktadir. Dunaliella’dan {iretilen B-karoten ilk kez Japonya’da
insanlarda kullanilmasi amaciyla satisa sunulmustur. Diinyadaki toplam B-karoten
marketi 270 milyon dolara ulasmistir ve bunun %?20-30" unu dogal [-karoten

olusturmaktadir [1].

2010 yilinda hesaplanan verilere gore kimyasal olarak sentezlenen karotenoitler ile
birlikte toplam karotenoit piyasasinin 1,2 milyar ABD dolar1 oldugu tespit edilmistir.
Mikroalglerden elde edilen B-karoten ve astaksantinin bu karotenoitler icerisinde en
temel dogal iiriinler olduklar1 goriilmektedir. Mikroalglerden B-karoten iiretimi
1980’lerde 4 sirket tarafindan baslatilmistir. Bu sirketler Israil’de Nature Beta
Teknoloji, Avustralya’da Western Biyoteknoloji ve Betatene Biyoteknoloji ile
Amerika’da Nutralite Biyoteknolojidir. Israil tesisinin sahibi olan Nikken Shohonsha
Co tarafindan ve Avustralya tesislerinin sahibi BASF tarafindan - karoten iiretimi
devam etmektedir. Hindistan ve Cin’de az miktarda da olsa, Dunaliella’ dan -

karoten iiretimi devam etmektedir [1].

Dunaliella sp.’lerden halofilik ve karotegenik olanlar karotenoitler i¢inde en fazla -
karoten tretmektedirler. Loeblich ve arkadaslar1 (1982) yaptiklari ¢alismada
Dunaliella salina kuru agirliginin yaklasik %5’inin f-karoten’den olustugunu

gozlemlemislerdir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan Dunaliella salina suslarinin 20 pg/
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hiicre ve tlizeri B-karoten iliretme potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir [12].
Cesitli Dunaliella tiirleri karsilastirildiginda Dunaliella pseudosalina suslarinin
Dunaliella salina ve Dunaliella parva suslarindan daha biiyiik oldugu ve diger iki
tirde bulunmayan kantaksantini daha yogun tirettigi belirlenmistir [13]. Borowitzka
ve arkadaglarmin (1990) yaptiklar1 c¢alismada Dunaliella salina suslarinda
maksimum karotenoit {iretimi yiiksek tuzluluk (%5 NaCl) igeren ortamda
gbzlenmistir, bununla birlikte hiicrelerin karotenoit olusturma hizinin 1s18a bagimlh
bir proses oldugu Ben-Amotz ve Avron (1989) tarafindan belirtilmistir [13]. Yapilan
calismada tiirlerin maksimum diizeyde karotenoit olusturabilmesi i¢in yiiksek 1s1k
siddetine (>500 pmol photons.m™2.s') maruz kalmalari ya da daha fazla siire (hafta)
diisiik 151k siddetine (<200 pmol photons.m 2.5 ') maruz kalmas: gerektigi sonucuna

varilmistir [2].

Loeblich’in (1982) yaptigi c¢alismada Dunaliella hiicrelerinin 17800 lux 11k
siddetinde, %10 NaCl iceren ortamda hiicre basina 23 pg karotenoit lrettigi
gozlenmistir. Hiicre basina iiretilen klorofil-a ve klorofil-b miktarlarinin da 1s1k
yogunlugu 9100 lux olana kadar 151k yogunluguyla orantili bir sekilde arttig1, ancak
bu degerden sonra 1sik yogunlugu artsa da klorofil-a ve klorofil-b miktarlarinin
degismedigi gozlenmistir. Klorofil/karotenoit oranmi diisik 151tk (2700 1ux)
yogunlugunda daha yliksek iken, yiliksek 1sik yogunlugunda (17800) bu oranin
azaldig1 goriilmiistiir [12].

Neil ve arkadaslarmin (1992) yaptigi calisma giin 1s18inin karotenoitlerin yapisini
bozabilecegini One siirmiiglerdir. Isiga maruz kalan karotenoitler cis-izomer
formundan trans-izomer formuna doniismektedir, bu nedenle bu tez ¢alismasinda da
karotenoitlerin ekstraksiyonu los 151k altinda Orneklerin 1s18a direkt temasindan

kaginilarak yapilmistir [14].

Borowitzka (2007) Dunaliella tiirlerinin kiiltiir kosullarmin belirlenmesine yonelik
calismalar yapmustir. Bu ¢alismalar sonucunda Dunaliella suslarinin  kiiltiir
ortamindaki optimum tuz konsantrasyonlarimin %2 ile 4% NaCl arasinda
degisebilecegi, ancak halofilik tiirlerin optimum tuz konsantrasyonunun %6 ve daha
fazla olabilecegi belirlenmistir. Dunaliella tiirleri igerisinde D. parva, D.
pseudosalina, D. salina’ nin kiiltiir igerisinde zamanla renkleri kirmizi1 ve turuncuya
donmektedir. Dunaliella assymetrica, D. peircei ve D. turcomanica ise yesil renkte
kalmaktadirlar [2].



Borowitzka (1991) yaptig1 c¢alismada Dunaliella Salina nin kimyasal igerigini
belirlenmis ve hiicre kuru agirhgmin %40’ min  gliserol, %5’inin ise (-

karotenoldugunu gozlemlemistir [15].

Proteinler mikroalglerde biyokiitlenin 6nemli bir kismini olusturmaktadir.
Mikroalgler yiiksek protein igeriklerinden dolayr besin kaynagi olarak
kullanilmaktadirlar. Ornegin Spirulina protein igerigi yiiksek ve ticari olarak iiretilen
besin kaynaklarindandir [16]. Dunaliella bardawil ile yapilan bir ¢alismada biiyiime
ortamindaki nitrat, siilfat ve fosfat miktarlarinin biyokimyasal icerige etkisi
arastirilmistir. Nitrat eksikliginin hiicrenin protein igerigini azalttigini, karbohidrat
icerigi ve P-karoten/klorofil oranimi ise arttirdigini gozlemlemislerdir. Bununla
birlikte hiicre biyokiitlesinde ve gliserol igeriginde bir farklilik gézlenmemistir.
Siilfat ve fosfat eksikliginin karbohidrat, protein, B-karoten ve hiicre biyokiitle
miktarinin artmasina neden oldugu ancak gliserol miktarinda bir degisiklige neden
olmadigi gozlenmistir. Nitrat eksikliginde hiicre biiylime hizi ve hiicre yapilarinin
normal oldugu, ancak fosfat ve siilfat eksikliginde hiicre biiyiime hizinin azaldig1 ve

yiiksek hacimli kiiltiirde duragan faz hiicrelerinin oldugu goriilmiistiir [17].

Mikroalglerin bir baska biyoteknolojik tiriinii yag asitleridir. Bu yag asitlerinden en
onemlileri omega-3 ¢oklu doymamis yag asitlerinden dokosaheksaenoik asit (DHA)
ve eikosapentaenoik asit (EPA)’dir. DHA norolojik dokularda yaygin olarak bulunan
yag asitlerindendir. DHA kalp kas1 dokusunda ve sperm hiicrelerinde bulunurken,
insan beyninin total yag asidinin de %25’ ini olusturmaktadir. Insanlar DHA yag
asidi sentezleyemediklerinden dolay1 disaridan hazir almak zorundadirlar. Balik ve
balik yagi tiriinleri DHA ve EPA bakimindan zengindirler, ancak bununla birlikte
balikta ve balik yaglarinda biriken agir metaller bir risk unsurudur. Ayrica balik
stoklarinin da tiikeniyor olmasi bu yag asitlerinin dogal olarak elde edilebilecegi
baska kaynak arayiglarini artirmistir. Baliklardaki omega-3 ve omega-6 yag
asitlerinin kaynag1 da mikroalgler oldugu icin yag asidi eldesi konusunda mikroalgler

onemli dogal kaynaklar olarak goriilmektedir [18].

Denizel mikroalgler igerdikleri yiliksek oranda yenilenebilir biyoaktif c¢oklu
doymamis yag asitleri sayesinde (PUFA) c¢esitli hastaliklarin 6nlenmesinde
kullanilma potansiyeline sahiptir. Coklu doymamis yag asitlerinden (PUFA) n-3
PUFA’lar, oOrnegin o-linolenik ait (ALA), eikosapentaeonik asit (EPA),
dokosapentaenoik asit (DPA) ve dokosaheksaenoik asit (DHA) kardiyovaskiiler
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hastaliklar, astim, kanser, tip-2 diyabet , cilt hastaliklar1 gibi hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir [19].

Bir¢ok denizel canlinin 20:5 (n-3) (EPA) ve 22:6 (n-3) (DHA) gibi ¢oklu doymamis
yag asitlerini (PUFA) sentezleyebilme yetenekleri yoktur. Bu yag asitleri mikroalgler
tarafindan sentezlenebilmektedir. Bazi canlilar bu yag asitlerine gereksinim
duymazlar ancak bu yag asitlerinin istiridye ve Kkarideslerin beslenmelerine
eklenmesiyle bu canlilarin biiylime hizlar1 ve larvalarinin yasam oranlarinin biiyiik
oranda arttig1 goriilmektedir. Mikroalglerde yag asidi kompozisyonlar1 ve oranlarini
151k yogunlugu, sicaklik, nutrient kompozisyonu, karanlik ve aydinlik evre siireleri

gibi bir¢ok parametre etkilemektedir [20].

Arasidonik asit (AA), eikosapentaneoikasit (EPA) ve dokosaheksaenoik asit (DHA)
coklu doymamis yag asitlerindendir. Bahsi gecen yag asitlerinin bir¢ok noérolojik ve
farmasotik uygulamalar1 bulunmaktadir. EPA ve DHA’lar ateroskleroz, kanser,
romatoit artrit, sedef hastaligi ve Alzheimer gibi yaslanma ile alakali hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadirlar. AA ve DHA’larin 6zellikle beyin ve kan damarlar
icin Onemi biyliktiir; beyin ve retina gelisimi icin de Onemlidirler. Yaralarin
lyilesmesi ve embriyonik gelismede etkisi olan prostaglandin, prostasiklin ve

16kotrien gibi eikosanoidler PUFA’lardan sentezlenmektedir[21].

Giinlik PUFA ve DHA kaynaklar1 olarak deniz baliklar1 kullanilmaktadir. 2003
yilinda kiiresel su iriinleri yetistiriciligi tretimi 547 milyon ton olmustur ve bu
miktar yilda yaklasik olarak %9 oraninda biiylimektedir. Balik azalan bir kaynaktir
ve genisleyen bir piyasanin taleplerini karsilamak icin balik stoklarinin stirekli olarak
kullanilmasiyla ilgili ciddi ¢evresel sonuglar vardir. Baliklar ayrica yapilarinda
kirleticileri de biriktirirler. Baliklardan ekstrakte edilen yaglar koti kokuya
sahiptirler ve triagilgliserollerindeki spesifik yag asitlerinin oraninin kontrol edilmesi
zordur. Baliklardaki PUFA’lar zooplankton ile beslendiklerinden besin zinciri yolu

ile mikroalglerden gelmektedir [21].

Patil ve arkadaslarinin (2005) 12 mikrolag tiiriiyle yaptig1 ¢alismada Cyanophyceae’
larda C16:1 ve C18:3 yag asitlerinin yogun olarak sentezlendigini tespit etmistir.
Tetraselmis Suecica’da ise yogun olarak sentezlenen yag asitlerinin C16:0, C18:1,
C18:3 x3, C18:4 x6 and C20:5 oldugu goriilmektedir. C16:0 ve C18:1 yag asitleri

yesil alglerde sentezlenen total yag asitlerinin %50’sini olusturmaktadir. Glinlimiize



kadar yapilan ¢alismalar dogrultusunda tiim mikroalglerde C16:0 yag asidinin temel
yag asidi oldugu sdylenebilir. Phaeodactylum tricornutum’da ise temel yag asidinin
C14:0 oldugu goriilmektedir. Patil ve arkadaslarinin (2017) yaptig1 ¢alismada denizel
alglerin temel olarak PUFA (EPA ve DHA) iirettikleri goriiliirken, tatli suda yetisen

alglerin yogun olarak doymus ve doymamis yag asitlerini irettikleri goriilmektedir
[21].



3. MATERYAL VE METOD

3.1 Genomik DNA izolasyonu

Tirlerin genomik DNA izolasyonlari Promega’nmin Wizard Genomic DNA
Purification Kit’i (Promega, Madison, Wisconsin, ABD) ile yapilmistir. Deney
prosediirii kitte belirtildigi tizere olusturulmustur. 2 ml kiiltiir ependorf tiipe alinmig
ve 14000xg’de 10 dk santrifiij edilerek hiicreler hasat edilmistir. Alt1 yiiz pl Nuclei
Lysis Solution eklenmis ve tiipler 1-3 saniye vortekslenmistir. Ardindan 6rnekler 65
°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir. Her bir tiipe 3 pl RNase soliisyonu eklenmis ve
tipler asagi yukari calkalanmistir. Enzimin g¢alismasi i¢in o6rnekler 37 °C’de 15
dakika inkiibasyona birakilmistir. Devam etmeden 6nce 5 dakika Orneklerin oda
sicakligina gelmesi beklenmistir. Tiiplere 200 pl Protein Precipitation Solution
eklenmis ve yiiksek hizda 20 saniye vortekslenmistir. Ornekler 16000xg de 3 dk
santrifiijlenmistir. DNA igeren siipernatant dikkatli bir sekilde, pelete dokunmadan,
oda sicakliginda 600 pl izopropanol iceren baska bir tiipe alinmis ve tiip iyice
karistirilmistir. Ornekler 16000xg’de oda sicakliginda 1 dk santrifiijlenmis ve
siipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastinlmistir. Oda sicakliginda 600 pl %70
etanol eklenmis ve tiipler birkag defa ¢alkalanarak DNA’nin yikanmasi saglanmustir.
Ornekler 16.000xg’de oda sicakliginda 1 dk santrifiijlenmis ve DNA nin ¢6kmesi
saglanmistir. Etanol pipet yardimi ile DNA peletinden uzaklagtirilmis ve ardindan 15
dakika kadar etanoliin u¢masi beklenmistir. Son olarak 100 pl steril ultrasaf su
eklenmis ve DNA 65 °C de 1 saat inkiibe edilerek ¢6zdiiriilmiistiir. Hazir olan DNA -
20 °C’de saklanmistir [22].

3.1.1 Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve filogenetik analizler

Tez caligmasinda kullanilan mikroalg sus ve tiirlerinin dogru tanimlamasini yapmak
icin bu suglarin rRNA biiyiik alt tinite (LSU rRNA) gen dizileri belirlenmistir. Bu
dogrultuda her sus ve tiirden izole edilen genomik DNA’lar ve bu gen bdlgesini
cogaltacak primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir.

Kullanilan primerler 1147274 no’lu TUBITAK projesinde gelistirilen LSUalgF ve
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LSUalgR primerleridir. PZR reaksiyonlar1 bir BioRad T100 thermal cycler
kullanilarak gergeklestirilmistir. PZR deney prosediirii agsagidaki gibidir;

1x Karisim

e 10 X Taq Buffer = 2.5 pl (Thermo #EP0402)
e 25mM MgCl,=2.5pnl

e 10mM dNTP=0.5 pl

e {leri primer = 0.2 pl (10 uM stok)

e Geriprimer =0.2 pl (10 uM stok)

e Taq polimeraz =0.25 ul (1 V)

e Steril Ultrasaf Su=17.85 pul

e Genomik DNA =1 pl

Optimal PZR dongiisii 95 °C’de 3 dk, 30 dongii: 95 °C’de 30 s, 60 °C’de 30 s, 72
°C’de 1 dk, son ¢ogaltma 72 °C’de 5 dk olarak belirlenmistir.

Elde edilen PZR iirtinleri %1.5’luk agaroz igeren TBE soliisyonu i¢inde yiriitiilmiis;
dogru boyuttaki PZR firtinleri Promega Gel Extraction Kit (Promega, Madison,
Wisconsin, ABD) ile jelden saflastirtlmistir. Saflastiritlan PZR firtinleri PZR’de
kullanilan primerler ile ¢ift yonlii olarak hizmet alimi yoluyla dizilenmistir. Gen
dizileri Mega 6 yazilimi ile goriintiilenmis ve ayni yazilimda elle diizeltilmigtir
(Tamura vd 2013). Diizeltme yapilirken Chromas ve CodonCode Aligner
yazilimlarinda yer alan kalite skorlarindan da yararlanilmistir. Tez c¢alismasindaki
suslarin rRNA LSU gen dizilerinin yakin ve uzak akraba gen dizileri National Center
for Biotechnology Information (NCBI) veri bankasindan BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) ile elde edilmistir.

Tim gen dizileri Mega 6 yaziliminda yer alan Muscle ile hizalanmistir. Hizalama
dosyast kullanilarak Yanina-Birlestirme (Neighbor Joining-NJ) ve Maksimum
Olabilirlik (Maximum Likelihood-ML) agaglar1 olusturulmustur. NJ agact 2000
yeniden ornekleme (bootstrapping) ile maksimum kompozit olabilirlik yontemi ile
olusturulmustur. ML yonteminde kullanilacak en uygun niikleotit degisim modeli
Mega 6 yaziliminda yer alan model se¢me yazilimi ile belirlenmistir [23]. ML

agaclar1 bu model kullanilarak 2000 yeniden 6rnekleme ile olusturulmustur.
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3.2 Mikroalg Biiyiime Deneyleri

Bazi Dunaliella tiirlerinde stres kosullarinda karotenoit tiretimi artmaktadir. Yiiksek
151k yogunlugu bu stres kosullarindan bir tanesidir. Bu dogrultuda genetik
farkliliklara sahip ve kiiltlirlerinde farkli renklere sahip 6 Dunaliella susu yiiksek ve
diisiik 151k deneylerine tabii tutulmustur. Diislik 151k yogunluklart LED lambalarin
tizerinin gozenekli perdeler ile kaplanmasi ile elde edilmistir. Diizenekteki 1s1k
yogunluklar1 bir Li-Cor LI-190SA kuantum sensoérii (Li-Cor, Lincoln, Nebraska,
USA) ile 6l¢iilmiis ve ayarlanmistir. Bu denemelerde Dunaliella sp. AQUAMEB-2,
-4, -10, -14, 16 ve -21 suslar1 kullanilmistir. Bu suglara LED lambalar ile yiiksek
(650 pmol.foton.m?.st) ve diisik (65 pmol.foton.m?s?) 151k yogunlugunun
verildigi bir deney diizenegi olusturulmustur (Sekil 3.1). Her sus, yiiksek ve diisiik
151k yogunluklarinda, 24 +1 °C’de ii¢ tekrarli olarak 36 giin boyunca biiyiitiilmiistiir.
Dunaliella suglarinin biiyimesi 3 giinde bir alman kiiltiir 6rneklerinin optik
yogunluklarmm (OD 750 nm) &lgiilmesi ile izlenmistir. Ilave olarak her tekrardan 0,
12, 24 ve 36. giinlerde total karotenoit ve klorofil dlglimleri i¢cin 10 mL &rnek
alinmistir. Pigment 6rnekleri 4 °C’de, 4500 rpm’de 10 dk santrifiijlenmis (Beckman
Allegra, X30R, Beckman Coulter, CA, USA) ve peletler analizlere kadar — 20 °C’de
saklanmigtir. Denemelerde kullanilan suslar ve kiiltiir ortami tuzluluklar1 Cizelge

4.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 : Isik denemelerinde kullanilan Dunaliella suslar1 ve kiiltiir ortami
tuzluluklari. PES, Plymouth Erdschreiber kiiltiir ortami

Dunaliella suslar Kiiltiir ortam tuzlulugu
Dunaliella viridis AQUAMEB-2 160 ppt PES
Dunaliella salina AQUAMEB-4 60 ppt PES
Dunaliella salina AQUAMEB-10 160 ppt PES
Dunaliella salina AQUAMEB-14 160 ppt PES
Dunaliellasp.  AQUAMEB-16 165 ppt PES
Dunaliella salina AQUAMEB 21 120 ppt PES

3.3 Dunaliella Suslarinda Total Karotenoit Miktar1 Analizleri

Karotenoitler iki gruba ayrilmaktadir, Ilk grup oksijen icermeyen karotenoitler iken
ikinci grup ise oksijen iceren ksantofillerdir (Or: Hidroksi ve epoksi grubu igeren

formlar).
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Sekil 3.1 : Dunaliella suslarinin yiiksek ve disiik 151k yogunlugunda kiiltiiriinii
saglayan deney diizenegi

Toplam karotenoit miktar1 (ksantofil+p-karoten) total pigment ekstraktindan
hesaplanabilmektedir. Bu hesaplamada klorofil-a ve klorofil-b’nin  maksimum
absorbans verdigi dalga boylarindaki 6lgiimlerle birlikte karotenoitlerin iyi
absorbsiyon verdigi 470 nm’de de 6l¢iim yapilir. 470 nm absorbans degerinde temel
olarak karotenoitlerin absorsiyonu gozlemlenirken, ¢ok az miktarda klorofil-b ve
Klorofil-a’nin da absorbsiyonu gozlenmektedir. Bu sebeple total karotenoit miktari
hesaplamalarinda klorofil-a ve klorofil-b derisimleri 470 nm o&lgiimlerinden belirli

katsayilarla ¢arpildiktan sonra ¢ikarilir [24].
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Toplam karotenoit 6lgiimlerinde, biiyiime deneyleri sirasinda alinan ve karotenoit
Olgtimleri igin ayrilarak -20 °C’de saklanan 6rnekler kullanilmigtir. Coziicii olarak saf
aseton kullanilmis ve deney sirasinda ornekler sogukta buz iizerinde bekletilmistir.
Ekstraksiyondan sonra siipernantant 6l¢iim yapilmak iizere ayrilmistir ve formiilde
belirtilen  absorbans degerlerinde  spektorofometrede (VWR  UV-1600PC
Spektrofotometre) &lgiim yapilmistir. Olgiilen absorbans degerlerindeki miktarlar
formiilde yerlerine konularak total karotenoit miktarlar1 hesaplanmistir. Son olarak
hesaplanan karotenoit miktarlar1 ayni1 giindeki optik yogunluk degerlerine bdliinerek
birim biyomas basina diisen total karotenoit miktarlart elde edilmistir. Total

karotenoit miktar1 hesaplamalarinda kullanilan formiil agagidaki gibidir;

Ca=11.24 X Agsrs— 2.04 X Asuss (3.2)
Cb =20.13 X Agass— 4.19 X Acsrs (3.3)
Casb = 7.05 X Agsr6— 18.09 X Agass (3.4)
Cysc=1000 X Ag70 — 1.90 X C, — 63.14 X Cp (3.5)

Denklem 3.2, 3.3, 3.4, 3.5’de goriilecegi tizere C,, klorofil a konsantrasyonunu
(ng/mlL), Cp, klorofil b konsantrasyonu (ng/mL), Cusp), total karotenoit
konsantrasyonunu (ug/mL) gosterir [25] .

3.4 Mikroalg Suslarinda Protein Miktar1 Olciimleri

Protein ve karbonhidrat analizleri i¢in tezde kullanilan sus ve tiirler, hacimleri
kademeli olarak artirilarak, dort aylik bir siiregte 1 L’lik hacme ulastirilmustir. Yeterli
hacme ulasan kiiltiirler 4000 x g’de 10 dk santrifiijlenerek hasat edilmis, liyofilize
edilerek -20 °C’de saklanmistir. Protein miktar1 hesaplanirken yaygin olarak
kullanilan bir yontem olan Lowry yontemi kullanilmistir. Lowry yontemi Biuret
reaksiyonlar1 temeline dayanir. Bu reaksiyonunun temel prensibi proteindeki peptit
baglarinin bazik kosullarda bakir ile reaksiyonu sonucu Cu® iyonunun iiretilmesidir.
Uretilen Cu® iyonu ise Folin-Ciocalteau reaksiyonunda folin ile tepkimeye
girmektedir. Biuret reaksiyonu sonucunda, proteinlerde triptofan ve tirozin
yogunluguna bagl olarak giicli bir mavi renk olusur. Bu yontem 0.01 mg
protein/mL’ye kadar duyarli olmakla birlikte, optimum o&l¢iim araligi 0.01-1.0

mg/mL protein olarak belirlenmistir [26].
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Tez c¢aligmasinda inkubasyon siiresi, sicakligi ve asit konsantrasyonu gibi
parametreler daha Once yapilmis olan makalelerden faydalanarak belirlenmis ve

deney plani olusturulmustur [27].

3.4.1 Mikrolaglerden protein ekstraksiyonu

Calismada 1 mg liyofilize edilmis mikroalg 6rnegine 40 pul %24 TCA (trikloroasetik
asit) eklenmis ve kuru blok 1siticida 95 °C’de 15 dk inkiibe edilmistir. inkiibasyonun
ardindan 120 pl ultra saf su eklenerek TCA konsantrasyonu %6’ya seyreltilmistir.
Ardindan Ornek 15.000xg +4 °C’de 20 dk santrifiijlenmistir. Siipernatant
uzaklastirildiktan sonra pelete 0.1 mL Lowry reaktif D ilave edilmistir. Lowry reaktif
D giinliik olarak hazirlanmistir ve igeriginde 48:1:1 oraninda Reaktif A, Reaktif B ve
Reaktif C bulunur. Reaktif A: 0.1 N NaOH i¢inde %2 (w/v) Na,COs3; Reaktif B : %1
(w/v) NaK tartrat tetrahidrat; Reaktif C : % 0.5 (w/v) CuSO4.5H,0. Lowry reaktif D
ilave edilmis numuneler 55 °C de 3 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrast tiipler
15000 x g’de 20 dk santrifiijlenmis (oda sicakligi) (Microfuge, Beckman Coulter,
CA, USA) ve silipernatant ayrilmisir. Elde edilen protein 0Oziitii (slipernatant)

Olgtimlere kadar -20 °C’de saklanmistir [28].

3.4.2 Mikroalglerde protein miktar tayini

Iki N Folin-Ciocalteu fenol reaktifi 1:1 oraninda ultra saf su ile sayreltilip giinliik
olarak taze bir sekilde hazirlanmistir. On pl’ye kadar protein 6ziitiine 190 pl Lowry
reaktif D eklenmis ve karistirilmistir. Ornek 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir. Ardindan 6rnege 20 pl Folin-Ciocalteu fenol reaktifi eklenmis ve 30 dk
oda sicakliginda inkiibasyonun ardindan 600 nm’de Olgim yapilmistir. Protein
miktar tayini igin kalibrasyon egrisi BSA (sigir serum albumini) kullanilarak
olusturulmustur. Standart ile olusturulan grafik yardimiyla oOrneklerin protein

miktarlar1 hesaplanmistir [28].

3.5 Mikroalglerde Karbonhidrat Miktar Tayini

Karbonhidrat miktar tayininde fenol-siilfirik asit yontemi kullanilmustir.
Karbonhidrat analizi i¢in Onerilen bir ¢ok yOntem arasindan fenol-siilfirik asit

yontemi giivenilir ve basit olmasindan dolay1 yaygin olarak kullanilmaktadir [29].
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Fenol-siilfiirik asit yontemi fenol varliginda konsantre siilfiirik asidin kullanilmasini
icerir. Karbonhidratlar giiglii asit varliginda furfuraldehid ya da furfuraldehidin
homologlarini olustururlar. Karbonhidratlarin bu tiirevleri aromatik fenoller ile

polimerizasyon ya da yogunlasma ile renkli bilesikler tiretirler [30].

Liyofilize edilmis mikroalg 6rnekleri derisimleri 1 mg/mL olacak sekilde ultra saf su
ile sulandirilmigtir.Bir  mL, derisimi 0.5 mg/mL olan 6rnege, 3 mL konsantre
stlfiirik asit eklenmis ve 30 sn vortekslenmistir. Ardindan 1 mL %5’lik fenol ilave
edilmis; Ornekler vorteksleme sonrasi su banyosunda 90 °C’de 5 dk inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan oda sicakligina gelen &rneklerin 490 nm’de
Olgimii  yapilmistir [31]. Karbonhidrat miktar tayininde kalibrasyon egrisi
olusturmak i¢in D-glukoz kullanilmistir. Olusturulan standart grafiginden

faydalanilarak 6rneklerin karbonhidrat miktar1 hesaplanmistir [32].

3.6 Yiiksek Basing¢ S1ivi Kromatografisi (HPLC) ile p-Karoten Analizi

Yiiksek Basing Sivi Kromatografisi ( HPLC) analizleri igin ticari olarak satin alinan
B-karoten standardi (Sigma-Aldrich, 22040) kullamilmistir. Standart, derisimi 1

mg/mL olacak sekilde kloroform igerisinde ¢ozdiirerek hazirlanmustir.

Stok p-karoten standardi kalibrasyon egrisi olusturmak amaciyla aseton ile
seyreltilerek ¢esitli derisimlerde hazirlanmistir. Liyofilize edilmis Dunaliella
orneklerinin pigment 6ziitlemesi i¢in 10:90 oraninda aseton:metanol kullanilmistir.
Derisimi bilinen ozitler 0.22 um filtrelerden gegirilerek analiz igin hazir hale
getirilmistir.

HPLC analizi C18 analitik kolon ZORBAX ODS (boyut: 4.6x150 mm, partikiil
boyutu: 5 mikron; Agilent, CA, ABD) ile yapilmigtir. DAD detektor ile 440 nm’de
Olgtim yapilmigtir [33]. Mobil faz olarak 40:60 oraninda aseton: metanol
kullanilmigtir. Analiz 1mL/dk akis hizinda izokratik olarak gergeklestirilmistir.
Enjeksiyon hacmi 20 pl’dir. Standart ile olusturulan grafik yardimiyla 6rneklerdeki

[-karoten miktarlar1 hesaplanmistir [34].

3.7 Yag Asidi Analizi

Liyofilize drnekler temel yag asitlerinin belirlenmesi amactyla GC-FID analizi i¢in

Yeni Zelanda, Cawthron Enstitiisii’ne gonderilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Filogenetik Analizler

4.1.1 AQUAMEB Dunaliella suslarimin rRNA biiyiik alt iinite (LSU) genine

dayal karakterizasyonlar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan Dunaliella suslarinin tiir tanimlamalarint yapmak,
birbirileriyle ve diinyadaki benzerleriyle genetik iligkilerini incelemek i¢in rRNA
biiyiik alt iinite gen dizileri belirlenmistir. Olusturulan ML filogenetik agacinda 4
temel grup belirlenmistir (Sekil 4.1). Ilk grup 11 Dunaliella sp. AQUAMEB susunu,
3 adet D. Salina susunu ve 1 adet D. Tertiolecta susunu igermistir. Ancak ilk
grubun yeniden ornekleme yiizdeleri diisiiktiir, dolayisiyla grup iiyeleri arasinda
ayrim yapmak miimkiin olmamustir. Birinci gruptaki Dunaliella suslarinin niikleotid
benzerlikleri %98.3 ile %100 arasinda bulunmustur ve grup tyelerinin ortalama
niikleotid benzerlikleri %99.2 olarak hesaplanmistir (p wuzakligi: 0.00809).
Borowitzka ve Siva (2007) UTEX 199 susunun D. salina olmasi gerektigini
onermistir. Bu gruptaki Dunaliella sp. AQUAMEB suslar1 gerek genetik gerekse

morfolojik 6zellikleri ile D. salina ile uyumludur.

Maksimum olabilirlik (ML) LSU agacinda ikinci grup, yiliksek yeniden drnekleme
yiizdesi ile, Dunaliella sp. AQUAMEB-6, -9, -8, -16 izolatlar1 ile D. viridis, D.
peircei ve D. maritima olarak tanimlanmis izolatlardan olusmustur (Sekil 4.1).
Dunaliella sp. AQUAMEB-16 ve -8’in birbiriyle, Dunaliella sp. AQUAMEB-6 ve -
9’un birbiriyle %100 rRNA biiyiik alt tinite gen dizisi benzerligine sahip oldugu
goriilmistiir. Bunlarin komsular1 olan D. viridis, D. peircei ve D. maritima da
birbirleriyle %100 gen dizi benzerligine sahiptir. ikinci grup iiyelerinin karsilikli

LSU gen dizisi benzerlikleri %99 un tizerindedir.

Dunaliella viridis susu CONC002-Gonzalez diger D. viridis suslarindan ayrilmis ve
ticlincti grupta kiimelenmistir. Dunaliella sp. AQUAMEB-2 susu da bu grupta yer
almistir. Ugiincii grup taksonlar1 yiiksek yeniden Ornekleme yiizdeleri ile diger

Dunaliella suslarindan ayrilmigtir. Bu grup iyeleri kendi i¢inde %99’un iizerinde
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benzerlik gostermis, ancak diger gruplardaki Dunaliella suslarindan ayrilmistir.
Diger taraftan dordiincii grup, %98 {istii benzerlige sahip, Dunaliella sp.
AQUAMEB-49 ile Dunaliella sp. CCMP 367 suslarini igermistir. Diger Dunaliella
suslarina genetik uzakliklar1 ve morfolojik 6zellikleri diisiiniildiigiinde, AQUAMEB-

2 ve -49 suslar1 D. viridis benzeri olarak tanimlanabilir.

Sekil 4.1°deki filogenetik aga¢ olusturulmadan 6nce en uygun model Mega 6
yaziliminda belirlenmistir (Kimura-2 parametre modeli ve Gama dagilimi [ +G=
0.2647]). Sekil en yiiksek log olasiliga sahip agaci gostermektedir (-1010.0079).
Agac Olgekli cizilmistir ve dal uzunluklar1 bolge basina baz degisimini
gostermektedir. Analizde 31 dizi ve 351 baz pozisyonu kullanilmistir Analizde 1000
yeniden Ornekleme (bootstrap) yapilmistir. %50°nin altindaki yeniden 6rnekleme
degerleri gosterilmemistir. Tezde kullanilan Dunaliella suslar1 renkli sekillerle
gosterilmistir. Renkler suslarin  yagh kiiltiirlerindeki  pigmentasyonu temsil
etmektedir. Kirmiz1 ¢izgili kisimlar Borowitzka ve Siva (2007)’nin 6nerdigi tiir ismi
degisiklikleridir. Haemotococcus lacustris ve Chlorococcum oleofaciens dis grup
olarak kullanilmistir. Gen bankasindan alinan tiim suslar i¢in erisim kodlar

eklenmistir.

4.1.2 AQUAMEB Tetraselmis ve Cryptophyceae suslarimin rRNA biiyiik alt

iinite (LSU) genine dayah karakterizasyonlari

Tetraselmis sp. AQUAMEB-22 morfolojik olarak denizel Tetraselmis suslari ile
benzerdir. Olusturulan ML agacinda da denizel Tetraselmis suslarina yakin yer
almistir (Sekil 4.2) ancak en yiiksek benzerligi %77 ile Tetraselmis marina susuna
gostermistirHalofilik Tetraselmis suslarmna (Or: Tetraselmis sp. GSL018) ait LSU
gen dizileri gen veri bankalarinda mevcut olmadigi i¢in bu analize dahil
edilememistir. Su asamada, yeterli veri olmadigi igin, bu sus Tetraselmis sp. olarak

birakilmstir.

Cryptophyceae AQUAMEB-1 susu BLAST sonucunda en yiiksek benzerligi %90

benzerlik ile Rhodomonas sp. M 1480 susuna gostermistir
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Dunaliella sp AQUAMEB-13 —_
62 | Dunaliella salina UTEX 1644 DQ015744.1
Dunaliella sp AQUAMEB-12
Dunaliella sp AQUAMEB-5
Dunaliella sp. AQUAMEB-21
Dunaliella sp AQUAMEB-10
Dunaliella sp AQUAMEB-11
Dunaliella sp AQUAMEB-20 —
Dunaliella sp AQUAMEB-14
84 | Dunaliella sp AQUAMEB-15
L— Dunaliella sp AQUAMEB-4
Dunaliella sp AQUAMEB-18
Dunaliella salina bardawil UTEX 2538-ATCC30861 DQ015739.1
5 Dunaliella bioculata UTEX 199 (salinaMur89) DQ015740.1
— ga | Dunaliella tertiolecta CCMP 1302 DQ015751.1
6 B_I Dunaliella sp AQUAMEB-6
Dunaliella sp AQUAMEB-9
Dunaliella sp AQUAMEB-8
— Dunaliella sp AQUAMEB-16 I
-{ Dunaliella parva UTEX LB 1983 (viridisBor) AF183473.1

©
o

95 Dunaliella salina UTEX 200 (viridis Bor) DQ015745.1
63 | Dunaliella peircei strain UTEX 2192 DQ015742.1

Dunaliella parva SAG 19-1 (maritima Mur184) DQ015726.1

Chlorosarcinopsis gelatinosa CCMP 1511 DQ015737.17
prs Dunaliella viridis CONC002-Gonzalez DQ015754.1
=1 Dunaliella sp AQUAMEB-2 I
79 k= Dunaliella sp. SPMO 300-5 DQ324043.1

— Dunaliella sp AQUAMEB-49 v
99 — Dunaliella sp. CCMP367 DQ015749.1

Haematococcus lacustris SAG 44.96 KR181936.1
Chlorococcum oleofaciens SAG 213-11 LC066336.1

Sekil 4.1 : Tez galismasinda kullanilan Dunaliella suslarinin rRNA biiyiik alt tinite
genlerine dayali Maksimum Olasilik (ML) agaci.

Sekil 4.2°deki filogenetik aga¢ olusturulmadan 6nce en uygun model Mega 6
yaziliminda belirlenmistir (Kimura-2 parametre modeli ve Gama dagilimi ([+G=
0.8682]). Sekil en yiiksek log olasiliga sahip agaci gostermektedir (-1731.9291).
Agac Olgekli cizilmistir ve dal uzunluklari bolge basmma baz degisimini
gostermektedir. Analizde 10 dizi ve 323 baz pozisyonu kullanilmistir Analizde 2000
yeniden Ornekleme (bootstrap) yapilmistir. %50’nin altindaki yeniden &rnekleme

degerleri gosterilmemistir. Agacta kok kullanilmamastir.
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Tetraselmis sp AQUAMEB-22

Tetraselmis chuii NIES-2432 AB491617

Tetraselmis cordiformis SAG 26.82 HE610130

Tetraselmis marina CCMP898 HE610131

Tetraselmis striata SAG 41.85 HE610129

Storeatula sp. CCMP186& FJ973366

- Rhodomonas sp. CCAC 1630 HG328374
Rhodomonas salina CCAP 978/13 HE820923

65
T‘_r Cryptophyceae AQUAMEBA
82 Rhodomonas sp. M1480 AM396399

100

0.2

Sekil 4.2 :Tez galismasinda kullanilan Cryptophyceae AQUAMEB-1 ve Tetraselmis
sp. AQUAMEB-22 ile gen bankasindan agaca eklenen diger suslarin rRNA LSU

geni Maksimum Olasilik (ML) agaci.

4.2 Dunaliella sp. AQUAMEB Suslarimin  Yiiksek ve Diisiik Isik

Yogunluklarinda Biiyiime Ozellikleri

Genetik karakterizasyonu yapilan 15 Dunaliella AQUAMEB susundan genetik ve
pigment iiretimi farkliligina sahip 6 tanesinin yiiksek ve diisiik 151k yogunluklarinda
biiylime Ozellikleri incelenmistir. Bu deney diizeneginde yiiksek 1sik [B-karoten

tiretimini tetiklemek i¢in kullanilmis ve diisiik 151k kiiltiirleriyle kiyaslanmistir.

Deneylere tabii tutulan kiiltiirler, kiiltiir koleksiyonunda bulunduklari tuzluluklarda
biiyiitiilmiistiir. Bu tuzluluklar bu suslarin izole edildikleri ortamin tuzlulugunu
yansitmaktadirDiigik 151k yogunlugunda (65 umol.foton.m'z.s'l) biiyiitiilen
kiiltiirlerde en iyi biiytime D. viridis AQUAMEB-2 susunda goriilmiistiir. Bu sus 36
giinliik kiiltiir periyodu boyunca logaritmik artisini siirdiirmiis ancak biiylime egrisi
diisiik bir egime sahip olmustur. Ulastigi maksimum optik yogunluk 750 nm’de
ortalama 0.225 olmustur. Diger taraftan D. salina AQUAMEB-16 ve -21,
AQUAMEB-2’ye gore daha az biiyiimiis ve her iki sus da 750 nm’de ortalama

maksimum 0.150 seviyelerine ulasmistir (Sekil 4.3).
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Optik Yogunluk (750 nm)

0,000
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siinler

—AQUAMEB-21 DI—AQUAMEB-14 DI—AQUAMEB-16 DI
—AQUAMEB-10 DI—AQUAMEB-4 DI —AQUAMEB-2 DI

Sekil 4.3 : Dunaliella sp. AQUAMEB suslarinin diisiik 151k yogunlugunda (65
pmol.foton.m‘z.s‘l) bliylime egrileri. Hata ¢ubuklar1 tekrarlar arasindaki varyansi
gosteren standart hatay1 gostermektedir. DI, diistik 151k.

Yiiksek 15tk yogunlugunda (650 pmol.foton.m2s™) yetistirilen kiiltiirlerden en iyi
biiytime D. viridis AQUAMEB-2 ve D. salina AQUAMEB-21’de goriilmiistiir (Sekil
4.4). Bunlardan AQUAMEB-2 susu birinci haftadan sonra duraklama fazina girmeye
baslamistir. AQUAMEB-21 susunun ise birinci aydan sonra duraklama fazina
girmeye bagladigi goriilmektedir. Ancak her iki susun biiylime egrileri diisiik bir
egime sahiptir. Bu suslar 36 giinliik kiiltlir periyodu sonunda sirasiyla ortalama 0.165
ve 0.193 optik yogunluk seviyelerine ulagsmistir. Dunaliella salina AQUAMEB-4 ve
Dunaliella sp. AQUAMEB-16 ise daha diisiik bir biiylimeyle ortalama 0.13 optik

yogunluk seviyelerine ulagsmistir. Diger suslar ¢ok az biiylimiistiir.
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0,250

0,200

0,150

0,100

Optik Yogunluk (750 nm)

0,050

0,000
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36
Giinler

—AQUAMEB-21 YI—AQUAMEB-14 YI—AQUAMEB-16 YI
—AQUAMEB-10 YI—AQUAMEB-4 YI —AQUAMEB-2 YI

Sekil 4.4 : Dunaliella sp. AQUAMEB suslarinin yiiksek 1s1k yogunlugunda (650
umol.foton.m-2.s-1) biliylime egrileri. Hata cubuklar tekrarlar arasindaki varyansi
gosteren standart hatayr gostermektedir. Y1, yiiksek 1s1k.

Yiksek ve disik 151k  yogunlugunda  yetistirilen  kiiltlirler ~ beraber
degerlendirildiginde en iyi biiyiime D. viridis AQUAMEB-2 susunun diisiik 151k
kiiltiirlerinde gozlenmistir (Sekil 4.5). Bunu D. salina AQUAMEB-21"in yiiksek 151k
kiiltiirii ve D. viridis AQUAMEB-2’nin yiiksek 151k kiiltiirii takip etmistir.

0,300
0,250
0,200
0,150

0,100

Optik Yogunluk (750 nm)

0,050

0,000
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36
Giinler

—AQUAMEB-21 YI—AQUAMEB-21 DI —AQUAMEB-14 YI—AQUAMEB-14 DI
—AQUAMEB-16 YI—AQUAMEB-16 DI —AQUAMEB-10 YI—AQUAMEB-10 DI
—AQUAMEB-4 YI —AQUAMEB-4 DI —AQUAMEB-2 YI —AQUAMEB-2 DI
—AQUAMEB-21 DI —AQUAMEB-14 DI —AQUAMEB-16 DI —AQUAMEB-10 DI
—AQUAMEB-4 DI AQUAMEB-2 DI

Sekil 4.5 : Dunaliella sp. AQUAMEB suslarmin yiiksek (650 pmol.foton.m2.s™) ve
diisiik 151k (65 pmol.foton. m?2.s™) yogunluklarinda biiylime egrileri. Hata ¢cubuklar
tekrarlar arasindaki varyansi gosteren standart hatayr gostermektedir. Y1, yiiksek 1s1k,
DI, diisiik 151k
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Biiyiime deneyleri sonucunda kiiltiirlerin renk degisimleri incelendiginde bazi
suslarin renklerinin yesil olarak kaldigi gbzlenmis; bazi suslarda ise karotenoit
tiretiminden kaynakli kiiltiirlerin turuncu renge dondiigii gortilmistiir. Dunaliella
viridis AQUAMERB-2, D. salina AQUAMEB-14 ve Dunaliella sp. AQUAMEB-16’
da yesil renkli kiiltlirlerin yiiksek 1siktaki tekrarlarinin renkleri hafif acilarak sarimsi
yesil olarak kalmiglardir (Sekil 4.6, 4.7).

Yiiksek igik Dasiik 15k Yaksek isik Dasik 15k Yaksek igik

Sekil 4.6 : Dunaliella sp. AQUAMEB-2, -4, ve -10 suslarinin 36 giin sonunda renk
degisimleri.

Dunaliella salina AQUAMEB-4, AQUAMEB-10 ve AQUAMEB-21’in ise yiiksek
1siktaki  kiltiirlerinin  renkleri turuncu olurken disiik 1siktaki kiltiirlerde renk
degisimi gozlenmemistir (Sekil 4.6-4.7). Bu veriler biiylime analiz verileri ile
karsilagtirildiginda turuncu renkli olan tiirlerin ayn1 zamanda yiiksek 1sikta daha iyi
biiyiliyen tiirler oldugu gozlenmistir. Yesil renkli olarak kalan tiirlerin ise diisiik 151k
siddetinde daha iyi bliylime gosteren tiirler oldugu goriilmiistiir.

Aquameb 16 Aquameb 16 Aquameb 14 Agquameb 14 Aquameb 21 Aquameb 21

Dtk i1gik Yiiksek 1gik Dtk 1gik Yiiksek 1gik Dtk gtk Yiksek igik

Sekil 4.7 : Dunaliella sp. AQUAMEB-16, -14, ve -21 suslarinin 36 giin sonunda
renk degisimleri.
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4.3 Dunaliella  sp. AQUAMEB Suslarmmin Yiiksek ve Diisiik 151k

Yogunluklarinda Pigment Uretimleri

4.3.1 Total karotenoit, klorofil-a ve klorofil-b derisimlerinin spektrofotometrik

yontemle belirlenmesi

Yiiksek ve diisiik 151k yogunluklarinda biiyiitiilen Dunaliella suslarindan 0, 12, 24 ve
36. gilinlerde pigment miktarlarinin belirlenmesi i¢in Ornekler alinmistir. Toplam
karotenoit, Klorofil-a (chl-a) ve klorofil-b (chl-b) derisimleri spektrofotometrik
yontemlerle belirlenmistir.  Birim biyokiitle basina toplam pigment derisiminin
belirlenmesi i¢in bu degerler Ornek alinan andaki optik yogunluk degerine

bolinmiistiir.

Deney baslangicinda en yiiksek toplam karotenoit miktarina sahip kiiltiirler, D.
salina AQUAMEB-4 susunun yiiksek ve diisiik 151k yogunlugunda baslatilan
kiiltiirleri olmustur (Sekil 4.8). Dunaliella salina AQUAMEB-14 ve AQUAMEB-21
suslarinin ise benzer ancak daha diisiik seviyede toplam karotenoit miktara sahip
oldugu belirlenmistir. On ikinci giinde, birim biyokiitle bagma en yiiksek toplam
karotenoit iretimi Dunaliella salina AQUAMEB-4, -10 ve -21’in yiiksek 151k
kiiltiirlerinde goriilmiistiir. Benzer durum 24. ve 36. gilinlerde de goriilmiis, ancak
AQUAMEB-21 susunun diisiik 11k kiiltiirlerinde birim biyokiitle basina karotenoit

tiretimi de 24. giinden itibaren artmaya baglamistir.
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Sekil 4.8 : Dunaliella sp. AQUAMERB suslarinda yiiksek (650 umol.foton.m'z.s'l) ve
disiik (65 umol.foton.m'z.s'l) 151k yogunluklarinda toplam karotenoit iiretimi. Y1,
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yiiksek 1s1k; DI, diisiik 1s1k. Kar, karotenoit. Hata ¢ubuklari, ortalamanin standart
hatasini gostermektedir.

Deney baslangicinda tiim suslarin klorofil-a miktarlari birbirlerine yakindir ancak D.
viridis AQUAMEB-2’nin klorofil-a igerigi diger suslardan farkli ve azdir (Sekil
4.9). On ikinci giinden itibaren tiim Dunaliella suslarmin diisiik 1s1ktaki tekrarlarinin
yiiksek 1s1ktaki tekrarlarindan daha fazla miktarda klorofil-a i¢erdigi goriilmiistiir. En
yiksek klorofil-a igerigi ise D. salina AQUAMEB-10 ve -14 suslarinin disiik

1_
.IIM
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B AQUAMEB-16-YI-chl-a @ AQUAMEBE-16-DM-chl-a @ AQUAMEB-21-Y1-chl-a @ AQUAMEB-21-DI-chl-a

1s1ktaki tekrarlarinda goriilmiistiir.
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Sekil 4.9 : Dunaliella sp. AQUAMEB suslarinda yiiksek (650 pmol.foton.m2.s™) ve
diisiik (65 pmol.foton.m?s™) 151k yogunluklarinda klorofil-a miktarlari. Y1, yiiksek
1s1k; DI, disiik 1s1k.  Chl-a, Klorofil-a. Hata gubuklari, ortalamanin standart hatasinm
gostermektedir.

Deney baslangicinda en yiiksek klorofil-b (chl-b) igerigi Dunaliella salina
AQUAMEB-4 ve AQUAMEB-14’de goriliirken, en disiikk klorofil-b igerigi
Dunaliella viridis AQUAMEB-2’de goriilmiistiir (Sekil 4.10) On ikinci giinde ise en
yiiksek klorofil-b igerigi Dunaliella salina AQUAMEB-4’{in diisiik 151k kiiltiiriinde
goriilmiis; bunu AQUAMEB-10 ve -14’lin disiik 1s1k kiiltiirleri izlemistir. Takip
eden orneklemelerde (24. ve 36. giinler) AQUAMEB-4"iin diisiik 151k kiiltiirtindeki
klorofil-b miktarinda azalma go6zlenirken, AQUAMEB-10 ve -14’iin disik 151k

kiiltiirlerinde yiiksek chl-b tiretimi devam etmistir.

25



35,00

30,00

25,00

]
5%
a5
T2
=
9z
<

20,00

2
=
9
>
%

15,00

10,00

2
=
g2
=%
g
<2
=

<

5,00

Klorofil-b miktari/ OD 750 nm

i

1 I 1
-Illlh -Ilinm Jli“h

8 AQUAMEB-2-YI-chl-b m AQUAMEB-2-DI-chl-b ® AQUAMEB-4-YI-chl-b

2 AQUAMEB-4-DI-chl-b m AQUAMEB-10-YI-chl-b ® AQUAMEB-10-DI-chl-b
B AQUAMEB-14-YI-chl-b ® AQUAMEB-14-DI-chl-b ® AQUAMEB-16-YI-chl-b
HAQUAMEB-16-DI-chl-b ®m AQUAMEB-21-YI-chl-b ® AQUAMEB-21-DI-chl-b

Sekil 4.10: Dunaliella sp. AQUAMEB suslarinda yiiksek (650 pmol.foton.m?s™)
ve disiik (65 pmol.foton.m?s™) 1s1ik yogunluklarinda klorofil-b miktarlart. YT,
yiiksek 1s1k; DI, diistik 1s1k. Chl-b, Klorofil-b. Hata ¢ubuklari, ortalamanin standart
hatasini gostermektedir.

4.3.2 Dunaliella sp. AQUAMEB suslarinin f-Karoten iiretimlerinin yiiksek

basing sivi kromatografisi (HPLC) ile belirlenmesi

Yiiksek 151k yogunlugunda (650 pmol.foton.m‘z.s‘l) kiiltiirii yapilan suslarin 36.
giiniinde toplanan alt-6rnekler dondurulmus, sonrasinda liyofilize edilmistir. Bu
orneklerde kuru agirlikta B-Karoten miktarlari yiiksek basing sivi kromatografisi
(HPLC) ile belirlenmistir. Orneklerdeki B-Karoten miktarlar1 olusturulan B-Karoten
standardi ile belirlenmistir (Sekil 4.11)

8000 -+
7000 - y =360,47x + 63,046
R2=1

6000
5000
4000
3000
2000
1000

0

Pik Alam1 (mAUxS)

20 25
ppm

Sekil 4.11 : Yiksek basing sivi kromatografisi (HPLC) analizinde [-Karoten
standardi ile olugturulan egri.
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Sekil 4.12 : B-Karoten standardi (2,5 ppm) HPLC Kromatogrami. Ok B-Karoten
pikini gostermektedir.
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Sekil 4.13 : Dunaliella viridis AQUAMEB-2 6ziiti HPLC Kromatogrami. Ok -
karoten pikini gostermektedir.
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Sekil 4.14 : Dunaleilla salina AQUAMEB-4 HPLC kromatogrami. Ok B-karoten

pikini gostermektedir.
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Sekil 4.15 : Dunaliella salina AQUAMEB-10 HPLC kromatogrami. Ok [-karoten
pikini gostermektedir.
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Sekil 4.16 : Dunaliella salina AQUAMEB-14 HPLC kromatogrami. Ok [-karoten
pikini gostermektedir.
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Sekil 4.17 : Dunaliella sp. AQUAMEB-16 Oziitii HPLC Kromatogr Dunaliella sp.
AQUAMEB-16 HPLC kromatogrami. Ok B-karoten pikini gostermektedir.
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Sekil 4.18 : Dunaliella salina AQUAMEB-21 Oziitii HPLC Kromatogrami. Ok B-
karoten pikini gostermektedir.
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Yiiksek basing sivi kromatografisi (HPLC) analizinde B-Karoten standardi 9.
dakikaya dogru eliic olmustur (Sekil 4.12). Analize tabii tutulan tim kiiltiir
orneklerinde de B-karoten piki gozlenmis ve aym siirede eliie olmustur (Sekil 4.13-
4.18). Dunaliella salina AQUAMEB-4, -10, 14 ve -21 ile Dunaliella sp.
AQUAMEB-16 suslarinda B-Karoten pikinden hemen 6nce goriilen pikin (8.4 dk) a-
karoten oldugu daha 6nceki yayimlardan yola ¢ikarak tahmin edilmektedir. Sekizinci
dakikadan 6nce gelen pikler yine daha Once yapilan galismalardan faydalanarak
yorumlanmustir [36, 37]. Violaksantin pigmentinin 1.6’mnc1, neoksantinin 1.8’inci,
Klorofil-b’nin 2., luteinin 2.28’inci, Klorofil-a’nin 3., echinenon pigmentinin ise
5.78’inci dakikada gelen pik olmasi muhtemeldir. Ancak tez caligmasinda bu
pigmentlerin standartlart mevcut olmadigindan kesin bir degerlendirme yapmak

miimkiin olmamaistir.

Yiksek 1s1ga maruz birakilan suslarin ti¢iinde, Dunaliella salina AQUAMEB-4,-10
ve -21°de, yiikksek miktarda p-karoten iiretimi oldugu belirlenmistir. Dunaliella
salina AQUAMEB-21°de 5 mg.g™" kuru agirlik seviyesinde B-karoten iiretimi
varken, AQUAMEB-4 ve 10’da 3-4 mg.g‘1 araliginda P-karoten {iretimi
belirlenmistir (Sekil 4.19).
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Dunaliella suslari

Sekil 4.19 : Dunaliella salina ve Dunaliella sp. AQUAMEB suslarinda HPLC ile
belirlenen B-karoten miktarlari. Degerler 3 tekrarli kiiltiir ¢aligmalarindan alinan
orneklerin oziitlerindeki B-karoten miktarlarinin ortalamasidir. Hata cubuklari
ortalamanin standart hatasin1 gostermektedir. YL yiiksek 1s1k.
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4.4 AQUAMEB Suslarinin Protein, Karbonhidrat, Yag Asidi Miktar Analizleri

Temel biyokimyasal kompozisyonlarinin belirlenmesi amaciyla 9 mikroalg susu
secilmistir. Pigment tretimi denemelerinde kullanilan Dunaliella AQUAMEB
suslarina ilave olarak D. salina AQUAMEB-20, Tetraselmis sp. AQUAMEB-22 ve
Cryptophyceae AQUAMEB-1 de bu kisimdaki analizlerde kullanilmistir. Ozellikle
son iki grup mikroalgler yiiksek protein veya yag asidi igerikleri ile bilinmektedir.
Mikroalglerin protein ve karbohidrat igerikleri spektrofotometrik yontemlerle

belirlenirken, yag asidi igerikleri kromatografik yontemlerle belirlenmistir.

Protein igeriklerinin belirlenmesi amaciyla bahsedilen 9 mikroalg liyofilize edilmis
ve toplam protein miktari bovin serum albumin (BSA) standart olarak kullanilarak
belirlenmistir (Sekil 4.20). Benzer sekilde, ayn1 kuru Orneklerdeki toplam
karbohidrat miktar1 glukoz standard egrisinden hesaplanmistir (Sekil 4.21). Ay
ornekler Gaz Kromatografisi- Alev Iyonizasyon Detektérii (GC-FID) ile temel yag

asidi miktar ve kompozisyonlar1 i¢in analiz edilmistir.

1,00 -
0,90 - y =14,941x + 0,0118
0,80 R? =0,9988

0,70
0,60

A 0,50
O 0,40
0,30
0,20
0,10
0,00
0,000 0,010 0,020 0,030 0,040 0,050 0,060

BSA (mg/mL)

Sekil 4.20 : Mikroalglerin protein igeriklerinin belirlenmesi amaciyla bovin serum
albumin (BSA) standard: ile olusturulan kalibrasyon egrisi. Orneklerdeki protein
miktarlar1 egriden elde edilen formiil ile hesaplanmustir.
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Sekil 4.21 : Mikroalglerin karbohidrat miktarlarinin belirlenmesi amactyla D-glukoz
standard: ile olusturulan kalibrasyon egrisi. Orneklerdeki karbohidrat miktarlar:
egriden elde edilen formdil ile hesaplanmustir.

Tez calismasindan kullanilan mikroalg suslarinin kuru agirlik basina protein
miktarlar1 yaklasik 60 mg.g™ ile 180 mg.g™* arasinda degismistir (Cizelge 4.2). En
yiikksek protein miktar1 Dunaliella viridis AQUAMEB-2 susunda belirlenmistir
(184.42 + 31.85 mg.g™ k.a). En diisiik protein tiretimi ise 63.27 + 2.43 mg.g™ k.a ile
D. salina AQUAMEB-4 susunda goriilmiistiir. Diger Dunaliella suslarinin toplam
protein miktarlar1 yaklasik 120 mg.g™ k.a ile 140 mg.g™ k.a arasinda degismistir.
Diger cinslere ait suglardan Cryptophyceae AQUAMEB-1’in protein miktart 113.39
+10.00 mg.g™ k.a iken, Tetraselmis sp. AQUAMEB-22"nin protein miktar1 93.74 +
9.31 mg.g™ k.a olmustur.

Mikroalg suslarinin toplam karbohidrat icerikleri yaklasik 60 mg.g™* k.a ile 250 mg.g”
! k.a arasinda degismistir (Cizelge 4.2). En diisiik protein i¢erigine sahip D. salina
AQUAMEB-4 susu 25391 + 5.07 mg.g'l k.a ile en fazla karbohidrat iireten sus
olmustur. Diger taraftan en yiiksek protein miktarina sahip D. viridis AQUAMEB-2
susu, Cryptophyceae AQUAMEB-1 ile en diisiik toplam karbohidrat igerigine sahip
sus olmustur (79.76 + 20.54 mg.g™ k.a) (Cizelge 4.2). Diger Dunaliella suslarinin
toplam karbohidrat iiretimleri yaklasik 85 mg.g™ k.a ile 160 mg.g™ k.a arasinda
degismistir. Dunaliella salina AQUAMEB-20 ve -21 suslarinin ayni anda yiiksek

miktarda protein ve karbohidrat iiretimi oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.1 : Tez c¢alismasinda kullanilan AQUAMEB suslarinin toplam protein,
karbonhidrat ve yag asidi miktarlari. K.a, kuru agirlik. Degerler + standart sapma
olarak verilmistir.

Mikroalg susu Toplam protein Toplam Toplam yag
(mg.g™ k.a) karbohidrat asidi (mg.g* k.a)
(mg.g* k.a)
Cryptophyceae 113.39 +£10.00 62.36 £ 12.57 12
AQUAMEB-1
Dunaliella viridis 184.42 £31.85 79.76 £ 20.54 40.2
AQUAMEB-2
Dunaliella salina 63.27+£2.43 253.91£5.07 19.9
AQUAMEB-4
Dunaliella salina 132.84 £ 24.55 105.16 £26.46 33.7
AQUAMEB-10
Dunaliella salina 120.71 +£3.24 114.44 +23.68 32.4
AQUAMEB-14
Dunaliella sp. 142.55 +18.32 85.69 +7.66 36.1
AQUAMEB-16
Dunaliella salina 142.28 £10.98 160.58 £ 11.86 255
AQUAMEB-20
Dunaliella salina 131.50 £7.86 161.23 £7.48 37.5
AQUAMEB-21
Tetraselmis sp. 93.74 +9.31 145.24 +£10.14 19.7
AQUAMEB-22

Mikroalg suslarmin toplam yag asidi miktarlari 12 mg.g” k.a ile 40 mg.g* k.a
arasinda degismistir (Cizelge 4.2). En yiiksek toplam yag asidi iiretimi olan sus 40.2
mg.g” k.a ile D. viridis AQUAMEB-2 olmustur. En diisiik toplam yag asidi ise 12
mg.g' ka ile Cryptophyceae AQUAMEB-1°de goriilmiistiir. Diger Dunaliella
suslarimin toplam yag asidi miktarlari yaklasik 20 mg.g™ k.a ile 38 mg.g™ ka
arasinda degisirken, Tetraselmis sp. AQUAMEB-22"de bu deger 19.7 mg.g™ ka

olarak belirlenmistir.

Suslarin tirettikleri yag asidi ¢esitleri ve ylizdeleri incelendiginde, analizi yapilan tiim
yag asitleri i¢inde doymus yag asitlerinin (SFA) yiizdesinin 23 ile 30 arasinda
degistigi gorilmiistiir (Cizelge 4.3). Diger taraftan bu suslarda tekli doymamis yag
asitleri (MUFA) %4 ile %14 arasinda bir orana sahipken, ¢oklu doymamis yag
asitlerinin oran1 %35 ile %45 arasinda olmustur (Cizelge 4.3). En yiiksek oranda
PUFA iiretimine sahip sus yaklasik % 45 ile D. salina AQUAMEB-14 olmustur. En
diisiik PUFA iiretimi ise %35 ile Tetraselmis sp. AQUAMEB-22’de goriilmiistiir.
Olgiimii yapilan yag asitleri icinde omega 3 PUFA’larm toplam yiizdesi 22 ile 40
arasinda degismistir. En yiiksek omega-3 PUFA igerigine sahip sus yine D. salina
AQUAMEB-14 iken (%40), en diisiik yiizde Tetraselmis sp. AQUAMEB-22"de
goriilmiistiir (%22). Tim yag asitleri i¢cinde toplam omega-6 PUFA’larin yiizdesi
yaklasik 5 ile 16 arasinda degismistir. En yliksek omega-6 PUFA yilizdesine sahip
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sus D. viridis AQUAMEB-2 iken, en diisik ylizdeye sahip sus D. salina
AQUAMEB-14 olmustur.

Insan saghg agisindan énemli olan Skosapentaenoik asit (EPA- C20:5n3) sadece
Cryptophyceae AQUAMEB-1 ve Tetraselmis sp. AQUAMEB-22’de belirlenmistir.
Cryptophyceae AQUAMEB 1°de EPA, analizi yapilan yag asitleri i¢inde % 9.2’lik
bir orana sahip olmustur (1.4 mg.g'1 alg kuru agirhig) (Cizelge 4.3 ve 4.4).
Tetraselmis sp. AQUAMEB-22’de ise EPA oran1 % 3.1°dir (0.8 mg.g™ alg kuru
agirhgl) (Cizelge 4.3 ve 4.4). Saglik acgisindan 6nemli bir diger yag asidi olan
dokosahegzaenoik asit (DHA- C22:6n3) ise sadece Cryptophyceae AQUAMEB-1’de
bulunmustur (% 3.3 veya 0.5 mg.g™ alg kuru agirhg1) (Cizelge 4.3 ve 4.4).
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Cizelge 4.2 : AQUAMEB mikroalg suslarinin temel yag asitleri kompozisyonu.
Degerler yiizde oranlar1 temsil etmektedir. £ SFA , toplam doymus yag asitleri
yiizdesi; toplam omega 3 ¢oklu doymamis yag asidi ylizdesi; ¥ omega 6 PUFA,

toplam omega 6 ¢oklu doymamais yag asidi ylizdesi.

Yag Asidi Aguameb Agquameb- Agquameb- Agquameb- Aquameb- Aquameb- Aquameb- Agquameb- Aguameb-
-1 2 4 10 14 16 20 21 22
C12:0 2.2 3,2 2 2,7 2,6 31 2,6 2,7 2,4
cuo0 7 0,3 05 0,5 0,7 05 05 0,6 18
C150 05 0 0 0 0 0 0 0 0,2
c16:0 18,1 15,6 28 18,9 20,6 18,7 22,1 21,2 20,7
Cl6:1 2.2 05 1 13 08 03 06 0,9 05
Cc17:0 0,3 01 0,2 0 0 0 0 01 0
C17:1 0.2 01 0,4 0 0 0 01 01 01
ci180 21 05 0,7 0,4 1,2 03 05 0,4 05
C18:1n7 4,9 2,3 19 3,9 3 2,4 2,9 3,5 2,3
C18:1n9%¢ 0,6 34 36 1,7 15 15 2,9 2,5 6,5
cigit 1,2 0 0 0 0 0 0 0 0
c18:2n6c 4,1 15,7 98 74 35 5 8,9 6,8 10,2
C18:3n3 10,4 25,5 273 32,1 38,2 355 30,2 30,3 148
C18:3n6 1.4 0,2 2,4 1,9 13 15 15 2 1,4
C18:4n3 14,4 0 0,5 0,5 06 05 0,4 08 2,7
C200 0 15 01 0,1 03 01 0.2 0,2 0
c20:1 0 0 0 0 01 0 0 0 4,2
C20:4n3 1 0 0 0 0 01 0 0 13
C20:4n6 0,3 0 0 0 0 0 0 0 14
C20:5n3 9,2 0 0 0 0 0 0 0 31
C20 0 12 0 0,2 03 0,2 03 0,2 0
C22:5n3 0 0 0 0 12 0 08 0 0
C22:6n3 3,3 0 0 0 0 0 0 0 0
YSFA 30,3 22,7 31,5 22,9 25,6 23 26,2 25,4 25,6
Y MUFA 9,2 6,3 6,9 6,9 5,6 4,2 6,5 7 137
Y PUFA 44,1 41,4 40 41,9 44,8 42,7 41,7 39,9 353
igg‘ﬁgAa 38,3 25,5 27,8 32,6 40 36,2 31,3 31,1 22
gggﬁg: 58 15,9 12,2 9,3 4,8 6,5 10,4 8,8 13,3
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Cizelge 4.3 : Tez c¢alismasinda kullanilan mikroalg suslarinin yag asitleri
kompozisyonu. Degerler yiizde oranlari vermektedir. £ SFA , toplam doymus yag
asidi yiizdesi; £ MUFA, toplam tekli doymamuis yag asidi ylizdesi; £ PUFA, toplam
¢oklu doymamis yag asidi yiizdesi; ¥ omega 3 PUFA, toplam omega 3 coklu
doymamis yag asidi yiizdesi; £ omega 6 PUFA, toplam omega 6 ¢oklu doymamis
yag asidi ylizdesi.

_ . ... Aquameb- Aquameb- Aquameb- Aquameb- Aquameb- Aquameb- Aquameb- Aquameb- Aguameb-
Yag Asidi 1

2 4 10 14 16 20 21 22
C12:0 0,3 1,8 0,5 1,3 1,1 1,6 0,9 1,4 0,7
C14:0 1 0,2 0,1 0,3 0,3 0,3 0,2 0,3 0,5
C15:.0 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0
C16:0 2,7 8,9 7,2 8,9 8,8 9,7 7,6 11 5,7
Cl6:1 0,3 0,3 0,2 0,6 0,3 0,1 0,2 0,5 0,1
C17:0 0 0,1 0 0 0 0 0 0,1 0
Cl7:1 0 0,1 0,1 0 0 0 0 0,1 0
C18:0 0,3 0,3 0,2 0,2 0,5 0,2 0,2 0,2 0,1
C18:1n7 0,7 1,3 0,5 1,8 1,3 1,2 1 1,8 0,6
C18:1n9¢ 0,1 1,9 0,9 0,8 0,6 0,8 1 1,3 1,8
C18:1t 0,2 0 0 0 0 0 0 0 0
C18:2n6¢c 0,6 9 2,5 3,5 1,5 2,6 3 3,5 2,8
C18:3n3 15 14,6 7 15 16,4 18,3 10,3 15,7 4
C18:3n6 0,2 0,1 0,6 0,9 0,6 0,8 0,5 1 0,4
C18:4n3 2,1 0 0,1 0,2 0,2 0,3 0,1 0,4 0,7
C20:0 0 0,9 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0
C20:1 0 0 0 0 0,1 0 0 0 1,1
C20:2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C20:4n6 0 0 0 0 0 0 0 0 0,4
C20:5n3 14 0 0 0 0 0 0 0 0,8
C22:0 0 0,7 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0
C22:5n3 0 0 0 0 0,5 0 0,3 0 0
C22:6n3 0,5 0 0 0 0 0 0 0 0
Total

12 40,2 19,9 33,7 32,4 36,1 25,5 37,5 19,7
(mg/mL)

Tiim suslarin protein, karbohidrat ve yag asidi yiizdeleri incelendiginde Dunaliella
salina AQUAMEB-10 ve -14 ile Dunaliella sp. AQUAMEB-16’nin benzer igerige
sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.22). Diger taraftan D. salina AQUAMEB-20 ve -
21’in diger Dunaliella suslarina gére daha fazla karbohidrat igerigine sahip oldugu
gorilmiistiir. Bu suslarda karbohidrat yiizdeleri protein igeriginden fazla olmustur.
Tetraselmis sp. AQUAMEB-22 igerigi de bu suslar gibidir ve bu tiir daha fazla
karbohidrat iiretmektedir. Tim suslar i¢inde en yliksek protein icerigine sahip sus D.
viridis AQUAMEB-2 iken, en yiiksek karbohidrat yiizdesi D. salina AQUAMEB-
4’te gorilmistir. En yiiksek yag asidi ylizdesine sahip sus ise D. viridis
AQUAMEBS-2 olmustur (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22 : Tez galigmasinda kullanilan mikroalg suslarinin kuru agirlik iginde
yiizde protein, karbohidrat ve yag asidi oranlari. Hata c¢ubuklar1 standart hatayi
gostermektedir.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Pigment analizleri i¢in segilen Dunaliella suslarinin filogenetik analizleri sonucunda
AQUAMEB-4, -10, -14 ve -21’in Dunaliella salina tiiriine ait oldugu goriilmiistiir.
AQUAMEB-2’nin Dunaliella viridis tiriine ait oldugu gozlenmistir ancak
AQUAMEB-16 tir bazinda ayristirilamamig olup Dunaliella sp. olarak
tanimlanmustir (Sekil4.1). Farkli tanimlanmig Dunaliella suslarinin ¢ok benzer rRNA
biiyiik alt iinite gen dizilerine sahip olmasi bu grup iiyelerinin tiir isimlerinin sorunlu

oldugunu diistindiirmektedir.

AQUAMEB-1 ve AQUAMEB-22"nin filogenetik analizleri sonucunda AQUAMEB-
22’nin Tetraselmis sp. olabilecegi Tetraselmis susuna gen benzerliginden dolayi
gbzlemlenmistir ayrica susun yag asidi igerigi bu sonucu destekler niteliktedir. .
Filogenetik ¢alusmalar sonucu elde edilen benzerlik degerleri halofilik
(AQUAMEB-22) ve denizel Tetraselmis suslarinin aslhinda farkli cinslere ait
oldugunu isaret etmektedir. . AQUAMEB-22"de filogenetik calismalarda elde edilen
benzerlik seviyesi de cins bazinda tanimlama i¢in diisiiktiir ve AQUAMEB-1 susuna
cok benzer bir LSU gen dizisi gen bankalarinda yoktur. Su asamada sadece bu susun

bir Cryptomonad oldugunu ifade etmek miimkiindiir.

AQUAMEB-22’nin Tetraselmis susuna 6zgii Arasidonik asit i¢erdigi goriilmiistiir.
Gen bankasinda AQUAMEB-1"e benzerlik orani yiiksek olan bir dizi bulunamadig:
icin  cins bazinda tanimlamasi yapilamamig olup bu susun bir Cryptomonad

olabilecegi goriilmiistiir (Sekil 4.2).

Bu tez ¢alismasinda kullanilan Dunaliella suslariin karotenoit ve B-karoten iiretim
miktarlarina 151k siddetinin etkisini gozlemlemek amaciyla suslara farkli 11k
siddetleri ile muamele edilmistir. Bu 151k siddetleri Borowitzka (2007)’deki
calismadan faydalanarak belirlenmistir [1]. Yapilan deneyler sonucunda
Dunaliella’da karotenoit iiretiminin suslarin bulundugu ortamin 151k yogunlugundan
etkilendigi goriilmiistiir. Yiiksek 151k siddetindeki (650 umol.foton.m'z.s'l)

Dunaliella suslarmin diisiik 1siktaki (65 umol.foton.m'z.s'l) tekrarlarina gore daha

42



fazla miktarda total karotenoit ve [-karoten iirettikleri yapilan deneyler ile

gosterilmistir.

Farkl1 151k siddetlerinde Dunaliella suslarinin biiyiime potansiyelleri incelenmistir.
Diisiik 1s1ikta en iyi biiylime Dunaliella viridis AQUAMEB-2’de g6zlemlenirken
yiiksek 1sikta en iyi bliyime Dunaliella salina AQUAMEB-21 ve onu takiben
Dunaliella viridis AQUAMEB-2’de gozlenmistir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan
tim Dunaliella suslarmin biiylime 6zellikleri degerlendirildiginde fazla miktarda B-
karoten iireten suslarin (AQUAMEB-4, -10, -21) yiiksek 1sikta daha iyi biiyiidiikleri
ancak diger Dunaliella suslarina kiyasla daha az miktarda B-karoten iireten suslarin
(AQUAMEB-2, -14, -16) ise diisiikk 1sikta daha iyi biiyliyebildikleri gbézlenmistir.
Dunaliella viridis AQUAMEB-2 her iki 11k siddetinde de en iyi biiyiime gosteren
Dunaliella susu olmustur (Sekil 4.5). Bunun nedeni bir¢ok faktor olabilir. Daha 6nce
yapilan c¢alismalarda Dunaliella suslarinin iyi biiylime gosterdigi ideal tuzluluk 1-2
M olarak bulunmustur [38]. Bu tez ¢alismasinda 2,5 M tuzluluk kullanilmistir. Bu
tuzluluk degeri Dunaliella suslarinin biiyiimesini sinirlandirmis olabilir [38]. Diisiik
1s1ktaki tekrarlarin daha iyi biiytimiis olmasi Teo (2014) yaptigi ¢alismada Dunaliella

1 olarak

suslarinin en iyi biiyiime gosterdikleri 11k siddetini 200 ;,lmol'm'2 ‘S
belirtmistir [38]. Bu c¢alismada kullanilan yiiksek 151k siddeti (650 pmol-m? -s™)
Dunaliella suslarmin strese girmesine ve bu nedenle yavas biiylime gostermelerine
neden olmustur. Mikroalgler fotosentez sirasinda yliksek 151k fotooksidasyon ve
fotoinhibisyona sebep olarak hiicre biliylimesini yavaslatmistir.  Sicaklik
mikroalglerin biiylimesine etki eden baska bir faktordiir. Tez ¢alismasinda
olusturulan sistemin sicaklik kontrolii klimala ile saglanmaya calisilmistir ancak
elektrik kesintisi vs. giibii nedenlerden dolayr sicaklik degeri her zaman kontrol
edilememistir. Sicaklik stresi karbon ve azot kullanimini azaltmaktadir bu durum
hiicre biiytimesini olumsuz yonde etkiler [39]. Deney siiresince karistirma manuel
olarak yapilmistir ancak karistirma gazlarin ve besin maddelerinin homojen olarak
dagilmasi optimum hiicre biiytimesi i¢in oldusk¢a dnemlidir. Daha yiiksek seviyede
hiicre biiyiimesi elde edebilmek igin karigtirmali, sicaklik, CO,, pH kontrolli bitr

biyoreaktor kullanilmasi daha 1yi sonuglar verecektir.

Yiiksek 1sikta kalan hiicreler daha kisa siirede fazla miktarda p-karoten sentezlerken
diisiik 1s1ktaki hiicrelerin aynm1 P-karoten miktarina ulasabilmeleri icin yliksek

1siktakilere gore daha uzun siire diisiik 151k altinda kalmalar1 gerekmektedir. Bu tez
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calismasinda  Dunaliella salina AQUAMEB-21’de  gergeklesen  durum
Borowitzka’nin ¢alismasini destekler niteliktedir. Dunaliella salina AQUAMEB-
21’de 12.giin ve 24.giinde yiiksek 151k ve diisiik 1siktaki tekrarlarin total karotenoit
miktarlar1 arasinda biiylik bir fark varken 36. giin aradaki bu fark biiyiik oranda
kapanmistir. Bu durum diistik 1siktaki hiicrelerin 36. giin sonunda daha fazla (-

karoten liretmeye baslamalari ile agiklanabilmektedir (Sekil 4.8).

Dunaliella suslarmin klorofil-a ve Klorofil-b igerikleri incelendiginde tiim suslarin
diisiik 1s1ktaki tekrarlarinda yiiksek 1siktaki tekrarlarina gore klorofil pigmentinin
daha fazla miktarda dretildigi gozlenmistir. Bu durumun nedeni diisiik 151k
siddetindeki Dunaliella suslarinin yiiksek 1siktaki tekrarlarina oranla daha fazla
miktarda fotosentez yaptig1 ve bu nedenle daha fazla miktarda klorofil pigmenti

olusturduklar seklinde agiklanir.

Yiiksek 11k siddetinde 36 giin boyunca maruz birakilan toplam 6 Dunaliella susunun
HPLC ile B-karoten miktar tayini yapilmistir. Daha 6nce yapilmis calismalar bu tez
calismasindaki sonuclar karsilastirilarak kromatogramlar yorumlanmistir. Beta
karoten pikine tiim suglarda rastlanmasinin yaninda daha once yapilan ¢aligmalardan
violaksantin, neoksantin, klorofil-b, lutein, Klorofil-a’ya ait oldugu tahmin edilen
piklere de tiim Dunaliella suslarinda rastlanmistir. Ancak 5,8’inci dakikada gelen ve
echinenon’a ait oldugu tahmin edilen pike yalnizca renk degisimi (turuncu renge
donen) gozlenen Dunaliella salina AQUAMEB-4, -10, -21 suslarinda rastlanmistir
(Sekil A.3, 4, 7). Echinenone pigmentinin kirmizi-turuncu bir renge sahip olmas1 bu
sonucu destekler niteliktedir ancak kesin yorum yapabilmek i¢in echinenone
standardi kullanilarak HPLC yapilmas: gerekmektedir. Dunaliella suslarinin HPLC
kromatogramlar1 incelendiginde renk degisimi gozlemlenmeyen (yesil olarak kalan)
Dunaliella suslarinda AQUAMEB-2, -14, -16’da zayif B-karoten piki gozlenirken f3-
karoten’den Once pik veren ve o-karotene ait oldugu tahmin edilen pike
rastlanmamustir (Sekil A.2, 5, 6) . Bu sonug yesil kalan Dunaliella suslarinin diisiik
konsantrasyonda B-karoten i¢erdigini destekler niteliktedir. En fazla B-karoten iireten
Dunaliella salina AQUAMEB-10 (5,16 mg/g) iken AQUAMEB-21(3,82 mg/g) ve
AQUAMEB-4 (3,20 mg/g)’de yiiksek miktarda PB-karoten {iireten Dunaliella
suslarindandir. Dunaliella viridis AQUAMEB-2; 0,26 mg/g , Dunaliella salina
AQUAMEB 14; 0,45 mg/g ve Dunaliella sp. AQUAMEB-16; 0,18 mg/g ile diger
suslara kiyasla daha az miktarda B-karoten icermektedirler (Sekil 4.12).
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Tez c¢alismasinda kullanilan tiim mikroag suslarimin kuru agirliklarinda protein,
karbondhidrat ve yag asidi oranlar1 incelendiginde her sus icin farkli oranlarda
protein, yag asidi ve karbonhidrat bulundugu goriilmiistiir. Tez ¢alismasinda
kullanilan mikroalglerin biyomaslarinin %6-18 protein, %6-25 karbonhidrat, %1-4
yag asidi oldugu goriilirken bunlarin disinda kalan biyomasin %50-70’lik kismi1
protein, karbonhidrat ya da yag asidi igerigi degildir. Daha 6nce yapilan caligmalar
incelendiginde bu igerigin gliserol olabilecegi goriilmistiir. Halofilik mikroalgler
yiiksek tuzlukta ortama uyum saglayabilmek i¢in hiicre ici gliserol miktarlarini
arttirir ve bdylece hiicrenin osmotik dengesini korurlar. Onceki calismalarda yiiksek
tuzlulukta Dunaliella hiicrelerinin hiicre igi gliserol oraniin %50 nin {izerinde oldugu
rapor edilmistir [4]. Lee (2015) yaptigi calismada mikrolalgal biyokiitle iiretiminin
arttirilabilmesi icin aydinlik evre siiresinin arttirilabilecegini dnermistir. Bu siire 151k
kullanim verimliligi agisindan 6nemlidir. Bu tez ¢alismasinda karanlik ve aydinlik
evre siireleri 12 saat periyotlar olarak ayarlanmistir [40]. Kullanilan suslarin
biyokiitlelerinin arttirilabilmesi i¢in bu siirelerde diizenlemeler yapilabilir. Protein,
karbonhidrat ve yag asidi oranlari literatiirle karsilastirildiginda Dunaliella salina’da
kuru agirligin %57’sinin protein, %32’sinin karbonhidrat ve %6’simin yag oldugu
goriilmustiir [41]. Degerler bu calismadaki degerler ile karsilastirildiginda genel
olarak diisiik biyokimyasal icerik oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeni kiiltiir kosullari,
sicaklik, yliksek tuzluluk, homojen gz dagiliminin saglanamamis olmasi (manuel

karistirma sebebiyle) gibi durunlar olabilir.

Tez g¢alismasinda kullanilan tiim mikroalg suslarinin yag asidi kompozisyonlar
incelendiginde 6zellikle AQUAMEB-1 ve AQUAMEB-22 yag asidi icerikleri olarak
Dunaliella sp.suslarindan farkli bir profil olusturmuslardir. Yag asidi analiz
sonuglarina goére en yiiksek toplam yag asidi igerigine sahip Dunaliella viridis
AQUAMEB-2 (40 mg/g) iken en diisiik toplam yag asidi igerigine sahip Tetraselmis
sp. AQUAMEB-22 (19,7 mg/g) ve Cryptophyceae AQUAMEB-1 (12mg/g) olarak
gozlenmistir (Cizelge 4.2). Yag asidi igerikleri diisiik olmasina ragmen Tetraselmis
sp. AQUAMEB-ve Cryptophyceae AQUAMEB-1 suslari igerdikleri farkli yag
asitleriyle diger mikroalg suslarindan ayrilmaktadirlar (Cizelge 4.3).Cryptophyceae
AQUAMEB-1’in tez g¢alismasinda kullanilan Dunaliella sp. ve Tetraselmis sp.
suglarindan farkli olarak dokosahekzanoik asit (DHA) icerdigi gorilmiistiir. DHAlar

ateroskleroz, kanser, romatoid artrit, sedef hastalig1 ve Alzheimer gibi yaslanma ile
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alakali hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadirlar. Ayrica Dunaliella suslarindan
farkli olarak Cryptophyceae AQUAMEB-1 ve Tetraselmis sp. AQUAMEB-22’nin
pentadekanoik asit ve eikosapentaenoik asit metil ester igerdigi gorilmiistiir.
Tetraselmis sp. AQUAMEB-22 tez ¢alismasinda kullanilan mikroalgler igerisinden
digerlerinde bulunmayan, igerdigi Arasidonik asit kaynagi olarak ilgi ¢ekmektedir.
Arasidonik asit(AA) norolojik ve farmasotik uygulamalarda kullanilan 6nemli bir
yag asidi ¢esididir [21]. Palmitik asit (C16:0) ve oleik asit (C18:1) yag asitleri yesil
alglerde sentezlenen total yag asitlerinin %50’sini olusturmaktadir yapilan analizler
de bu bilgiyi dogrulamistir. Yapilan analizler sonucunda ¢alismada kullanilan tiim
Dunaliella suslarinda arasidik asit ve beherik asidin yogun olarak sentezlendigi

gOriilmiistiir.

Bu tez ¢alismasinda biyoteknolojik potansiyelleri arastirilan mikroalg suslar1 Camalti
Tuzla’sindaki mikroalglerin biyoteknolojik potansiyelleri ile ilgili bilgi sahibi
olunmasma katkida bulunmustur. Dunaliella salina AQUAMEB-4, -10, -21 B-
karoten iiretimi igin degerlendirilebilecek suslar olarak belirlenmistir. Dunaliella
viridis AQUAMEB-2 igerdigi yiiksek protein ve yag asidi kompozisyonlariyla
mikroalg biyoteknolojisinde degerlendirilebilecek suslardandir. Dunaliella salina
AQUAMEB-4 tez c¢aligmasinda kullanilan diger tiirlerden yiikksek oranda
karbonhidrat igermektedir. Cryptophyceae AQUAMEB-1 igerdigiyle farkli yag asidi
kompozisyonlariyla ve genetik olarak tam anlamiyla tanimlanamamis bir tiir olmasi
sebebiyle lizerine ¢alisilmasi gereken suslardandir. Tetraselmis sp. AQUAMEB-22
icerdigi degisik yag asidi kompozisyonlari nedeniyle mikroalg biyoteknolojisinde

kullanilma potansiyeli tasiyan tiirlerdendir.
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