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OZET

Tetracystis isobilateralis R. M. Brown & H. C. Bold MIKROALGININ KULTURU,
BIYOKIMYASAL ANALIiZLERi VE AGIR METAL BiOSORPSIiYONU
Cumhur MICOOGULLARI
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Hiiseyin ERDUGAN

15.12.2010, 67

Diinyada bu kadar zengin bir mikroalg florasi varken; iiretimi yapilabilen ticari
mikroalg tiir sayisinin sinirli olmasi, glinlimiizde mikroalgal biyoteknolojinin gelismesini
engelleyen en 6nemli etkenlerden biridir. Ticari dneme sahip yeni mikroalglerin tespiti ve
biyoteknolojik uygulamalarda kullanimina yonelik ¢aligmalar, bu alanin gelismesine katki1
saglayacaktir. Bu ¢alisma ile mikroalgal biyoteknoloji bilim dalinda yapilan ¢alismalara
hiz verilmek istenmistir.

Ege Universitesi Mikroalg Kiiltiir Koleksiyonundan (EGEMACC) temin edilen
Tetracystis isobilateralis R.M.Brown & H.C. Bold (Cholorococcales) mikroalg tiirii. igin
kiiltlir ortamlar1 ve yasama sartlar1 belirlenmistir. Tiiriin belirlenen kiiltlir sartlar1 altinda
(besin, pH, sicaklik, 1s1k yogunlugu ve havalandirma) kiiltiirii yapilarak durgunluk fazina
ulasan kiiltiirden besinsel ve biyokimyasal analizler i¢in yeterli miktardaki biyomas elde
edilmistir. Toplam protein miktari, toplam yag miktari, yag asitleri ¢esit ve miktari, A, E
Vitaminleri ile f-Karoten miktar1 gibi besin degerleri arastirilmistir. Canli hiicrelerin farkl
agir metallere kars1 biyosopsiyon kapasitesini i¢in kadmiyum, kobalt, kursun, nikel ve
mangan elementlerine ait tuzlarm 5, 20, 40 ppm seklinde li¢ farkli konsantrasyonlari
hazirlanip uygulanmis ve biyosorpsiyon miktarlar1 belirlenmistir.

Mikroalgin OTM besin ortaminda (pH; 8,7, 2442 °C, 500 mL/dak. havalandirma)
hiicre yogunlugunun, 30,1x10° hiicre/ml, biyomas agrhgmm ise 0,462 gr/L ulastig
belirlenmistir. Besinsel ve biyokimyasal analizlerinde; toplam protein miktari, %38,73
toplam yag miktari, %16,37 vitaminE miktari, 301,8 mg/kg, vitaminA miktari, 28,40
mg/kg ve B karoten miktarma, 815,4 mg/kg’ma sahip oldugu saptanmustir. Yag asitleri;
Palmitik, Linoleik, Oleik, Stearic yag asitleri gesitleri siras1 ile % 40.99, %6.34, %35.89,
%16,64 degerlerde olduklari belirlenmistir. 46,5 mg/gr ile en iyi absopladigi metalini
mangan oldugu saptanmustur.

Anahtar sozciikler: Tetracystis isobilateralis, mikroalg, kiiltiir, besin, agirmetal
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ABSTRACT

CULTURE CONDITIONS, BIOCHEMICAL ANALYSIS AND DETERMINATION
OF HEAVY METAL BIOSORPTION OF Tetracystis isobilateralis R.M.Brown &
H.C. Bold
Cumhur MICOOGULLARI
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Science and Engineering
Chair for Biology Thesis of Master of Science
Advisor: Assistant Prof. Dr. Hiiseyin ERDUGAN

15.12.2010, 67

One of the most important reasons why commercial microalgae production is so
limited, effects microalgae an biotechnology, even though the earth has a rich microalgae
flora. Determination of new microalgae, wich have commercial importance will help to
develope this field. By this study it's wanted to hasten the studies, made on this field.

Tetracystis isobilateralis R.M. Brown & H.C. Bold (Cholorococcales) determined
from the University of Ege, Microalgae Culture Collections are come out for culturel
environment. Under the circumstances of the culture, enough biyomas has been gotten
access for biochemical and nutriential analyses, which has been cultured. Total protein, oil,
fatty acid types, A, E vitamines and  -carroten have been researched. Three different
consantrations of living cells against different heavy metals, salt belongs to cadmium,
cobalt, lead, nickel and manganese elements applied for biosorption has been certained.

It has been seen that they reached to the sizes 30,1x10° cell/ml consantration 0,462
gr/L biomass weight under microalgae OTM culture conditions, in 8,7 pH, 24+2 °C and
500 mL/min. in aired culture condition. In biochemical and nutritional analyses it has been
seen that it reached to the size; total protein 38,73%, total oil 16,37%, 301,8 mg/kg
vitamineE, 28,40 mg/kg vitamineA and 815,4 mg/kg B-caroten. It has been seen that fatty
acides, Palonitic, Linoleic, Oleic, Stearic fatty acides have reached to 40,99%, 6,34%,
35,89%, 16,64%. We see that it absorbes mangan, which it absorbes the best in 46,5 mg/gr.

Keywords: Tetracystis isobilateralis, microalgae, culture, nutrient, heavy metal
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BOLUM 1-GiRiS Cumhur MiCOGULLARI

BOLUM 1
GIRIS

Algler, diinya iizerinde bulunan toplam bitki biyokiitlesinin iicte birini
olusturmaktadir. ~ Mikroalgler  prokaryotik ve  Okaryotik  tiim  fotosentetik
mikroorganizmalari kapsar. Mavi-yesil alg olarak bilinen siyanobakteriler prokaryot olup,
diger algler gibi 6karyot degildir. Mikroalgler balik ve pek ¢ok sucul organizma i¢in besin
kaynagi olup, dogadaki besin zincirinin ilk halkasini olustururlar (Sasson, 1997).

Cogu mikroalg sucul ekosistemde yasar fakat bunun yaninda cesitli sucul bitki ve
hayvanlarin yiizeyinde, toprak ve kaya ylizeyleri gibi karasal habitatlara uyum saglayan
tiirleri de vardir. Algler, su kanallarinin tikanmas1 yada su kaynaklarinin algal patlama ve
ozellikle azot ve fosfor salinimi ile diger organizmalarin yagammi tehdit eden 6trifikasyon
gibi ekolojik sorunlar yaratabilirler. Dinoflagellatlar gibi bazi1 denizel mikroalgler ¢ok
giiclii ekzotoksinleri ile ¢ogu kabuklu deniz canlisini zehirleyebilmektedirler. Bunun
yaninda alglerin besin endiistrisi i¢in yogun miktarda pigment ve proteince zengin saglikli
beslenme iiriinlerinin iiretimini saglayabilmek, atik su aritimini gergeklestirebilme gibi
faydalar1 da vardir (De Groot, 1991). Giiniimiizde alg kiiltiirii yapilarak ticari kazang
saglanilan pek ¢ok alan bulunmaktadir. Bunlar; atik su aritimi, kimyasal madde iiretimi,
besin ve yem talebini karsilamaya yonelik alanlardir (Caswell ve Zilberman, 1990).

Alglerden kimyasal madde iiretimi iizerine yapilan calismalar pigmentler {izerine
yogunlasmaktadir. Ornegin; pigmentlerden biri olan beta-karoten pek cok ticari uygulama
alan1 bulunan ancak en c¢ok besin maddelerinin renklendirmesinde kullanilan bir
metabolittir. Daha 6nceleri beta-karoten liretimi sentetik yontemler ile yapiliyordu. Ancak
1970’11 yillar siiresince, bilim adamlari, yaptiklar1 ¢alismalar sonucunda; ¢ok tuzlu, yiiksek
glicte 151k alan ortamda ve besin stresi altinda birakilan Dunaliella salina tiiriniin kuru
agirhigmin % 14°lniin beta-karoten oldugunu bulmuslardir. Bu bulus sayesinde beta-
karotenin dogal yollar ile nasil iiretilecegine dair ¢alismalara baglanmistir. 1987 yilinda
diinyadaki dogal beta-karoten piyasasmin degeri alt1 milyon ile on milyon dolar
arasindaydi. Ancak zamanla dogal beta-karoten liretiminin artmasi, bu metabolitin
kullanicilarmi ve pazarmi etkilemistir. Bugiin ekstrakte edilen ve saflastirilan dogal beta-
karoten sentetik olarak elde edilenden ¢ok daha fazladir. Dogal beta-karotenin kilosu 1000-
2000 dolar arasinda iken sentetik beta karotenin kilosu ise 400-800 dolar arasindadir.

Aralarinda bu kadar fazla fiyat farki bulunmasina ragmen dogal beta-karoten daha c¢ok
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tercih edilmekte ve bu ilginin de hakkini vermektedir. Ciinkii beta karoten, Ulusal Kanser
Enstitiisi (USA)’niin yaptig1 agiklamaya gore yag c¢oziicii, antikarsinojenik, kolesterolii
kontrol eden, kalp hastaliklarina yakalanma olasiligmi azaltan bir maddedir
(Radmer,1996).

Algal irilinlerden elde edilen baska bir kimyasal da fikobiliproteinler olup bazi
hastaliklar1 teshis etmek amaci ile kullanilmaktadir. Ozellikle mikroalglerden elde edilen
biliproteinler, genetik c¢alismalarda fluoresan isaretgiler olarak kullanilmaktadir.
Fikobiliproteinlerin iiretimi kolaylikla yapilabilir ancak yine de gelismis teknolojik
sartlarin tam olarak olusturulmasi gerekmektedir. Keza; arastrma c¢alismalar1 1982°de
baslamisken fikobiliprotein iiretiminden ticari kazang saglayabilmek i¢in uzun yillarin
gecmesi gerekmistir (Caswell ve Zilberman, 1990).

Pek ¢ok alg tiirii blinyesinde protein, vitamin, mineral ve doymamis yag asidi
bulundurdugu i¢in yiiksek bir besin degerine sahiptir. Ustelik ayn1 genislikte bir alanda ve
ayni miktarda su ile ¢ok biiylik zahmetlerle yetistirilen ¢ogu tarim {iriiniinden bile ¢cok daha
fazla besinsel 6neme sahiptirler. Ancak Spirulina hari¢ bu besin kaynaklari, hem insanlar
icin hem de hayvan yemi olarak heniiz tam bir ticari kazang¢ sekline doniisememislerdir
(Caswell ve Zilberman, 1990). Spirulina genusu ve Dunaliella salina taksonu monokiiltiir
ortamlarda yetistirilebilen nadir mikroalglerdendir. Daha ¢ok Mecksika ve Orta
Amerika’daki bazi1 bolgelerde etkin bir sekilde tretilebilmektedirler. Spirulina, pek ¢ok
saglikli besin iirtiniinii i¢inde bulunduran bir genustur. 1970’lerin sonlar1 ve 1980’lerin
baslarinda bu genusun populerligi ¢ok yiikseklere ¢ikmistir ancak ilerleyen yillarda bu
yiikselis sekteye ugramistir (Radmer,1996).

Algler, kimyasal madde ve besin iretiminin yaninda atik su aritiminda da
kullanilirlarken ortamdaki diger hayvanlar ve 6zellikle de baliklar i¢in 6nemli bir besin
kaynagidirlar. Bu anlamda ¢ogu bilim adami alglerden besin ve yem kaynag1 olarak nasil
faydalanilacagina dair arastrmalarini siirdiirmektedirler (Caswell ve Zilberman, 1990).

Pek c¢ok bilimsel ¢alisma ve ticari kuruluslar, mikroalglerin atik su aritiminda
kullanilip  kullanilmayacagma dair arastrma yapmaktadirlar. Daha ¢ok atiklarin
oksidasyonunu yapan bakterilerin kullanacaklar1 oksijenin havuzdaki algler tarafindan
iiretilebilecegine iligkin ¢aligmalar lizerinde durulmaktadir. Yapilan ¢aligmalar ile bundan
bagka, atik su aritim havuzundaki alglerin enfeksiyon olasihigini azalttigi; sedimentasyonu,
besin miktarini, agir metal ile organik toksinlerin sirkiilasyonunu ise arttirdig1 anlagilmistir.

Alg iiretiminden faydalanarak atik su aritimi ve enerji tiretimi i¢in kurulmus ¢ok sayida
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sistem bulunmaktadir. Bu sistemlerdeki atik su havuzlarinda iiretilen algal biyokiitle,
fermentasyon reaksiyonlar1 ile enerji iretmek i¢in kullanilir. Ayni amaca yonelik
hazirlanan kombine sistemler, pahali ve nadir bulunan enerji kaynaklar1 ile karakterize
olmus sistemler i¢in uygun ve ekonomiktirler. Lagim ve atik sularin oksidasyonu icin
alglerin kullanim1 kazanilan enerji degerinde bir artisa neden olmaktadir. Artan tiretim, bu
alandaki teknolojinin geleceginin belirlenmesi, kazanilan deneyimin arttirilmasi ve daha
cok bilgi toplanmasini saglamaktadir. Atik su havuzundaki su kiitlesinde bazi
kimyasallarin sirkiilasyonu rahatlikla saglanabildigi i¢in bu teknolojiye olan talep giin
gectikce artmaktadir. Ornegin; gecen bes yil i¢inde Kaliforniya’da selenyum, diger mineral
ve toksinlerin su ortammdan arindirilabilmesi i¢in bu teknolojinin  kullanip
kullanilamayacagina iliskin biiylikk ¢apta bir arastirma yapilmistir. S6z konusu olan
problem yeterince biiyiik olup atik aritimi i¢in yaklasik 100 milyon dolar harcanmistir
(Caswell ve Zilberman, 1990).

Algal kullanimi igeren sistemlerin kurulabilmesi i¢in ¢ok genis alanlara ve yiiksek
mali destege ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu gibi sorunlar ortadan kaldirildiginda algal teknoloji
arastirmalari, insanlig1 tehdit eden aclik, kirlilik gibi sorunlar ile sentetik kimyasallari
kullanmanm getirdigi sorunlara etkili ve ekonomik ¢6ziimler getirecektir. Algal
biyoteknolojinin gelecekteki kullanim alanlarina iligkin yapilan ¢alismalar devam
etmektedir. Algal arastirmalarin bazilari, elde edilen biyokiitleden bir yakit kaynagi olarak
faydalanmaya yonelik olmaya baslamistir. Ancak mikroalglerden tam anlamiyla ticari
kazang saglayabilmek igin gelismis teknolojik ekipman’ a ihtiyag vardir. Mikroalgler,
kozmetik iirlinler, yiyecek ve yem ihtiyacin1 karsilamaya yonelik olarak kullanilan
maddeler ile vitamin ve bazi giibrelerin yapisina katilabilecek olan pek c¢ok faydal
kimyasal bilesigi icerirler. Bundan baska da yag asitleri, polisakkaritler, organik besin
renklendiricileri, osmoregulatorler, vitaminler ve diger pek c¢ok Onemli kimyasal ig¢in
kaynak olarak goriilmektedirler (Becker, 1994).

Mikroalgler, bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilan doymamis yag asitlerinin
iretiminde kullanilirlar. Yapilan aragtrmalar, omega-3 yag asidinin kandaki kolesterol ve
yag miktarini azalttigin1 ve damar ceperlerini temizledigini gostermektedir. Bundan baska;
romatid artrit tedavisinde ve bagisiklik sisteminin zayifladig1 durumlarda da etkilidirler. Bu
yag asitleri en ¢ok balik yagindan elde edilirler ancak yine yapilan c¢alismalar
gostermektedir ki; dogal ortamlarmda bulunan mikroalglerden ¢ok daha fazla yag asidi

elde edilebilmektedir. Mikroalglerden direkt olarak elde edilebilen omega-3 yag asidi,
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tavuklar ve siit inekleri i¢in yem olarak ta kullanilabilir. Boylece bu canlilardan elde edilen
yumurta ve siitlerin de omega-3 yag asidi icermeleri saglanir (Caswell ve Zilberman,
1990).

Degerleri kullanilma siiresine, safligina ve kullanilabilirliligine gore degisiklik
gosteren polisakkaritler, bakteri, mantar, mikro ve makroalglerden elde edilebilirler.
Polisakkaritler, daha g¢ok koyulastirici, ¢oktiirlicii ajan ve yaglandirict madde olarak
kullanilmaktadirlar. Bakteri ve mantarlar, alglerden daha ¢ok iiretkendirler. Ancak
alglerden daha ¢esitli ve kompleks polisakkaritler elde edilebilir. Uygun sartlar altinda
mikroalglerin kuru agirligmm %15-55’1 polisakkarit olarak elde edilebilir (Caswell ve
Zilberman, 1990).

Mikroalgler, pek c¢ok organik besinin renklendirilmesinde kullanilmaktadir. Bazi
mikroalglerin biinyesinde c¢ok miktarda karoten maddesi igermektedirler. Diger
renklendirici maddeler de mikroalglerden rahatlikla elde edilebilmelerine ragmen, tiretilen
bu renklendirici maddelerin 151k ve yiyeceklerin pigirilmesi ile agarmasi ve rengini
kaybetmesi nedeniyle son yillarda bu sektdrde bazi gerilemeler olmustur. Ancak bu
gerilemeye ragmen mikroalglerden elde edilen besin renklendiricilerinin pazari g¢ok
genislemektedir. Pek ¢ok karbonhidratin, osmotik siire¢lerde 6nemli etkisi vardir. Yine
mikroalgler bu maddelerin de temel kaynagidirlar. Dunaliella salina tiiriiniin kuru
agirhgmin % 50’sinden fazlast uygun kosullar altinda kolaylikla ozmoregulatorlere
dontstiiriilebilecek olan maddeleri icermektedirler. Mikroalglerden en kolay yolla bu
maddelerin nasil elde edilebilecegine dair ¢alismalar hizla devam etmektedir (Borowitzka
ve Borowitzka, 1988)

Sonug olarak; fikolojinin temel ve uygulamali alanlarinda yapilan temel arastirmalar
algal biyokiitlelerinin, hayvan yemi, biyolojik giibre, toprak ortami hazirlama gibi farkl
alanlarda ve su kiiltiirleri icin besin olarak bundan baska da atik sularin biyolojik artiminda
kullanilabilecegini gostermektedir. Son ¢aligmalar alglerin daha ¢ok polisakkaritler, yaglar,
proteinler, karotenoidler, pigmentler, vitaminler, steroller, enzimler, antibiyotikler ve pek
cok diger kimyasallar (ya da onlarin Onciileri) hidrojen, hidrokarbonlar gibi farkl
bilesiklerin iiretiminde kullanilmaktadir (Caswell ve Zilberman, 1990).

Alglerin  kullanim alanlarmin  gelistirilmesinde  genelde alg kiiltiirlerinden
yararlanilir. Ag¢ik kiiltiir sistemlerinin yaninda, mikroalg kiiltliri, farkli amaclar icin
laboratuar ortaminda da yapilmaktadr. Kiiltiirii yapilmak istenilen tiiriin dogada az

bulunmasi, bazi tiirlerin izole edilmesinin kolay olmamasi, besi ortamlar1 i¢in gerekli
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maddelerin oranlarinin ayarlanmasmin zor olmasi, yine kiiltiirii yapilmak istenilen tiiriin
yasam kosullarinin ¢aligmalarda sinirlayici olmasi, kiiltiir ¢aligmalarinda karsilasilan
zorluklardan bazilaridir. Bu yiizden en basit kiiltiir calismalar1 bile dikkat ve titizlik isteyen
ugraglara doniismektedir.

Yukarida bahsedildigi gibi acgik sistem kiiltiirlerin yapilis amaglarinin yaninda
laboratuarda yapilan kiiltiirler de bazi amaglar i¢in kullanilmaktadir.

Laboratuar kosullar1 altinda yapilan kiiltiir calismalarinin genel amaglari sunlardir:

*Hiicresel diizeyde ortaya ¢ikan bazi zorluklarin ¢éziilmesi,

*Ureme evresinde olusan esey organlarmin yapilarinin kesin 6grenilmesi,

*Stirekli kiiltiirler yapilarak, ders ve laboratuarlar igin gerekli canli materyalin
devaminin saglanabilmesi,

*Besin degeri yiiksek, tibbi Oonemi olan metabolitlere sahip mikroalg tiirliniin
biomasmi iiretilmek i¢in yapilacak caligmalarda asilamada kullanilacak kiiltiirlerin
saglanmasi.

Biitiin bu caligmalarin 1s1g1nda alglerin morfolojileri, taksonomisi, liremeleri ve en
onemlisi ekonomik degerleri ile ilgili daha fazla bilgi elde edilecek ve bu bilgiler
yorumlanarak teknolojiye aktarilabilecektir. Boylece alglerin yeni kullanim alanlar1 ortaya
cikabilecek veya var olanlar gelistirilebilecektir (Pringsheim, 1946).

Mikroalgal biyoteknoloji bilim dalinin temelini olusturan izolasyon ve Kkiiltiir
caligmalar1 1800’1l yillara dayanmaktadir. 1804 de Saussure, bitkilerin mineral
ihtiyaglarini arastirmak i¢in su kiiltiirlerinin kullanilmasi gerektigini belirten bir ¢alisma
yapmustir. Cesitli tuzlarin seyreltilmis ¢6zeltisinde ¢icekli su bitkileri olan Polygonum
persicaria ve Bidens cannabia tiirlerinin yetistirilmesiyle mikroalg kiiltiir ¢alismalarinin
yolu acilmigtir. Siirecin gelisimi sirasinda arastirmacilar su kiiltiirleri i¢inde bulunabilecek
besleyicilerin tayini i¢in farkli galigmalar yapmuslardir. Cassincourt, John ve Boussingoult,
bitkileri asitte kaynatilmis bir ortamda yetistirmisler; fakat istedikleri sonuglar1 elde
edememislerdir. Salm Horstemar (1856), bu ortamu asitle yikama fikrini gelistirdi ve bitki
beslenmesinde nitrojen, fosfat, siilfiir, kalsiyum, potasyum, magnezyum, silikon, demir,
manganezin gerekliligini géstermistir. Bu elementlerden birinin eksikliginin sonucu olarak
bitkide goriilen fizyolojik semptomlar1 tanimlamig, fakat kum ve diger farkli materyallerin
asitle yikanmasi zaman alict bir is oldugunu diisiinen Sachs; bitkileri su tarimi ya da
hidroponik olarak bilinen kimyasal soliisyonda yetistirmeyi denemistir. Caligmalari

sliresince, bitkilerin beslenmesi i¢in gerekli oldugu diisiiniilen tiim elementleri igeren sabit
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bir bilesimin soliisyonunu kullanmistir. Bitkilerin yakilmasi sonucunda ortaya g¢ikan kiil
bilesenlerinden olusan bir soliisyonun icine kiiliin yapisinda bulunmayan organik
maddeleri ekleyerek saglikli bitkiler yetistirmeyi bagarmistir (Johnston, 1976).

Bitki kiiltiirii solusyonu gelistirmeyle ilgili yapilan ¢aligmalara, uygulanmasi daha
kolay olan yontem Knopp tarafindan hayata gegirilmistir. Solusyon olustururken farkli
kimyasal maddeler kullanmis ve bunlar1 molar oranlar olarak tanimlamistir. Boylece fakli
bitkilerin ayni solusyonda yasamlarini saglamis, kullaniminda kolaylik sebebi ile bu
soliisyon genis Olgiide kabul gérmiistiir. Knop’un soliisyonunu kullanan Rus Famintzin
(1871), tarim soliisyonlarmin kullanimi sirasinda alglerin beslenme ihtiyaglarinin
ogrenilmesi zorunlulugunu takdir eden ve sik sik dile getiren ilk kisi olarak bilinmektedir.
Bu fikiri destekleyen Molisch ve Beneke yaptiklar1 ¢alismalarla yiiksek bitkiler ile alglerin
beslenme ihtiyaglarmm benzerliklerini ortaya c¢ikarmugslardir. 1890 yilinda Hollandali
bakteriyolog Beyerinck, oncelikle en kolay ve bariz prosediirii kullanarak algleri kendi
dogal habitatlarindan alinan suda yetistirmeyi denemistir. Izole ettigi Chlorella ve
Scenedesmus cinslerini jelatinle katilastirilmis kuyu suyu kullanarak hazirladigi bakterisiz
kiiltiir ortaminda yetistirmis ve Chlorella cinsinin botanik ve fizyolojik denemelerde
kullanilmas1 bu calismayla baglamistir. 20. yy. basindan itibaren, fizyologlar alglerin
bakterisiz ortamda kiiltiiriinii temin etmeye daha fazla odaklanmislardir. Bu ¢alismalara
Chadat, Grintzescho ve 6grencileri, Moore, Chick ve Pringsheim gibi isimlerin katkilar1
olmustur. Pringsheim septik ve aseptik olmak tizere alglerin saf kiiltiirlerinin
koleksiyonunu olusturmada temel atan ilk isimdir. Yiiksek bitkilerde fotosentezin
kinetigiyle ilgili yapilan caligmalar, fotosentez hizinin kiiltiir ortaminda bulunan heterotrof
canlilar ile yakindan iligkili oldugunu gostermistir. Ciinkii bakteriler ve fotosentez
yapmayan mikroorganizmalar bu ortamlarda kontaminant olarak bulunurlar. Steril
olmayan bir ortamda fotosentez hizin1 aragtirmak ger¢ek sonuglari vermez (Johnston,
1976).

Su bitkilerini sterilize etmek igin 0 déonemde yeterli teknik yoktu, ¢alismalar1 yapan
bilim adamlar1 yesil alg olan Chlorella cinsinin kullanilabilecegini diisiinmiislerdir.
Beyerinck tarafindan daha onceleri izole edilen bu mikroorganizma Pringsheim’m alg
kiiltiirleri koleksiyonundan elde edilebilmistir. Alglerin kii¢iik 6l¢ekte yapilan galigmalar
icin tamamen inorganik bilesenlerin bulundugu kiiltiir ortamlarinda steril kosullarda
kolaylikla yetistirilebilir olmasi algal c¢alismalarin baglamasina neden olmustur.

Mikroalglerle yapilan ilk ¢alismalar fizyolojik deneylerle ilgili oldugu i¢in yogun miktarda
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alg tiretimine gerek duyulmamustir. Fakat antibiyotigin bulunmasi ve mikroorganizmalarin
genis Olgekte endiistriyel olarak iiretilmeye baglanmasiyla yiiklii miktarda alge ihtiyag
duyulmustur. Ozellikle 20. yiizyilin baslarinda deniz zoologlari, Coelenterata, Mollusca,
Annelida ve Crustacea taksonlarina ait pek ¢ok canlinin hayat dongiisiinii ¢6zmek ile ilgili
calismalar yapmuslardir. Bu canlilarin larval formlarmin planktonik oldugunu gorerek
oncelikle fitotoplanktona bagimli olduklarini diistinmiislerdir. Bunun i¢in Grave, larvalarin
diatomlarin bulundugu ortamlarda yetistirilebilecegiyle ilgili ilk caligmalar1 yapmustir.
1905°de  Allen ve 1907’den itibaren Nelson’la birlikte diatom kiiltiirleriyle
zenginlestirilmis steril deniz suyunda larvalarin biiylimesini saglamak igin deneylere
baslamiglardir. Diatom kiiltiirii ile géze garpacak bir basar1 saglamislar ve her ne kadar
¢ogu tamamen karisik organizmalardan armmis olmasa da siirekli kiiltiirlerde
kullanilabilecek 18 tiir elde etmeyi basarmiglardir. Alglerin biyokimyasal yapisiyla ilgili
caligmalar ancak saf ve makul miktarda materyal elde edilirse yapilabilmektedir. Bu
zamana kadar bu tip arastirmalar i¢in uygun miktarda materyal ancak dogal ortamlardaki
algal patlamalar ile elde edilebilirdi. Retousky, Scenedesmus obliquus taksonunu ve
Navicula cinsinin bir tiirtinii 70 litrelik kiiltiir solusyonunda yetistirmeyi denemistir. Bir
ka¢ haftada kuru agirlik olarak 25 gr Scenedesmus obliquus ayrica 20 gr Navicula cinsi bir
mikroalg iretmistir. Daha sonra ilk olarak karotenoid pigmenti olan fukoksantini
hiicrelerden ayirip kristalize etmeyi basarmustir (Johnston, 1976).

1940-41 wyillarinda Strain ve arkadaslari, Chroococcus ve Aphanizomenon
cinslerinden baslayarak mavi-yesil alglerden pigment c¢ikarmayi basarmislardir. Bu
caligmalar ile bitkiler alemindeki tiim canli gruplarindan pigment ekstraksiyonu tizerine
genis arastirmalar baslamistir. Daha yiiksek bitkilerle kiyaslandiginda alglerde bulunan
fotosentetik pigmentlerin dagilimi bilim adamlarini sasirtnmstir.  Algal pigmentleri
hiicrelerden aywrabilmek i¢in alglerin saf kiiltlirleriyle ¢alismak gerekmektedir. 1940-42
yillarin1 kapsayan bir yillik raporda konuyla ilgili ¢aligmalara 10 litrelik kaplarda saf
kiiltirde yetistirilen ve bir diatom tirii olan Nitzschia closterium ile bagladiklari
belirtilmistir. Ayn1 raporda farkl tipte 1siklarin Nitzschia cinsinin ksantofillerinden birinin
miktarinda cesitlilige neden oldugu belirtilmistir. Siradan beyaz 151k kullanimi ile neon 151k
kullanomma bagli olarak Nitzschia cinsindeki diadinoksantin miktarinin  gesitlilik
gostermesi, ¢evresel kosullardaki degisikliklerden kaynaklanmaktadir (Johnston, 1976).

Alglerin izolasyonu ve saf kiiltiirli zor olmasina ragmen biyokimyasal ve fizyolojik

aragtirmalar i¢in kullanilabilir miktarda materyali elde edebilmek agisindan algler biiyiik
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bir 6neme sahiptirler. Bu organizmalarin bazilar1 ayni1 zamanda sicaklik, 11k siddeti, pH ve
tuzluluk agisindan farkli deneysel kosullara tabii tutulabilmektedirler. Bu ¢alismalar
alglerin degisen c¢evre sartlarma yiiksek bitkilere gore daha toleransli olduklarini
gostermistir. Alglerin bu 6zellikleri, onlarm kiiltlir ortaminda degistirilen fiziksel kosullara
tepki olarak kendilerine 6zgii metabolitler olusturmalarini saglamaktadir. Bu bilgiler
1s1ginda Chlorella pyrenoidosa taksonunda antibiyotik 6zelligi gésteren bir maddenin elde
edilebilecegi diisiincesi ortaya ¢ikmistir. Alglerden ¢ikarilan yag asitlerinin antibiyotik
ozelligi gostermesi 1s1k ve havaya maruz kaldiginda ger¢eklesmektedir. Bu durumun yag
ve hidrokarbon icerigi fazla olan hiicrelerde yag asitlerinin bazi bilesenlerinin
fotooksidasyonundan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Mikroalglerin iirettigi yag, protein
ve karbonhidratin oransal degisimlerinin ¢evrenin etkisi ile degistigi yapilan galismalar
sonucunda anlagilmistir. Karbonhidratlar her tiirlii besin kaynagindan rahatlikla elde
edilebilirken, yaglar ve proteinlerin eldesi daha zordur. Bu noktada yag ve protein kaynagi
olarak alglerin kullanim1 ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda; bir mikroalgin uygun
kosullar altinda kuru agwrhgmn %50’si kadar protein; baska kosullar altinda ise ayni
mikroalg kuru agirligimin % 70’1 kadar yag tiretebildigi ortaya konmustur (Johnston, 1976).

1950°’1i yillarda Mueller’in mucizevi kimyasali DDT’nin bulunmasi, bdceklerle
tasian protozoa parazitlerinin yarattigi salgin hastaliklar ve ¢ekirge istilasinin azalmasi ve
diinya savaslarinin sonlanmasi ile insan niifusunda 6nemli bir artis olmustur. Insan
nifusunu kontrol altinda tutan bu faktorlerin ortadan kalkisina bagh olarak da
popiilasyonda artig ve bunu takiben besin sikintis1 gézlenmistir. Bu durum, besin zincirinin
ilk halkas1 olan bitkilerin {iretimini saglamak amaciyla zirai faaliyetlerinde artisa neden
olmustur. Japonya ise ¢ok az tarim alani ve beslenmesi gereken milyonlarca insani
diistinerek Chlorella basta olmak iizere pek ¢ok mikroalgin besin olarak tiiketilmesi
konusunda Tokyo’daki Tokugawa Biyolojik arastrma enstitiisiinde arastirmalara
baslamigtir. Bazi iilkelerde endiistriyel diizeyde mikroalg {iretiminin bu kadar hizli bir
gelisme gostermesinin nedeni toprak tarimi ve mikroalg {iretiminin kiyaslanmasiyla
aciklanabilir. Bitkilerin toprak tarimiyla yetistirilmesi siirecinde, tohum ve topragin
hazirlanmasi, uygun sartlarin yaratilmasi, zararh ot ve parazitlerden korunmasi, elde edilen
iriiniin toplam biyokiitlesinin kullanilamamasi gibi ekonomik ve ekolojik pek ¢ok sorunla
karsilagilabilir. Oysa mikroalg kiiltiiriinde bu tarz sorunlar s6z konusu degildir. Besleyici
soliisyon bir kez hazirlanir ve asilama yapilir, daha kisa zamanda kapali alanlarda

yetistirilmis olan tamami kullanilabilir biyokiitle hasat edilir. Ayrica mikroalglerin
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uretildigi ortama bagli olarak besin ve biyokimyasal igerikleri amaca uygun olarak
degistirilebilirken zirai bitkiler boyle degisikliklere tolerans gosteremezler. Her ne kadar
mikroalg iiretimi toprak tarimma gore avantajli olsa da kiiltiirii sirasinda dikkat edilmesi
gereken pek ¢ok nokta vardir. Uretilmesi istenen mikroalge dzgii steril ve uygun besleyici
ortam ile havuzlarin hazirlanmasi, optimum 151k, sicaklik, tuzluluk, pH degerlerinin
ayarlanmasi, yeterli calkalama hiz ve tipinin saglanmasi ve verimli bir hasatin
gerceklestirilmesi dikkat edilmesi gereken temel hususlardir. Spoehr ve Minler, 1940’11
yilarda ilk kez Chlorella cinsinin canlilar i¢in temel besin olan protein ve yag kaynagi
olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir. Beslenmede Chlorella cinsinin kullanimiyla ilgili
calismalar farkli alanlarda da yapilmaya baslandi. Bilim adamlarmin artik uzayla
ilgilenmeye ve uzay istasyonlar1 hatta dis gezegenlere yapilan uzun siireli gezileri
tasarlamaya baslamalar1 ile birlikte uzayda Chlorella cinsinin besin olarak tiiketilmesiyle
ilgili caligmalara baglanmistir. Bir insan saglikli beslenebilmek i¢in protein, yag,
karbonhidrat, vitamin, inorganik elementler ve suya ihtiya¢ duyar. Uzaydakiler iginse besin
ihtiyaglarmin karsilanmasi; bu islenmis gidalarin ihtiyaglarini siirekli olarak karsilamadaki
zorlugu ve pahaliligi, bu yabanci ortamin suniligi ve bosaltim artiklarinin uzaklastiriimasi
yoniinden 6nemli bir hal almaktadir (Johnston, 1976).

Chlorella cinsi basta olmak tizere diger mikroalgler ve ticari riinlerin besinsel

icerigi incelendiginde s6z konusu zorluklar1 agsmanin daha kolay olacagi diisiintilmiistiir

(Cizelge 1).

Cizelge 1.Mikroalgler ve ticari besinsel tiriinlerin % olarak besinsel karsilastirilmasi.
Becker (1994), Fabregas ve Herrero (1985), Aaronson ve Dubinsky (1982), Miles ve
Chapman (2009)

Ticari Uriinler Protein % Karbohidrat% Yag%
Et 43 1 34
Balik 55 - 38
Yumurta 49 3 45

Stit 26 38 28
Piring 8 77 2
Soya Fasiilyesi 37 30 6-10
Misir 10 85 21
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Bugday 14 84 14-22
Balik yemi 60-72 - 2
Anabaena cylindrica 43-56 25-30 6
Clamydomonas reinhardii 48 17 14-20
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 9-14
Chlorella pyrenoidosa 57 26 12-14
Dunaliela salina 57 32 6-7
Euglena gracilis 39-61 14-18 4-9
Porphyridium cruentum 28-39 40-57 11-21
Scenedesmus obliguus 50-56 10-17 11
Arthrospira maxima 60-71 13-16 -
Siprulina platensis 46-63 8-14 -
Spirogyra sp. 6-20 33-64 -
Synechococcus sp. 73 15 -
Tetraselmis suecica 41 - -
Isochrysis galbana 39 - -
Dunaliella tertiolecta 54 - -
Chlorella stigmatophora 39 - -

Ototrof canlilar yeryliziindeki tiim aminoasit c¢esitlerini sentezlerken, heterotrof
canlilar temel aminoasit ¢esitlerini sentezleyemezler. Fakat saglikli beslenebilmek i¢in tiim
aminoasit ¢esitlerini viicutlarina almalar1 gerekir. Yukaridaki tabloya bakildiginda
Chlorella cinsi ve diger pek ¢ok alg tiirliniin besinsel igeriginin insan tiiketimine uygun
oldugu goriilmektedir. Tablodaki alglerin protein seviyelerinin, en yiiksek oranda bitkisel
protein bulunduran soya fasulyesi bitkisinden dahi yiiksek oldugu gériilmektedir. Yine bu
canlilarin toplam yag miktarlari, cogu bitkisel kaynaktan daha yiiksektir.

Ayrica mikroalg hiicrelerindeki yagli bilesiklerin yiiksek bitki hiicrelerindekilere
benzedigi fakat yag asitleri yoniinden doymamis yag asitlerinin genellikle yiiksek
bitkilerdeki miktarindan ti¢ kat fazla bulundugu belirtilmistir (Johnston, 1976).

Cizelge 1 incelendiginde; agik sistemlerde kiiltiirleri yapilip yogun miktarda tiretilen
bazi mikroalglerin insan ve hayvan beslenmesinde gida maddesi olarak kullanilabilecegini

gostermektedir.
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Ayn1 zamanda igerdikleri vitamin degeri ve ¢esitliligi gdzoniine alindiginda mikro

alglerin 6nemli bir kaynak oldugu dikkati ¢eker (Cizelge 2).

Cizelge 2. Bazi mikroalglerin ve besinsel lirlinlerin vitamin degerleri (Becker, 2004).

RDI: Tavsiye edilen giinliik beslenme referans degeri

Vit Vit Vit Vit Folik Pantotenic
Vit A VitC VitE Nikotin Biyotin . .
B1 B2 B6 B12 Asit Asit
RDI (mg/d) 1.7 15 2.0 25 0.005 50.0 30.0 18.0 - 0.6 8.0
Ciger 60.0 3.0 29.0 7.0 0.65 310.0 10.0 136.0 1.0 2.9 73.0
Ispanak 130.0 0.9 1.8 1.8 - 470.0 - 55 0.007 0.7 2.8
Ekmek Iz Iz
} 71 165 218 - ) 112.0 4.0 5.0 53.0
Mayasi miktar miktar
Siprulina 44,
) 840.0 37.0 3.0 7.0 80.0 120.0 - 0.3 0.4 13.0
platensis 0
Chlorella 10.
o 480.0 36.0 23.0 - - - 240.0 0.15 - 20.0
pyrenoidoisa 0
Scenedesmus 11.
] 554.0 27.0 - 1.1 396.0 - 108.0 - - 46.0
quadricauda 5

Vitamin yoniinden incelendiginde, ticari olarak iiretilip besin olarak tiiketilen bazi
mikroalglerde, insan ve hayvan besini olarak tiiketilen bitkisel ve hayvansal kaynakli bazi
iirlinlere gore yine kat kat fazla oldugu dikkati ¢ekmektedir. Bu maddeler, ¢cok giiclii birer
antioksidant olmalarinin yaninda, canli biinyesinde ko-enzim yapismna katilarak
diizenleyici olarak gorev yaparlar. Ayrica vitamin A, B kompleksinin biitiin liyeleri, C, E,
pantotenik asit ve nikotinik asitin i¢erigi kiigimsenmeyecek miktarlarda bulunur (Becker,
2004).

Chlorella cinsine ait mineral igerigi incelendiginde sadece kalsiyum minerali
miktarmin diisiik oldugu goriilmektedir (Cizelge 3). Fakat kalsiyumu heterotrof canlilar
cok farkli kaynaktan da karsilayabilir. Diger minerallerin yilizdesel oranlarmin ise yeterli

oldugu sdylenebilir (Johnston, 1976).
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Cizelge 3. Chlorella sp. mikroalginin mineral degerleri (Johnston, 1976)

Element %
Fosfor 1,30
Potasyum 1,09
Sodyum iz
Magnezyum 0,524
Demir 0.0314
Stilfiir 0.935
Bakir 0.01078
Klor 0.146

Kalsiyum  0.0103

Biyokimyasal icerigi incelendikten sonra ¢oziilmesi gereken diger sorunlar toksisite,
lezzet ve begenilebilirliktir. Insan ve hayvan beslenme testleri, toksisite sorunu olmadigini
ortaya ¢ikarmistir. ABD ordusu arastirmalarinda kuru agirlik olarak 100 gram kadar
Chlorella alginin problemsiz olarak tiiketilebilecegini ortaya koymustur. Baska bir
caligmada, yaklasik bir aylik periyotta 2380 grama kadar Chlorella ve Scenedesmus
karigiminin alinmasinin herhangi bir zehir etkisi yaratmadigi belirtilmistir Fakat kabul
edilebilirlik ve lezzet agisindan sorun tam olarak ¢oziilememistir. Bu materyalin kivami
corbaya, tadi ise taze ¢imene benzemektedir. Fakat bu 6zellikler ¢ogu insan igin kabul
edilebilir degildir. Kurutulmus Chlorella ise fasulye ve kabaga benzer bir tada sahiptir.
(Johnston, 1976).

Gegen 150 yil boyunca, agir metallerin sucul ¢evreye girdisi, diinyamizin
endiistrilesme hizina paralel olarak artmistir. Bir¢ok agir metal, biyolojik sistemler i¢in
mikronutrient iken, suda yasayan ¢ogu yasam formu i¢in minumum seviyede dahi zehirli
hale gelmektedir. insan aktivitesi neticesinde, ¢okelme, sogurma ve partikiil yerlesmesi ile
metaller gollerin, akarsularin ve denizlerin ¢Okeltilerinde depo edilirler. Sudaki alglerin
varhigt ve c¢esidi denizler, tath su golleri, havzalar ve nehirlerin su Kkalitesinin
belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Algal bitki Ortiisii varhigmm belirlenmesi, su
kalitesinin Olgiimiinde kullanilan pek ¢ok kimyasal yonteme gore daha basit ve
ekonomiktir. Kiigiik ve biiyiik birgcok su yosunu taksonu potansiyel bir agir metal
biyosorbenti olarak tespit edilmistir (Cizelge 4).
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Cizelge 4. Agir metal sorpsiyonlari i¢in sorbent olarak test edilen mikroalgler

(Brinza ve ark. 2007)

Algler

Metaller

Arastirmacilar

Chlamydomonas reinhardtii

K, Mg, Ca, Fe, Sr, Co, Cu,
Mn, Ni, V,
Zn, As, Cd, Mo, Pb,Se.

(Mahan et al., 1989)

Chlorella salina Co, Zn, Mn (Garnham et al., 1992)
Chlorella sorokiniana Ni (Akhtar et al., 2004)
Chlorella vulgaris Cd, Pb, Cu, Ag (Ginetal., 2002)
Chlorella miniata Cr(VI) (Han et al., 2006)
Chlorococcum sp Cd, Pb, Cu, Ag (Ginetal., 2002)
Cyclotella cryptica Al, Zn, Pb, Cu, Cd (Schmitt et al., 2001)
Lyngbya taylorii Pb, Cd, Ni, Zn (Klimmek et al., 2001)

Phaeodactylum tricornutum

Al, Zn, Pb, Cu, Cd

(Schmitt et al., 2001;
Zhou et al., 1998)

Porphyridium purpureum

Al, Zn, Pb, Cu, Cd

(Schmitt et al., 2001)

Scenedesmus quadricauda Cd, Pb, Cu,Ag (Gin et al., 2002)
Scenedesmus subspicatus Al, Zn, Pb, Cu, Cd (Schmitt et al., 2001)
Spirogyra sp Cr (Gupta et al., 2001)
o Cd (Rangsayator et al.,
Spirulina sp
2002)
Spirulina platensis Cr (Li et al., 2006)

Stichococcus bacillaris

K, Mg, Ca, Fe, Sr, Co, Cu,
Mn, Ni, V,Zn, As, Cd, Mo,
Pb, Se.

(Mahan et al., 1989)

Stigeoclonium tenue

Cd, Pb, Zn

(Pawlik-Skowronska, 2)

Mikroalgler yaninda makroalglerde agir metal kirliliginde
kullanilmaktadir (Cizelge 5).

indikator olarak
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Cizelge 5. Agir metal absorpsiyonlar: i¢in sorbent olarak test edilen makroalgler

(Brinza ve ark. 2007)

Algler Metaller Arastirmacilar
Ascophyllum nodosum Cd, Zn, Pb, Cu (Sandau et al., 1996)
Ascophyllum sp. Pb, Cd (Volesky and Holan, 1995)
Cladophora crispata Cd, Pb, Cu, Ag (Gin et al., 2002)
Cladophora fascicularis Pb (Deng et al., 2006)
Codium fragile Cd (Basso et al., 2002)
Colpomenia sinuosa Cu, Ni (Schiewer and Wong, 2000)
Corallina officinalis Cd (Basso et al., 2002)
Ecklonia sp Cr (Yun et al., 2001)

Cd, Zn, Pb, Cu (Herrero et al., 2006; Murphy
Fucus vesiculosus et al., 2007; Sandau et al.,

1996)

Fucus ceranoides Cd (Herrero et al., 2006)
Fucus serratus Cd (Herrero et al., 2006)
Fucus spiralis Cu (Murphy et al., 2007)
Gracilaria fischeri Cd, Cu (Chaisuksant, 2003)
Gracilaria sp. Pb, Cu, Cd, Zn, Ni (Sheng et al., 2004b)
Jania rubens Pb (Hamdy, 2000)
Laminaria digitata Cd, Zn, Pb, Cu (Sandau et al., 1996)

Cd, Cu,Pb (Yin et al., 2001; Zhou et al.,

Laminaria japonica

1998) (Luo et al., 2006)

Laurencia obtusa

Cr, Co, Ni, Cu, Cd

(Hamdy, 2000)

Padina pavonia Cd, Ni (Ofer_et al., 2003)

Pb (Jalali et al., 2002)

Cd (Kaewsarn and Yu, 2001)
Padina sp Pb, Cu, Cd, Zn, Ni (Sheng et al., 2004b)

Cu (Kaewsarn, 2002)
Palmaria palmata Cu (Murphy et al., 2007)
Petalonia fascia Cu, Ni (Schiewer and Wong, 2000)
Pilayella littoralis Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Ni, Zn  (Carrilho and Gilbert, 2000)
Porphyra columbina Cd (Basso et al., 2002)
Sargassum asperifolium Pb (Hamdy, 2000)
Sargassum hemiphyllum Cu, Ni (Schiewer and Wong, 2000)
Sargassum hystrix Pb (Jalali et al., 2002)
Sargassum natans Pb (Jalali et al., 2002)

Pb, Cd (Cruz et al., 2004; Volesky and
Sargassum sp . Holan, 1995)

' Pb, Cu, Cd, Zn, Ni (Sheng et al., 2004b)

Cr (Bishnoi et al., 2006)
Sargassum vulgaris Cd, Ni (Ofer et al., 2003)
Sargassum kjellmanianum CdCu (Zhou et al., 1998)
Turbinaria conoides Pb (Senthilkumar et al., 2007)
Ulva fascia Cu, Ni (Schiewer and Wong, 2000)
Ulva lactuca Pb (Hamdy, 2000)
Ulva reticulata Zn (Senthilkumar et al., 2006)

Pb, Cu, Cd, Zn, Ni (Murphy et al., 2007; Sheng et
Ulva sp al., 2004b)

Cu (Murphy et al., 2007)
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Su yosunlar1 tarafindan agir metallerin absorblanmasi dort farkli mekanizma ile
gerceklesir. Birincisi; alglerde bulunan K*, Na*, Ca*?, Mg*? gibi hafif metal iyonlari,
ortamda bulunan agr metallerle yer degistirme siireci olan iyon yer degistirme
mekanizmasi ile olur. Ikincisi; metal ve aktif gruplar arasindaki etkilesimin sonucu olarak
hiicre yiizeyinde kompleks olusumu yoluyla meydana gelen koordinasyon ve kompleks
olusumu mekanizmasi ile gerceklesir. Ugiinciisii; hiicresel metabolizma siirecinde olusan
¢ozelti pH’1 degistiginde ya da atik sudaki iyonik konsantrasyon doyma indeksi seviyesine
yiikseldiginde ¢okelmenin meydana gelmesi seklinde olur. Son olarak da metal alimmin
gerceklesmesi durumu olan mikrogdkelme (Mikropresipitasyon), Chlorella miniata gibi
bazi canli mikroalglerin indirgeyiciler olarak polisakkaritlere baglanarak metali tasimalari
ve hiicrelerin igine yerlestirmeleri ile gerceklesen kelasyon (toksik etkileri gidermede
kullanilan bir yontem) olmak tizere dort farkl sekilde gerceklesir (Brinza ve ark, 2007)

Agir metal biyosorpsiyonunu etkileyen faktorler; pH, sicaklik, karistirma (mekanik
veya havasal olarak), debi rejimi (statik ya da dinamik ve kolon reaktorleri i¢in diiz akinti
ya da ters akint1 bigimi), reaktor gesitleri (grup reaktor ya da sabit, akiskan, genislemis
yatak stitunu reaktorleri) gibi ¢evresel olabildigi gibi; hiicre duvarindaki radikal grup
cesitleri, cansiz ya da canli doku kullanimi, hiicrelerin agir metale erken fazda maruz
kalmalari, algal dokunun boyutu ya da farkli biiyiime asamalarmda kullanilan alg
boliimleri, besin ve oksijen gereksinimleri, hiicre boyutu ve biyokiitle yogunlugu,
biyokiitlenin tdlerans giicii, biyokiitle seciciligi, baglanma yerinin kalinlig1 ve biyokiitlesel
faktorler de olabilir (Ting ve ark., 1989).

Callegari, 1989 yilinda verdigi raporda 50’ye yakin biyokimyasal ve ekofizyolojik
calismada 22000 ile 26000 adet mikroalg tiliriiniin bulundugunun tahmin edildigini
belirtmistir (Sasson, 1997).

Diinyada bu kadar zengin bir mikroalg floras1 varken; iiretimi yapilabilen ticari
mikroalg tiir sayisinmn sinirli olmasi, giiniimiizde mikroalgal biyoteknolojinin gelismesini
engelleyen en 6nemli etkenlerden biridir. Ticari 6neme sahip yeni mikroalglerin tespiti ve
biyoteknolojik uygulamalarda kullanimimi kapsayan galismalar, bu alanin gelismesine
katki saglayacaktir. Tez konusu, bu diisiinceden yola ¢ikilarak tespit edilmis ve daha dnce
herhangi bir mikroalgal biyoteknolojik ¢aligmada kullanilmamis bir alg tiirii segilerek, bu
alanin lilkemizdeki gelisimi hizlandirmak ve ekonomik anlamda kullanilabilirligini ortaya

koymak amaglanmustir.
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BOLUM 2

ONCEKI CALISMALAR

Tez konusu ile ilgili ¢alismamiza 1gik tutacak yapilmis olan yerli ve yabanci
calismalarin bir kisminin igerigi ve sonuglari agagida 6zetlendigi gibidir.

Girig boliimiinde bahsedildigi gibi mikroalglerin yogun kiiltiirii ile ilgili ¢aligmalar
120 y1l 6ncesine daynmaktadir. Beijerinck 1890 yilinda yaptigi ¢alismasinda Chlorella
cinsinin yogun miktarda tiretimini saglayabilecek kiiltiir ortamin1 hazirlamistir (Richmond,
2004).

Horvatic ve arkadaglar1 2006 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Chlorella kessleri yesil
alginin biiylimesi i¢in gerekli olan besin maddelerini biyolojik ydntemlerle bulmaya
calismiglardir. Kullanilabilir besin maddelerini belirlemisler ve Sakadas Golii’'ndeki azot
ve fosfor smirlamasinin etkisini minyatiirize edilmis biyolojik ortamlarda arastirmiglardir.

Dayanandaa ve arkadaslarinin 2006 yilindaki ¢alismalarinda; Botryococcus braunii
mikroalginin farkli kiiltiir ortamlarmmda hidrokarbon ve ekzopolisakkarit {iretimi i¢in
ototrofik kiiltliriinii yapmuslardir. Caligma sonunda organizmanin farkli kiiltiir ortamlarina
alisabildigini ve bu ortamlarda birden fazla metaboliti iiretebildigini bulmuslardir.

Hameed ve Hasnain 2005 yilinda, Pakistan’in ¢esitli yorelerinden toplanan su ve
toprak orneklerinden izole edilen tek hiicreli siyanobakteriler, BG 11, Bold Basal, Chul0
ve Gorham ortamlarinda farkli pH, 151k ve sicakliklarda yetistirmisler ve optimum biiyiime
sartlarmi belirlemislerdir. Bu siirecte, kromu 100-200 pg/ml miktarda ortamlara ekleyip
kroma dayanikli wrklar1 belirlemeye c¢alismislardir. Krom agir metaline dayanikli bu
rklarm, Cr*® iyonlarmi Cr*® iyonlarina indirgedikleri optimum sicakligin farkh pH
ortamlarinda 30°C oldugunu belirlemislerdir.

El-Sheekh ve arkadaslarinin 2005 yilinda yaptiklar1 ¢galismada; Nostoc muscorum ve
Anabaena subcylindrica taksonlarinin evsel ve endiistriyel atik sularindaki agir metal
aliniminin etkinligini ve biiylimeye etkilerini arastirmiglardir. Atik sulardan siyanobakteri
kiiltiirlerinin kullanimi ile bakir, kobalt, kursun ve mangan gibi agir metallerin sirastyla, %
12.5-81.8, 11.8-33.7, 26.4-100 ve 32.7-100 oranlarinda alinabildigini gézlemlemislerdir.

Pratoomyot ve arkadaslarinin 2005 yilinda 10 adet mikroalg tiirliniin durgun faz ve
biylime fazindaki yag asidi kompozisyonunu bulmaya c¢alismislardir. Yag asidi
kompozisyonunun tiirden tiire degisiklik gosterdigini, Bacillariophyceae grubuna ait

tiyelerin her iki fazda da doymamis yag asitlerini yiiksek miktarda bulundurduklarma,
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Chlorophyceae ve Cyanophyceae grubu iiyeleri ¢ok miktarda yag asidi igerirken,
Prasinophyceae iiyelerinin az miktarda igerdiklerini bulmuslardir.

Pena-Castro ve arkadaslar1 2004 yilinda siirekli kiiltiirlerdeki Scenedesmus
incrassatulus alginin; Cr (VI), Cd (II) ve Cu (Il) agir metallerinin tek tek, ikili ve gl
karigimlarinin bulundugu, EDTA varlig1 nedeniyle diisiik serbest iyon aktivitesine sahip
olan yapay atik sulu ortamlarda yetismesini arastwrmiglardir. S. incrassatulus algi test
edilen agir metalleri % 25-78 oraninda almis fakat kesik kiiltiirlerdeki yiiksek pH
nedeniyle bivalent metallerin aliminda ayn1 basar1 yakalanamamustir.

Rocha ve arkadaslar1 2003 yilinda Nannochloropsis gaditana denizel mikroalginin
bliylime sartlarii1 arastirmiglardir. Bu algin yasamini siirdiirebilmesinin ortamdaki
besleyicilere ve ¢oklu doymamis yag asitleri, zeaksantin, astaksantin gibi pigmentler ve
baz1 degerli kimyasal bilesikleri tiretebilme kapasitesine bagli oldugunu ileri siirmiislerdir.

Traubenberg ve Ah-Peng 2003 yilinda agir metallerin biyoindikatorii olarak
kullanimi i¢in Fontinalis antipyretica alginin klonal wkmimn kiltiirii ve saflastirilmasina
iligkin bir prosediir ¢alismasi1 yapmislardir. Calismanin sonunda metal biyoakiimiilatorii
olarak kullanilabilen klonal irkin siirekli bir kiiltiiriinii elde etmislerdir.

Banerjee ve arkadaslarinin 2002 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Botryococcus braunii
mikroalginin yliksek miktarda yenilenebilir hidrokarbon kaynagi oldugunu belirlemislerdir.
S6z konusu algin bu 6zelliginin onun biyoteknolojinin farkli alanlarindaki ¢alismalarda,
hidrokarbon ve diger bilesiklerin iiretilmesinde kullanilabilir kildigin1 ifade etmislerdi.

Wiltshire ve arkadaslar1 2000 yilinda dayanikli S. obliquus mikroalginden yag asidi
ve pigment elde etme etkinligi ile ilgili bir ¢alisma yapmislardir. Kullandiklar1 ultrasound
metodun daha once ayni amag i¢in kullanilan metoda gore yag asidi ve pigment eldesinde
iki kat daha etkili oldugunu goérmiislerdir. Ayrica bu metodun Cryptomonas erosa
(Cryptophyceae), Cyclotella meneghiniana, Staurastrum paradoxum (Bacillariophyceae),
Microcystis aeruginosa (Cyanophyceae) ve diger pek ¢ok alg igin kullanilabilir oldugunu
ileri siirmiislerdir.

Sanchez ve arkadaslarmin 2000 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Isochrysis galbana
denizel mikroalginin kiiltiir ortamlarina bagli olarak biyokimyasal degiskenligini ve
biyokiitlesel {iretimini arastirmiglardir. 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 ve arkadaslar1 2000 yilinda Haematococcus pluvialis alginin siirekli kiiltiirti
icin optimum biiyiime sartlarin1 arastirmiglardir. Bu c¢alismada kendileri tarafindan
olusturulan ortamda Haematococcus pluvialis mikroalginin en iyi iireme gosterdigini ve en
cok astaksantin miktarnin elde edilebilecegini ortaya koymuslardir.

Bates ve arkadaglarinin 1982 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada yar1 siirekli
kiiltiirlerdeki Chlamydomonas varzabius ve Scenedesmus subspicatus taksonlarinin ¢inko
adsorpsiyonu ve tasinimini arastirmiglardir. Her iki alg tiri icin de, EDTA
ekstraksiyonundan sonra hiicre igindeki tasmnabilir ¢inko miktarmi islemsel olarak
belirlemislerdir. Metal aliminin ortamdaki serbest iyonik ¢inko miktariyla dogrusal bir
iliskide oldugunu bulmuslardir.

Ohki ve Fujita, 1982 yilinda yaptiklar1 calismada pelajik mavi-yesil alglerden olan
Trichodesmium thiebautii mikroalginin unialgal kiltiirii i¢in gerekli olan sartlar
arastirmislardir.

Nakiboglu ve Sevindir 2006 yilinda, deri endiistrisi atik sularindan kromun cesitli
alglerle biyosorpsiyonunu konu alan bir ¢alisma yapmuslardir. Calisma siirecinde deri
endiistrisi atiksularinda bulunan Cr (VI) agir metal iyonlarinin, Scenedesmus obliquus ve
Chlorella sp. ile maksimum biyosorpsiyon Kkapasiteleri arastirilmis ve maksimum
biyosorpsiyon kapasiteyi saglayacak reaktor isletme kosullar1 (optimum karistirma siiresi,
optimum karigtrma hizi, optimum pH, optimum sicaklik, optimum alg dozaji)
belirlenmistir.

Goksan ve Gokpmar’in 2005 yilinda Haematococcus pluvialis mikroalginin farkl
151k siddetlerinde vejetatif biiylime 6zelliklerini aragtirmiglardir. Bes farkli 151k siddetinin
uygulandig1 denemede hiicrelerin vejetatif safhada kiiltiir edilebilmesi i¢in optimal 151k
siddeti araligi 50-200 pmol foton m?sn™ olarak bulunmus ve en iyi biiyiime 200 pmol
foton m2sn™ lik 151k siddetinde gergeklestigi gozlenmistir.

Ekonomik olarak yararlanilan mikroalglerin yaninda makro alglerle de yapilan pek
cok calisma mevcuttur. Bunlardan bazi sdyle siralanabilir.

Firat ve arkadaglar1 2007 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Caulerpa rasemosa alginin
biyokimyasal icerigi mevcuttur. 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 0.65-1.11 mg/100ml oldugu

saptanmuistir.
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Burtin 2003 yilinda deniz alglerinin biyokimyasal yapisi, besinsel degeri ve bu
alglerin yapisinda bulunan alginik asit, karragen ve agar gibi fikokolloidal maddelerin

kullanim alanlariyla ilgili ¢alismalar1 derlemistir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

Bu caligmada Ergene Havzasi’ndaki (Trakya) Kasikli Goleti’nden arazi ¢aligmalari
sirasinda Tiirkiye i¢in yeni kayit olarak belirlenen ve Ege Universitesi Bilimsel-Teknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezi (EBILTEM) biinyesindeki Ege Universitesi Mikroalg
Kiiltir Koleksiyonuna goénderildikten sonra, Ege-MACC63 katalog numarasi Verilen
Tetracystis isobiletaralis R.M.Brown &H.C. Bold taksonu materyal olarak segilmistir.

3.1. Mikroorganizmanin Ozellikleri

Tetracystis isobilateralis taksonu ilk kez 1964 yilinda, R.M. Brown ve H.C. Bold
tarafindan Texas’da tatli sularda ve nemli toprakta yaptiklar: floristik ¢alisma sonucunda
tespit etmislerdir (Guiry ve Guiry, 2010). Tetracystis isobilateralis mikroalginin geng
hiicreleri elipsoidal, yasli vegetatif hiicreler yuvarlak veya yuvarlaga yakm, 18-19 pm
capinda, 2’li (diad) veya 4’li (tetrad) hiicreler formundadir. Kloroplast; bir tane, bazen
benekli yapida, hemen hemen biitiin hiicre liimenini kaplayabilir biiyiikliiktetir. Prenoid;
kloroplastin merkezinde, bir tane, cok sayida nigasta tanesi tarafindan sarilmis ve diizensiz
sekillidir. Mitokondriler silindirik, biiylik, serit benzeri ve sik sekilde dallanmistir
(Czerwik-Marcinkowska ve Mrozinska, 2009).

Tetracystis isobilateralis taksonunun canli sistematigindeki yeri ve taksonomik
gruplar1 asagida belirtilmistir.

Empire: Eukaryota

Kingdom: Plantae
Subkingdom: Viridaeplantae
Phylum: Chlorophycophyta
Class: Chlorophyceae
Order: Chlorococcales
Family: Chlorococcaceae
Genus: Tetracystis

species: isobilateralis
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3.2. Mikroorganizmanin Elde Edilmesi

Mikroalgal biyoteknoloji alaninda yapilmis literatiir taramalar1 sonucunda Tetracystis
isobilateralis tiiriiniin kiiltiirii, biyokimyasi ve agir metal absorplama kapasitesi gibi
calismalarin  yapilmadigi saptanmistir. Tezin konusunu olusturan bu c¢alismalarin
yapilabilmesi i¢in gerekli olan mikroalg Ege Universitesi Bilimsel-Teknoloji Uygulama ve
Arastrma Merkezi (EBILTEM) biinyesindeki Ege Universitesi Mikroalg Kiiltiir
Koleksiyonundan, Ege-MACC63 katalog numarasi ile temin edildi.

,4
5

ala n’ a‘ﬁ%qe‘.

Sekil 1. Tetracystis isobilateralis mikroalginin hiicre ve zoosporlari.

3.3. Kiiltiir Deneyleri (Optimum Sivi Nutrient Ortaminin Saptanmasi)

Mikroalg kiiltiiriiniin biiyiime sartlarinin ve uygun kiiltiir ortamimin belirlenebilmesi
icin daha once degisik bilim adamlarinca yapilmis kiiltiir calismalarindan ve mikroalg
kiiltir koleksiyonlarindan yararlanildi. Tathsularda yayilis gosteren Chlorocoocales
iyelerinin iyi gelisme gdsterdigi, ayn1 zamanda biitiin mikroalglerin gelisimi i¢in hemen
hemen biitiin besin tuzlarmin bulundugu, farkli pH degerlerine sahip Blue Green Medium
(BG11), Bold’s Basal Medium (BBM), Chu 10 Medium (Chul0), Modifield Bold’s Basal
Medium (B3N) dort medium belirlendi ve steril sartlarda hazirlandi (Cizelge 6).

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

(OTM) adinda, besinci sivi kiiltiirii hazirland1 (Cizelge 6).
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Cizelge 6. Sivi kiiltiir ortamlarmin besin kompozisyonu (mg/L)

BBM BG11 Chu 10 B3N OoT™M

mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L

(Stein, (Rippka ve ark., (Belcher ve Swale, (McGurk,

1973) 1979) 1982). 1975)
Na,CO3 - 20 20 - -
Na;M00,.2H,0 0,39 0,39 - 0,39 0,008
NaSiO; - - 25 -
Na, EDTA 100 1 2 100 -
NaNO; 250 1500 - 750 500
NaCl 25 - - 25 25
KH,PO, 175 - 6 175 262,5
K,HPO, 75 40 - 75 112,5
KOH 62 62
MgS0O,.7H,0 75 75 25 75 75
CaCl,.2H,0 25 36 25 25
Ca(NO;),.4H,0 - - 20 - -
Citric Acid - 6 - - -
H;BO; 2,86 2,86 2,5 2,86 -
FeSO,.7H,0 4,98 - - 4,98 -
FeCl;.6H,0 - - 1 - 0,194
ZnS0,4.7H,0 0,222 0,222 - 0,222 -
ZnCl, - - - - 0,01
MnCl,.4H,0 1,81 1,81 15 1,81 0,082
CuS04.5H,0 0,079 0,08 - 0,079 -
CoCl,.6H,0 - - - - 0,004
Co(NOg3),.6H,0 0,0494 0,05 - 0,0494 -
Ammonium ferik- - 6 - - -
(NH4)sM07,024.4H, - - 1 - -
Toprak su ekstrati - - - - 20ml
B12 - - 0,01 - -
Thiamine HCI - - 0,001 - -
Biotin - - 0,001 - -
H,SO, Iml - - Iml -
HCI - - 0,25ml - -
pH 7,1 7,5-8 6,5-7 6,7 8,7
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Bes farkli siv1 kiiltiir ortami hazirlandiktan sonra, her birinden 1 (bir) L hacimlerde
erlenmeyerlere aktarildi (Sekil 2). Asilamak i¢in kiiltiir koleksiyonundan alman tiip
halindeki kiiltir kullanilarak steril sekilde her ortama 4,5x10° hiicre/ml yogunlugunda
astlama yapildi. Kiiltiir ortamlarinm her birine esit sayida hiicrenin aktarilmasina dikkat
edildi. 1’er litrelik agilanmis siv1 kiiltiirler, iklimlendirme dolabinda 24+2°C’de sicaklikta,
200 pmol foton m? sn™ 11k siddetinde ve 12/12 (esit giin) periyotunda aydmlanma
kosullarinda kiiltiirleri yapildi. Karisim ve havalandirma islemi, 500ml/dak. havalandirma
kapasitesine sahip akvaryum pompalar1 ile yapildi.

Kiiltiirlerin hiicre yogunluklar1 birinci giinden itibaren takip edilerek, kiiltliriin 6lim
fazma girinceye kadarki siire i¢inde her iki giinde bir, Thoma sayma kamaras1 kullanilarak
ti¢ tekrarlh sekilde sayild1.

Bunun yaninda, tiiriin en iyi gelisme gosterdigi sivi kiiltiir ortami belirlenirken
kiiltiiriin besin durumunun nasil degistigini gérebilmek (anyon-katyon degisimi) igin her
bir siv1 kiiltiir ortamindan her ii¢ glinde, 10 ml 6rnek almarak 0,45u por acikligindaki
Whatman GF/C filtrelerle siiziilerek ve ICP-AES cihazi ile analiz edildi.

Sekil 2.Tetracystis isobilateralis taksonunun bes farkli siv1 kiiltiir ortamindaki

goruntusu.

3.4. Biyokiitlenin Elde Edilmesi

3.4.1. Asilama

T. isobilateralis mikroalg biyokiitlesinin eldesi i¢in yapilan kiiltiir caligmalarinda, as1
olarak kullanilmak {izere, tiip i¢indeki unialgal stok kiiltiirden, icinde OTM ortami bulunan

250 ml’lik erlenlere asilandi. Kiiltiir, iklimlendirme dolabi kullanilarak 24+2 °C’de
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sicaklikta, 200 pmol foton m? sn™ 1sik siddetinde ve 18/6 (Giindiiz-Gece) uzun giin
periyotunda aydinlanmanin saglandigi ortam kosullarinda tutuldu. Daha sonra ayni
medium ve ortam kosullarinda sirasi ile 6nce 1 litrelik erlenlere, sonra 5 litrelik karboylara
alind1 enson olarak duragan faza ulagmis olan 5 litrelik karboylar igindeki kiiltiir 50 litre
hacmindeki akvaryumlara asilandi.

Mikroalgin biiyiikk olgekte kiiltiirli icin 50 litrelik cam akvaryumlar kullanild:.
Akvaryumlar igindeki steril haldeki OTM mediumlar1 500ml/dak havalandirma
kapasitesine sahip akvaryum pompalar1 ile havalandirildi ve karigmalar1 saglandi.
Laboratuar kosullarinda gergeklestirilebilecek en son hacme getirilen kiiltiiriin gelisimi iki

giinde bir kuru biomas 6l¢iimii ile takip edildi.

3.4.2. Kiiltiir Gelisimi

Kiiltiiriin gelisiminin izlenmesi, kuru biokiitle miktarinin saptanmasi ile saglanmistir.
Bunun i¢in, iki giinliik aralarla OTM Kkiiltiir ortamindan 20’ser mL mikroalg kiiltiirii alind1.
Daha once 105°C’de 1 saat etiivde tutulmus, desikatorde sogutulmus ve darasi almmis
0,45n por agikligimdaki Whatman GF/C filtre kagitlarindan, siizme diizenegi ve bir su
trombu kullanilarak olusturulan vakum yardimiyla siiziildii. Siiziilmiis biomas iizerine HCI
ile pH’1 4’e ayarlanmis olan saf su dokiilerek yikandi. Siiziiliip yikanan mikroalg biomasi
petri kaplar1 icerisinde 105 °C’ye getirilen etiivde 2 saat tutularak kurutuldu ve desikatore
konuldu. Oda sicakligina kadar sogumalar1 saglandi1 ve daha sonra 0.0001 gr hassasiyetteki
terazide tartimlar1 yapildi. Tartilan kuru biomas siiziilen kiiltiir hacmine oranlanarak 1 L
icindeki biomas miktarlar1 hesaplanarak, farkl kiiltiir ortamlarindaki mikroalgin gelisim

grafigi olusturuldu. (Gokpmar ve Biiyiikisik, 1994).

3.4.3. Hasat

Kiiltlirtin durgun faza geldigi 18. giin sonunda, kiiltiir sona erdirildi ve hasat edildi.
Hasat edilirken havalandirma kesilerek koagule (bir araya gelme) olan mikroalglerin
yercekimi ile ¢okmeleri beklendi. Coken ve akvaryumun tabaninda biriken yogun kisim
sifonlanarak 55pum por acikligina sahip plankton bezleri ile siiziildii. Hasat edilen biomas
50 °C’deki vakumlu etiivde 3 saat kadar bekletilerek kurutuldu. Higbir sekilde su
icermeyen kuru Ornekler biyokimyasal analizlerde kullanmak tizere -20°C’de bekletildi.
Elde edilen biyomasm bir kismu kullanilarak biyokimyasal analizleri, yag, yag asitleri,

protein, karbonhidrat, vitamin ve kiil miktarlar1 belirlendi.
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Doygunluk fazma ulagsnis ama siizme islemi yapilmamig akvaryumlarda agir metal

absorplama deneylerine devam edildi.

3.5. Biyokimyasal Analizler
3.5.1. Ham Protein Analizi
Toplam ham protein, Kjeldahl metoduna (AOAC 2000) gore; yas yakma, distilasyon,

titrasyon seklinde iic asamada ve {i¢ tekrarli olarak yapildu.

3.5.1.1. Yas Yakma

Kurutulup toz haline getirilen Tetracystis 6rneginden 0,5 gr tartilarak Khieldal
tiiplerine, kondu. Orneklerin bulundugu tiiplere Khieldal protein katalizor tableti ilave
edildi. Uzerlerine 15°ser ml’lik %96’ lik siilfirik asit eklendi ve tiipler yas yakma iinitesine
yerlestirildi. Orneklerin renkleri acik sari-yesil ya da renksiz oluncaya kadar, yaklasik 2,5-
3 saat yakma islemi devam ettirildi. Yakma {initesinden ¢ikarilan 6rnekler sogumaya

birakildi. Sonra 6rneklerin tizerine 20 ml saf su eklendi ve distilasyon islemine ge¢ildi.

3.5.1.2. Distilasyon

250 ml lik erlenlere konan son 6rnek, daha 6nce hazirlanan borik asit ¢ozeltisinden
(1L suya 40 gr H3BOgs, 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 6rnek hazirlandi.

3.5.1.3. Titrasyon

Distilasyon islemi sonunda erlende biriken destilat, 0,1 N HCI ile rengi pembe renge
dontinceye kadar titre edilip sarfiyat belirlenmistir.

Kor i¢in 0,1 ml’lik HCI sarfiyat1 olmustur.

Ucg tekrar sonunda ortaya ¢ikan degerler asagidaki esitlikle hesaplandi ve ortalama
alind1.

%N=14,01 x (A-B) x M x 100
Gx10

%Protein=%N x 6,25

A: Ornek i¢in sarf edilen HC1 miktar1

B: Kor i¢in sarf edilen HCI miktar1

M: Asit molaritesi

g: Ornek miktari
25



BOLUM 3-MATERYAL VE YONTEM Cumhur MICOGULLARI

3.5.2. Ham Yag Iceriginin Saptanmasi

Kurutulan materyale ait 6rnekten 1 gr tartildiktan sonra darast alinmis 250 ml’lik
balon jojeye aktarildi ve lizerine 2:1 oraninda hazirlanmig metanol:kloroform karisimimdan
20 mL eklendi. Agz1 kapatilan 6rnek, oda sicakliginda 15-20 dakika manyetik karistiricida
karigtirildi. Daha sonra olusan homojen karisimdaki yag fazimmi almak i¢in 15 dakika
santriftij edildi (10000 rpm). Santrifiijden sonra falkon tiipleri i¢indeki karigima % 0,9’luk
4mL NaCl ¢ozeltisi eklendi. 1-2 dakika elle galkalandiktan sonra tekrar santrifiijde diisiik
hizda (2000 rpm) santrifiij edildi. Bu islemler sonrasinda olusan en iistteki faz kiiciik
organik polar molekiillerle birlikte gangliositleri barindirmaktadir. Eger istenirse saklanip,
diger 6zel analizler i¢in kullanilabilir. En tistteki gangliositli faz sifon edildi. Asagida kalan
metanol:kloroform fazi 6rnegin toplam yag miktarini tutmaktadir. Bu faz, daha 6nce darasi
almmis 250 mL’lik balon jojelere sifonlanip rotevaporatorde 60°C’de ucuruldu.
Ekstraksiyon balonu i¢indeki metanol ve kloroform ucurulduktan sonra 103 °C etiivde 3
saat bekletildikten sonra desikatorde sogutulmus ve hassas terazide (0,0001gr) tartilmistir
(Folch ve ark., 1956).

Toplam yag miktar1 asagidaki formiille hesaplanmistir. Ham yag miktarlarinin tespiti
icin yapilan islem tli¢ defa tekrarlanmis olup, ¢ikan sonuglarin ortalamasi alinmaistir.

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

m=Ornek agirhg:

ti=Balon jojenin bos agirhig1

t=Islemden sonra balon jojenin ve biriken yagm agirlig:

3.5.3. Yag Asitleri Kompozisyonunun Belirlenmesi

Orneklerin % Yag orani hesaplandiktan sonra 250 mL’lik balon jojelerdeki drnekler
esterlestirme islemine tabi tutulmustur. Once 0,5 N metanolik NaOH (Merck)’tan 5mL
ilave edildi, ve balon joje geri sogutucu ile su banyosuna yerlestirildi. Esterlestirme islemi
srrasinda rnegin tagmamasi amactyla igine kaynama tasi atildi. Ornekler su banyosunda
kaynamaya basladiktan 15 dakika sonra sogutucunun iizerinden SmL BF; reaktifi eklendi,
5 dakika daha kaynatildi ve 2mL n-heptan ilave edilerek 1 dakika daha kaynatildi. Ornek,
sogutucudan ¢ikarildiktan sonra 25mL’lik balon jojeye aktarildi ve soguduktan sonra oda
sicakliginda {izerine doymus tuz ¢ozeltisi ilave edildi. Boylece balon jojede iki faz olustu.
Ustteki heptan fazindan mikropipetle 1-2 mL deney tiipiine alinarak analiz igin saklandi

(IUPAC, 1987). Yag asidi analizleri Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Merkez

Laboratuvari’nda GS-MS aleti ile yapildi.
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3.5.4. Ham Kiil I¢eriginin Saptanmasi

Kurutulan maddelerin kiil miktarlar1 standart yonteme uygun olarak yapilmistir
(AOAC, 2000). Analizlerde kullanilan porselen krozelerin hassas terazide daralari
alimmistir. Darasi almmis porselen krozeler icinde 0,5 gram 6rnek koyularak 525 °C’deki
kil firmmda 12 saat siireyle yakilmigtir. Daha sonra Orneklerin bulundugu krozeler
desikatdrde sogutularak hassas terazide tartimlar1 yapilmustir. Orneklerdeki kiil miktarlar
% olarak asagidaki formiile gére hesaplanmistir.

Ham kiil icerigi(%)=[(ts-ti) / m] x 100

m=0rnek agirhig

ti=krozenin bos agirhigi

ts=islemden sonra krozenin ve biriken kiiliin agirlig

(Ham kiill miktarlarimin tespiti icin yapilan islem ilic defa tekrarlandi ve c¢ikan

sonuglarimn ortalamasi alindi).

3.5.5. Nitrojensiz Oz Madde Miktan

Nitrojensiz 6z madde miktari, seluloz ve karbonhidrat icerigi olarak bilinmektedir.
Analizlerde kuru madde agirhigindan elde edilen ham protein, yag ve ham kiil miktari
bulunduktan sonra geri kalan madde miktari nitrojensiz 6z madde miktarin1 vermektedir ve
asagidaki formiille hesaplanir (Akyildiz, 1984).

Nitrojensiz Oz Madde Miktar1 (%)= 100-(protein miktari+kiil miktari+yag miktar)

3.5.6. A ve E Vitamini Miktarimin Saptanmasi
Kurutulan ve toz haline getirilen materyalden 2 gr tartildi, 250 mL’lik amberli balon jojeye
aktarildi. Balon jojenin i¢ine sirastyla 0,5 gr askorbik asit, 10 mL etonol absulit ve % 60 lik
KOH karigimindan 20 ml eklenmistir. Sonra agz1 kapatilan joje oda sicakliginda 24 saat
diisiik hizda manyetik karistiriciyla karistirildi. Daha sonra karigim 250 mL’lik amberli
ayirma hunisine aktarildi. Ayirma hunisindeki karigim 10 mL saf su ilave edilerek yikanda.
Yikamadan sonra huni, birka¢ kere olmak tizere 15’er mL n-hekzan ile ekstre edildi. Her
ekstrasyon en az 2 dakika olmak sartiyla calkalandi ve aymrma hunisinde olusan hekzan
faz1 sifon edildi. Sifon edilen hekzan fazi icinde yagla birlikte yagda ¢oziinen vitamin
ihtiva etmektedir (Hurtado, 1997). Alinan hekzan fazindaki vitamin analizleri Canakkale

Onsekiz Mart Universitesi Su Uriinleri laboratuarlarinda bulunan HPLC cihazi ile yapildi.
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3.6. Agir Metallerin Absorplama Miktarlarimin Belirlenmesi

Kiiltiir sartlar1 ve mediumu belirlenen algin canli haldeyken Co (II), Cd (II), Pb (II),
Zn (I) ve Mn (II) metal iyonlarin1 absorplama miktarlar1 tespit edildi. Mikroalgin
belirlenen en iyi iireme gosterdigi OTM Kkiiltiir ortaminda, 8,7 pH’da ve oda sicakliginda
kiiltiirleri yapildi. Exponantial fazin sonuna ulasip durgun faza giren 30,1x10° ml/hiicre
(kuru agirlig 0,462 gr/L) yogunlugundaki canli kiiltiir, 500 mL hacimli erlenlere kondu.
Kiiltiir ortaminin pH degeri 1N HCl ile 6,5 ¢ ayarlandi. CdCl,.2,5H,0, CoCl,.6H,0, PbCl;,
ZnCl, ve MnCl,.4H,0 tuzlarindan stok soliisyonlar hazirlandi ve ayr1 ayr1 mikroalg kiiltiirii
ortamu i¢ine her bir metal iyonlarinin ti¢ farkli konsantrasyonlar1 (5, 20 ve 40 ppm) olacak
sekilde eklendi. 0-10-30-60-120-720 ve 1440 dakikalarda kiiltiirden 6rnek alinip 0,45
acikliktaki Whatman GF/C filtrelerden siiziildii ve analizler i¢in depolandi. Sorpsiyon
miktarlarinin belirlenmesi i¢in analizler Canakkale Onsekiz Mart Universitesi merkez

laboratuarindaki ICP-AES cihazi kullanilarak agir metallerin absorpsiyon miktarlari tespit
edildi.
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BOLUM 4

BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada kendi belirledigimiz ve ¢aligilan taksonun maksimum biiyiime
gosterdigi ortamda (OTM) Kkiiltiire alman Tetracystis isobilateralis taksonunda hiicre
yogunlugu, toplam ham yag, toplam ham protein, nitrojensiz 6z madde, toplam kiil
miktarlari, yag asitleri, anyon-katyon degerleri, vitamin, betakaroten miktarlar1 ve agir

metal absorbsiyonu arastirilmistir.

4.1.Hiicre Yogunlugu
Calisilan taksonun maksimum biiylime kosullarmi belirlemek amaciyla BG11,
CHU10, B3N, BBM ve OTM ortamlar1 kullanilmistir. Belirlenen hiicre yogunluklarina ait

degerler sekil 4’ te verilmistir.
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Sekil 3. Tetracystis isobilateralis taksonunun farkli kiiltiir ortamlarinda ulastigi hiicre

yogunlugu.

Mikroalgal biyoteknolojik ¢aligmalarda en ¢ok kullanilan mikroalg tiirlerinden olan
Haematococcus pluvialis taksonunun BG11 ortaminda, 200 pmol foton isikta en yiiksek
19,73x10* hiicre mI™ yogunluga (Goksan ve Gékpnar, 2005), Spirulina platensis tiiriiniin
Zarruok ortaminda bir giinde 2,7 gr/L yogunluga (Volkmann ve ark., 2008), Chlorella
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ellipsoidea tiiriiniin BBM ortaminda 85,9x10° hiicre/mL yogunluga (Toyub ve ark., 2007),
Dunaliella salina tiiriiniin  Walne+NaCl ortaminda 245x10° hiicre/mL  yogunluga
(Mendoza ve ark., 2008) ulastig1 bildirilmistir. Yapilan caligmada ise daha once hig
caligiimamis olan Tetracystis isobilateralis taksonu klasik mikroalg kiiltiir ortamlarinda
kiiltire edildi ve B3N’de ortalama 28,5X106 hiicre/mL., BBM’de ortalama 28x10°
hiicre/mL, BG11°de ortalama 29x10° hiicre/mL, Chul0’da ortalama hiicre/mL yogunluga
ulastig1 gozlendi. Bu ortamlara alternatif olarak hazirladigimiz OTM ortaminda Tetracystis
isobilateralis taksonunun hiicre yogunlugunun en iyi oldugu ortaya konmustur.

Calisilan 6rnek OTM ortaminda, 8,7 pH degerinde, 24+2 °C’de ve sicaklikta, 200
umol foton m?sn™ 151k siddetinde ve 12/12 (esit giin) periyotunda aydinlanma kosullarinda
ve 500 ml/dak. havalandirma sartlarinda 30,1x10° ml/hiicre yogunluguna ulasmistir. Bu
yogunluga ulasan kiiltiiriin kuru agirhig1 0,462 gr/L olarak dl¢iilmiistiir. Kiiltlir gelisiminde
en iyl yogunluk 18. giinde gozlenmistir. Kiiltiir 15-21 giinler arasinda durgunluk fazina
girmis ve bundan sonraki giinlerde kiiltiir 6lim fazina girerek hiicre sayis1 azalmaya
baslamustir.

Tiim bu veriler degerlendirildiginde; T. isobilateralis taksonunun belirlenen kiiltiir
ortaminda, ticari Onemi oldugu disiiniilen ve biyoteknolojik caligmalarda siklikla

kullanilan mikroalg tiirleri kadar hiicre yogunluguna ulastig1 saptanmistir.

4.2.Toplam Ham Yag, Toplam Ham Protein, Nitrojensiz Oz Madde, Ve Toplam
Kiil Miktarlan
OTM’de ve verilen sartlar altinda kiiltiirii yapilan algin igerigindeki besinsel

maddeler arastirilmis ve sonuglar ¢izelge 7°de verilmistir.

Cizelge 7. Tetracystis isobilateralis mikroalginin toplam ham yag, toplam ham

protein, nitrojensiz 6z madde ve toplam kiil miktarlar1

Toplam Protein ~ Toplam Yag  Nitrojensiz 6z madde Toplam kiil
%38,73 %16,37 %29,32 %15,58

Cizelge 7 ve gizelge 1 incelendiginde; ¢aligmasi yapilan algin, besinsel degerinin
(toplam protein, toplam yag, nitrojensiz 6z madde miktar1) insan ve hayvanlar tarafindan
siklikla tiiketilen pek ¢cok besin maddesine ve yogun kiiltiirleri yapilan ¢ogu mikroalge gore

daha fazla ticari oneme sahip oldugu goriilmektedir.
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4.3.Yag Asitleri
GC-MS cihazindan alinan spektrumdaki piklerden ¢ikartilabilen ve aydmlatilabilen
yag asidi ¢esidi 4 adettir (Sekil 5).
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Sekil 4. Tetracystis isobilateralis yag asitleri GC-MS spektrumu.

Cizelge 8. Yag asidi ¢esitlerinin toplam yag asidine bagh yiizdesel oranlar1

Yag asidi ] .
) ~ Formil  Oiltype Mw Intensity RT %
metil esterleri
Palmitik C17H3405 16:0 270 8169831 36.58 40,9985
Linoleik CigH340, 18:2n-6 294 1287990 41.22 6,4634
Oleik CigH30, 18:1n-9 296 7153086 41.36 35,8961

Stearic C19H3802 18:0 298 3316240 41.84 16,6418

Mikroalgler yapilarinda c¢ok ¢esitli ve degerli yag asitlerini bulundururlar.
Parietochloris incisa, tiirii yag asitleri ¢esidi bakimindan en zengin bitkisel organizmalar
arasindadir (Cohen, ve ark., 2002). Yag elde etme amaciyla yogun kiiltiirleri yapilan
asagidaki listede belirtilen makro ve mikro algler en fazla yag asiti ¢esitleri ve miktarlarini
bulunduran tiirler olarak da goze c¢arpmaktadir. OTM’de ve belirtilen sartlarda kiiltiirii
yapilan taksonun igerigindeki palmitik asit miktar1 %40,99, oleik yag asiti miktar1 %35,89,

stearik asit miktar1 ise %16,64 orani, daha dnce arastirmasi yapilan ¢izelge 9°daki alglerin
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sahip oldugu miktarlardan daha fazladir. Yag asidi kompozisyonu fazla cesitlilik
gostermemekle birlikte toplam yag miktar1 %16,37 olarak tespit edilmistir. Bu deger,
mikroalgin besin olarak kullanilabilecegini ayrica ticari amagla yogun kiiltiirleri yapilarak
yag eldesinde kullanilabilecegini gostermektedir. Alglerdeki yag asidi kompozisyonuna ait

makro ve mikralglerle yapilmis ¢aligmalardan elde edilen veriler ¢izelge 9°da verilmistir.

Cizelge 9. Bazi mikro ve makro alglerde yag asitleri kompozisyonu (Cohen, ve ark. 2002)

Ana yag asitleri %
18:3 18:3 18:4 20:4 20:5 22:6

Algler 140 160 161 162 163 180 181 182
6 3 3 6 ®3 ®3
Bacillariophyceae
Thalassiosira 15 10 29 5 6 _ _ 1 - - - 14 15 -
pseudonana
Chlorophyceae
.Par.ietochloris } 10 2 1 1 3 16 17 1 2 - 43 1 -
incisa
Dinophyceae
Amphidinium
) 2 12 1 2 - 2 2 1 3 - 19 20 - 24
carteri
Phaeophyceae
Desmarestia 4 12 2 _ - - 7 6 10 2 16 19 19 -
acculeata
Dictyopteris
6 20 1 - - 2 14 14 11 2 11 11 9 -
membranacea
Ect?carpus 2 17 _ _ - 1 13 4 15 1 23 11 13 -
fasciculatus
Prasinophyceae
0ch_romonas 13 4 _ _ _ 3 7 26 12 7 7 8 - -
danica
Rhodophyceae
Gracilari_a 8 18 3 _ _ 1 16 2 _ 1 1 46 - -
confervoides
Phycodrys sinuosa 5 22 5 2 1 3 5 1 1 - - 44 2 -
Porphyridium _ 34 1 _ _ 1 2 12 _ 1 - 40 7 -

cruenturn

4.4 Kiiltir Ortamindaki Anyon ve Katyon Degerleri

Calisilan mikroalgin en iyi lireme gosterdigi niitrient ortammin belirlenmesi i¢in
yapilan kiiltiir caligmalarinda, bes farkli sivi ortama eklenen besleyici tuzlarm kimyasal,
fiziksel ve biyolojik etkilesimler siirecinde miktarlarinda meydana gelen degisim asagidaki

grafiklerde gosterilmistir (Sekil 6-22).
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Sekil 5. B3N ortamindaki NOs3™ analiz grafigi.
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Sekil 6. B3N ortamimdaki PO,* ve SO, analiz grafigi.
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Sekil 7. B3N ortamimndaki Na* ve K" analiz grafigi.
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Sekil 8. B3N ortamindaki Mg®* ve Ca®* analiz grafigi.
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Sekil 9. BG11 ortamindaki NO3™ analiz grafigi.
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Sekil 10. BG11 ortamindaki PO,* ve SO,* analiz grafigi.
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Sekil 11. BG11 ortamindaki Na" analiz grafigi.
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Sekil 12. BG11 ortamindaki K*, Mg ve Ca®" analiz grafigi.

36



BOLUM 4- BULGULAR VE TARTISMA Cumhur MiCOGULLARI

N3 —fii—P04 =504
100
o \é<\
aa
70 \
- 60
""E"~ 50
[=Ty]
E a0 \ /
30 ¥ .
i W
10
0 e
Gun
1. 3. 5 7. 9. 11. 13. 15. 17. 19. 21. 23. 25.

Sekil 13. Bold Basal ortamindaki NOg3’, PO43', ve SO42' analiz grafigi.
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Sekil 14. Bold Basal ortamindaki Na* ve K*analiz grafigi.
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Sekil 15. Bold Basal ortammndaki Mg?* ve Ca?* analiz grafigi.
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Sekil 16. Chu 10 ortamindaki NO3", PO4>, ve SO,* analiz grafigi.
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Sekil 17. Chu 10 ortamindaki Na* ve K" analiz grafigi.
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Sekil 18. Chu 10 ortamindaki Mg?* ve Ca?* analiz grafigi.
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Sekil 19. OTM ortamuindaki NOs", PO4>, ve SO,% analiz grafigi.
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Sekil 20. OTM ortamindaki Na* ve K" analiz grafigi.
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ekil 21. OTM ortamimdaki Me?* ve Ca®* analiz grafigi.
g grang

Su i¢inde serbest yasayan fotosentetik organizmalar besinlerini dogal olarak suda
¢oziinmiis halde bulunan gaz ve kat1 maddeleri difiizyon ile 0zmozla alir. Suda ¢6ziinen
madde miktar1 ortamin ozmotik basincini buna bagh olarak ta madde aligverisini etkiler.
Bu yiizden kiiltiir ortamindaki iyon miktari, mikroalg hiicrelerinin ortamdaki maddelerden
faydalanma ve hiicre i¢indeki zararli maddelerin uzaklastirilmasi i¢in optimum sartlarda
tutulmas1 gereken bir degerdir. Bunun yaninda kiiltiir sivisinda gergeklesen iyonizasyon ile
olusan farkli 6zellikteki maddeler ortam pH’mimn ve buna bagh olarak uygun kosullarin
bozulmasina yol agar. Yapilan calismada OTM’nin elde edilmesi siirecinde kullanilan
kimyasal maddelerin ortam ve mikroalg hiicreleri ile etkilesimi sonucu NO3/, PO43' ve
SO42' anyonlari ile Na*, K, Mg2+ ve Ca?* katyonlar1 olusmustur.

Yesil Algler, saglikli gelisim ve ¢ogalma gdsterebilmek i¢in yapisal maddelerden
olan azota yiiksek oranda ihtiya¢ duyar ve azotu genellikle NO3™ formunda kullanirlar.
Yiiksek hiicre yogunlugu, azot ve diger makroniitrientlerin alimi konusunda hiicreler
arasinda bir rekabete neden olur, pek ¢ok calismada farkli alg tiirlerinin yiiksek azot
yogunlugu altinda biliylime hizinin, ortamdaki azot kaynagi cesidine gore degistigi
belirtilmistir (EI-Sayed ve Abdel-Maguid, 2010).

Calismasi yapilan taksonun OTM’de NOj™ kullanim miktari, yaklasik olarak 80
mg/mL, ortamdaki nitrat miktarma orani ise % 50 olarak bulunmustur. Hiicrelerin OTM’de

belirlenen sartlarda azimsanmayacak hiicre yogunluguna ulasmis olmasi, elde edilen
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ortamin s6z konusu algin biyokiitle artismm1 saglayacak yeterlilikte azot igerdigini
gostermektedir (Sekil 20).

Fosfor, hiicre i¢in vazge¢ilmez maddelerden olan niikleik asitler ve ATP i¢in temel
yapisal madde olup bunun yaninda biyokimyasal tepkimelerde koenzim olarak gorev
yapan diizenleyici bir maddedir. Alg hiicrelerinin fosfat alimi1 ortamdaki fosfat ¢esidi, Na®,
K*, Mg?* ve ¢esitli agir metallerin bulunusuna gore degisiklik gosterir (El-Sayed ve Abdel-
Maguid, 2010). Chlorella kessleri mikroalgi, ortamdaki PO,* yogunlugu 10 mg/L
oldugunda %50 oraninda fosfor alimi1 gergeklestirmistir (Lee ve Lee, 2001). Gonzales ve
arkadaslar1 (1997), Chlorella vulgaris ve Scenedesmus dimorphus mikroalgleri tarafindan
zirai-endiistriyel atik sulardan fosfor aliniminm % 55 oldugunu rapor etmislerdir. Aslan ve
Kapdan (2006), Chlorella vulgaris mikroalginin PO;> yogunlugunun %93 mg/L oldugu
durumda fosfor alimmnin % 55 oldugunu belirtmislerdir. An ve arkadaglar1 (2003),
Botrycoccus braunii mikroalginin kiiltiiriin baglangicindan 6 giin sonra 510 mg/L NO3™ ve
29 mg/L PO4* alimi gerceklestirebildigini ifade etmislerdir.

Calismada kullanilan algin OTM’de yaklasik 40 mg/L PO,* tyonunu % 50 oraninda
kullandig1 belirlenmistir (Sekil 20). Bu oranin yesil alglerin kullandig1 fosfat oranina yakin
ve alg gelisimi i¢in ortamdaki fosfat miktarinin da yeterli oldugu goriilmiistir.

Sodyum, potasyum, magnezyum ve kalsiyum kiiltiir ortamindaki tuzlulugu olusturan
ana iyonlardir. Bu iyonlar, alg hiicrelerinin madde alisverisi, ozmotik dengenin saglanmasi
gibi faaliyetlerin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadirlar. Sodyum ve potasyum
cogu kiiltlir ortamindaki tuzluluk oranin1 % 50’lere kadar ¢ikarabilen temel iyonlardir ve
bu iyonlarin hiicreler tarafindan alimimi ortamdaki yogunluguna gore degisim
gostermektedir (EI-Sayed ve Abdel-Maguid, 2010).

Yapilan ¢alismada OTM’deki Na* ve K" miktarmmn algin gelisimini olumsuz yonde
etkilemedigi (Sekil 21), Na-K miktarinin kiiciik degisimler gostererek artip azaldigi ve bu
degisimlere bagli olarak hiicre sayisinda dikkate deger bir degisimin olmadig:
gOzlenmistir.

Canl alg hiicrelerinin Ca alim orani fizyolojik ve fiziksel nedenlere bagl olarak artig
gostermektedir. Fizyolojik nedenler, hiicre boliinmesi ve kiiltiiriin hizli gelisimi iken
fiziksel nedenler ise konsantrasyon artist ve ozmotik etki olarak belirtilebilir. Algal
sistemlere CO; uygulamasinin araliklarla yapilmasi alglerin kendi kendilerine ¢okmesi
olarak tanimlanan otoflokulasyona neden olur. Bu durum, genellikle fotosentetik CO2’ nin

tilketilmesi ve magnezyum, kalsiyum, fosfat ve karbonat tuzlarmin alg hiicreleri ile birlikte
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cokmesi nedeniyle artan pH degeri ile iliskilendirilir. Kalsiyum ve fosfatin kullanildig1
durumlarda pozitif yiikli Ca*? iyonlari, alg hiicrelerinin negatif yiiklenmesine ve
otoflokulasyonun gerceklesmesine neden olur. Mg?* konsantrasyonundaki degisimin
sonucu olarak oransal bir alim gergeklesmektedir (EI-Sayed ve Abdel-Maguid, 2010).
Yapilan ¢alismada OTM’deki Ca** ve Mg?* miktarmm algin gelisimini olumsuz
yonde etkilemedigi (Sekil 22), iyon miktarindaki dalgalanmalara bagli olarak hiicre

sayisinda dikkate deger bir degisimin olmadigi gozlenmistir.

4.5. Vitamin ve Beta-Karoten Miktarlan
Algin bir kilogram kuru agirhigmda bulunan beta-karoten, A ve E vitaminlerinin

miligram cinsinden 6l¢iim sonuglar1 asagidaki tabloda belirtilmektedir (Cizelge 10).

Cizelge 10. Beta-Karoten, A ve E vitaminlerinin biyokiitle i¢indeki agirliklar

Vitamin A Vitamin E B-Karoten
Sonug Sonug Sonug
O.Data O.Data O.Data
(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)

0.4734 28.40 5.03 301.8 13.59 815.40

Canli hiicrelerde cesitli metabolik olaylar ile olusan serbest radikallere karsi
antioksidan denilen bilesiklerle dogal bir savunma mekanizmasi olusturulur. Dogal
antioksidanlar olarak enzimler (superoksit dismutaz-SOD, katalaz-CAT, glutation
peroksidaz-GP,  glutation  rediiktaz,  sitokrom-C-oksidaz,  hidroksiperoksidaz),
makromolekiiller (seruloplazmin, transferrin, ferritin, myoglobin, haptoglobilin) ve
mikromolekiiller (pB-karoten, A-vitamini, C-vitamini, E-vitamini, tokoferoller, thiol
icerenler, glutation (GSH), N-asetil sistein, metionin, kaptopril, ubiguinon) sayilabilir
(Gokpinar ve ark., 2006). Mikroalgler, antioksidan maddeler bakimindan olduk¢a zengin
bir canli grubudur. Cizelge 2. incelendiginde bazi mikroalg tiirlerinin igerigindeki
antioksidan Ozellik gdsteren maddelerin miktarlar1 goriilmektedir. Arastirilmasi yapilan
mikroalg tiirlinde 28,40 mg/kg A vitamini, 301,8 mg/kg E vitamini ve 815,40 mg/kg beta-
karoten miktarinin bulunmasi, s6z konusu algin antioksidan oOzellikteki bu maddeleri
biyoteknolojik ¢aligmalarda kullanilan pek c¢ok alg tiirline gére daha fazla igermesi onun

besinsel ve ticari agidan 6nemli oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir.
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4.6. Agir Metal Giderim Sonuclar

Kiiltiir ortamindaki canli mikroalg hiicrelerinin farkli yogunluklardaki kadmiyum
(Cd*™?), kobalt (Co*?), mangan (Mn*?), kursun (Pb*?) ve ¢inko (Zn*?) agir metallerinin
absorbsiyonunda zamana bagl dagilim grafikleri asagidaki sekillerde belirtilmektedir

(Sekil 23-27).
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Sekil 22. Canli T. isobilateralis mikroalg hiicrelerinin OTM kiiltiir ortamindaki

kadmium agir metal iyonlarmi giderim grafigi.
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Sekil 23.Canli T. isobilateralis mikroalg hiicrelerinin OTM kiiltiir ortamindaki kobalt

agir metal iyonlarini giderim grafigi.
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Sekil 24.Canl1 T. isobilateralis mikroalg hiicrelerinin OTM Kkiiltiir ortamindaki

mangan agir metal iyonlarmi giderim grafigi.
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Sekil 25.Canli T. isobilateralis mikroalg hiicrelerinin OTM kiiltiir ortamindaki

kursun agir metal iyonlarini giderim grafigi.
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Sekil 26.Canli T. isobilateralis mikroalg hiicrelerinin OTM kiiltiir ortamindaki ¢inko

agir metal iyonlarmi giderim grafigi.

Dogal su kaynaklari, kuyu sular1 ve atik sularda var olan agir metal iyonlar1 belli
miktarlarda bulundugunda suda yasayan canlilar igin toksik etki yaratmaktadir. Agir
metaller, zehirleyici etkilerinden dolay1 ekosistemi ve dogrudan ya da dolayli olarak ta
insan sagligmi tehlikeye sokmaktadir. Bu nedenle; dogal kaynaklardaki sularin canli
kullannmina sunulmadan Once analizinin yapilmasi, kirlilik kaynaklarindan olusan atik
sularin ise ¢evreye verilmeden once, belirlenmis kirlilik degerlerinin altina diistiriilmesi
gerekmektedir. Bakir, kursun, ¢inko, krom gibi metaller, sulu ortamdan noétralizasyonu
izleyen ¢oktiirme yoluyla ayrilabilmektedirler. Sulu ortamlardan agir metal iyonlarinin
giderilmesinde kullanilan geleneksel yontemlerin bazi dezavantajlarindan dolayi; son
yillarda alternatif yontemler arastirilmaya baglanmistir. Bu yeni yontemlerden biri de
biyosorpsiyon yontemidir. Bu yontemde canli veya 6lii mikroorganizmalar ile metal
iyonlar1 arasinda gergeklesen cesitli mekanizmalar sonucunda metal iyonu mikroorganizma
biinyesine almarak giderim saglanmaktadir. Olii mikroorganizmalar; siirekli bir niitrient
ihtiyaci olmamas1 ve kolay uygulanabilirligi nedeniyle daha ¢ok kullanilmaktadir.
Biyosorpsiyon yontemi ekonomik olusu ve agir metal icerigi ¢ok seyreltik olan sulardan
bile verimli metal giderebilme kapasitesinden dolay1 avantajli bir yontemdir (Aslan ve ark.,
2007).

Absorpsiyon olaymi gergeklestirebilen canli gruplarinin  baginda mikroalgler

gelmektedir. Absorpsiyonu mikroorganizmanm ylizey Ozellikleri, hacimsel olgiileri ve
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cozeltinin sicaklik, pH, baslangi¢c metal iyon derigimi, karistirma hizi, mikroorganizma
derisimi gibi fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikler etkilemektedir (ileri, 2000). Agir
metallerin su ortamindan uzaklastirilmasinda canli mikroorganizmalarin kullanilmasmin
temel nedenleri, diisiik konsantrasyonlarda bulunan metal iyonlarinin hiicreler tarafindan
rahatlikla almabilmesi ve kiiltiir ortaminda hizlica iiretilebilmesidir (Ileri ve ark. , 1994).

Metal biyosorbsiyonunda etkin olarak kullanilacak biyolojik molekiiller olduk¢a
genis bir spektruma sahiptir. Ozellikle mikroorganizma grubu icerisinde algler de dabhil
olmak iizere cesitli bakteri, maya, mantar tiirlerini saymak miimkiindiir. Ornek olarak
bakterilerden Arthrobacter, Citrobacter, Enterobacter ve Pseudomonas; mayalardan
Saccharomyces, Kluyveromyces ve Candida; mantarlardan Neurospora, Penicillium,
Aspergillus, Rhizopus ve Pleurotus; alglerden Chlorella, Microcystis, Scenedesmus,
Anabeana, Ascophyllum tiirleri baslicalarindandir (Saglam ve Cihangir, 1995).

Dunaliella salina, Oocystis sp., Porphyridium cruentum ve Scenedesmus
protuberans algleri ile yapilan ¢alismada sudaki Pb?*, Cd** ve Ni** iyonlarini en yiiksek
oranda Dunaliella salina; onu, sirasiyla Oocystis sp., Scenedesmus protuberans ve
Porphyridium cruentum alglerinin izledigi gériilmiistiir. Ayrica tiim alglerin, ¢alisilan agir
metal iyonlart icinde en ¢ok Pb*‘y1 tutma egilimi gdsterdigi; Cd** ve Ni** daha sonra
geldigi belirtilmistir (Karaca, 2008).

Cinkonun adsorbsiyon miktar1 Scenedesmus subspicatus mikroalgi igin 0,123
L/umol olarak, Chlamydomonas variabilis algi i¢in ise 0,039 L/umol olarak bulunmustur
(Bates ve ark.,1982).

Atik sularda bulunan bakir, kobalt, kursun, mangan gibi agir metaller biyosorpsiyon
yoluyla siyanobakteri (Nostoc muscorum ve Anabaena subcylindrica) kiiltiirleri
kullanilarak srasiyla % 12.5-81.8, 11.8-33.7, 26.4-100 and 32.7-100 oranlarinda
uzaklastirilmustir (EI-Sheekh ve ark., 2004).

Yapilan ¢alismada s6z konusu algin OTM’de agir metal giderim miktarlarmin, ortam
pH’ma ve ortamda bulunan metal yogunluguna bagh olarak degistigi goriilmektedir. Agir
metallerin zamana bagl giderim miktarlarii1 gosteren grafikler incelendiginde en fazla
giderimin yapildig1 agr metalin mangan oldugu ve onu sirasiyla; ¢inko, kursun, kobalt,
kadmiyumun izledigi goriilmektedir. Tim bu veriler; T. isobilateralis taksonunun atik
sulardaki agr metallerin biyosorpsiyon yoluyla aritilmasinda kullanilabilecegini

gostermektedir.
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Tetracystis isobilateralis mikroalginin daha once literatiirde gegen klasik yetistirme
ortamlardaki hiicresel yogunlugu ile OTM kiiltiir ortaminda ulastigi hiicresel yogunluk
karsilastirildiginda, bu algin OTM’de diger fiziksel sartlar uygulandigindan maksimum
biiyiime gosterdigi saptanmistir. Calisilan 6rnegin besinsel ve biyokimyasal igerigi ile agir
metal sorpsiyon kapasitesi arastirma sonuglart bu algin mikroalgal biyoteknolojik
calismalarda kullanilabilecek diizeyde 6neme sahip oldugunu gostermektedir.

Artan diinya niifusu, tarim alanlarinin yetersizligi ve tarim tirlinlerinin kalitesizligi
disiiniildiigiinde besinsel olarak kullanilabilecek birka¢ alg tiiriine alternatif olarak
gosterilebilecek bu mikroalg tiirii, dogal ve beseri etkilerle su kaynaklarma saliman agir
metallerin biyolojik olarak giderilmesinde de kullanilabilir.

Dogal ortaminda maksimum biiylime gosteren ve Kkiiltiire alindiginda istenilen
biliylimeyi saglamayan alglere farkli kosullar ve ortam saglandiginda istenilen sonuglara
ulagilabildigi de bu calismayla kanitlanmastir.

Laboratuvar ortaminda rahathikla kiiltiirii yapilabilen bu algin, ac¢ik havuz
kiiltlirlerinin verimli bir sekilde yapilabilmesi icin, daha genis capli ve miihendislik
bilgileri gerektiren farkl uygulamalarin s6z konusu oldugu agiktir. Yapilan ¢caligma, bu tiir
calismalara temel olup yol gosterebilecegi gibi, lilkemizde heniiz gelisme asamasinda olan
mikroalgal biyoteknoloji bilim dalinin daha da ilerlemesine katki saglayacak 6zelliktedir.

Ulkemizde heniiz degeri tam olarak anlasilmayan alg kiiltiirii konusunda daha ileri
adimlar atilabilmesi i¢in var olan kaynaklarin yaninda heniiz calisiilmamis ve yiiksek
Ooneme haiz tiirlerin bu tiir ¢alismalarla aydinliga kavusacagi, bu anlamda deneyime sahip
bilim adamlarimiza gerekli destek saglandigi takdirde daha da oOnemli calismalar

gerceklestirilecegi inancindayiz.
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