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OZET

Kisa yasam dongileri, kolay manipile edilebilmeleri ve tarima uygun olmayan
alanlarda kolayca uretilebilmeleri gibi 6zellikleriyle mikroalgler, strdirilebilir yolla
katma degeri ylksek trin eldesi igin biyoteknoloji endistrisinde énemli bir kullanim
potansiyeline sahiptir. Genel olarak biyotik ya da abiyotik stres faktoriine cevapta
mikroalglerde ergastik maddeler ya da sekonder metabolitlerin Gretimi degiskenlik
gosterir. Chlorella cinsi mikroalgler katma degeri yiksek trin eldesi calismalarinda

sikhkla kullanilan tirlerdir.

Bu calismada, Bitlis il sinirlari icerisinde bulunan volkanik bir gol olan Nemrut
Golliinden izole edilen Chlorella sp. ESP-6 mikroalginde oksitatif strese bagl olarak
lipid miktarinda ve formasyonundaki degisiklikler incelenmistir.Tez ¢alismasinda
kullanilan Chlorella sp. ESP-6 mikroalgi icin 6nerilen genel Uretim ortamlarindan
olan BBM c¢ozeltisi bu calismada Chlorella sp. ESP-6 tiru icin kullanilmis, kontrol
grubunun yani sira 1, 5, 20uM yogunluklarda H,0, iceren bliylitme ortamlarinda 72
saat boyunca triagilgliserol ve nétral lipid Gretimindeki degisiklikler kaydedilerek

ilgili parametreler degerlendirilmistir.

H,0, uygulamasi ilk gilinden itibaren biylimede 6nemli diizeyde baskilanmaya
sebep olmustur. Uygulamanin ilk 5 gliniinde blylimedeki baskilanma artmis, takip
eden ginlerde 1uM ve 5uM H,0, uygulanan gruplarda biyime yeniden gelismis ve
baskilanma kalkmistir. Diger taraftan H,0, yogunlugu 20uM olarak uygulanan
grupta yeniden bliyiime gergceklesmemistir. Klorofil a, b ve toplam klorofil miktari
H,0, uygulanan gruplarda konsantrasyon ile dogru orantili olarak ilk 24 saatte
artmig, daha sonra da azalmistir. 72 saat sonra klorofil a ve toplam klorofil
icerigindeki azalma gorialmdistir. Mikroalglerin icerdikleri toplam karotenoid
miktarlari klorofil iceriklerindeki degisim ile paralellik gostermistir. FT-IR analizi ile
belirlenen TAG iceriklerindeki degisim 24 saatin sonunda 06zellikle 5uM H,0,
uygulamasinda yaklasik %220 artis ile en yiksek dizeyde artis gostermistir. Benzer

sekilde kontrol grubuna kiyasla 5uM H,0, uygulamasina cevapta ilk 24 saatte



mikroalglerin igcerdikleri toplam oligosakkarit miktari da y aklagik olarak %56
oraninda, toplam polisakkarit miktari ise %51 oraninda artmistir. Farkh
yogunluklarda H,0, uygulanan mikroalglerin nil kirmizisi ile boyanarak gekilen
floresans gorintilerinden de 5uM H,0; uygulamasinin ilk 24 saat icerisinde notral
lipid Uretimini 6nemli oranda tetikledigi belirlenmistir. Sonuglar, kisa streli H,0;
uygulamasinin mikroalglerden biyodizel hammaddesi olan triagilgliserol liretiminde

kullanilabilecek bir yaklasim oldugunu géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Chlorella, H,0;, nétral lipid, lipid kesecikleri, oxidatif stres



ABSTRACT

Microalgae have a considerable potential in the biotechnology industry for the
sustainable production of value-added products as they have a short life cycle, they
can be easily manipulated, and cultivated in the non-arable landscape. In general,
production of ergastic and secondary metabolites in microalgae differentiate in
response to a biotic and abiotic stress factor. Chlorella strains are mostly preferred

for the production of value-added metabolites.

In this study, oxidative stress depended changes in lipid production and formation
in Chlorella sp. ESP-6 which was isolated from Lake Nemrut, a volcanic lake located
in Bitlis province, was analyzed. The growth solution for growing Chlorella ESP-6
was BBM which is an internationally accepted growth medium for green
microalgae. For experimentation, microalgae were cultivated in controlled or
growth medium with 1, 5, and 20uM H,0, during 72 hours for evaluation of

changes in triacylglycerol, neutral lipid, and related parameters.

Hydrogen peroxide application caused a significant decrease in growth starting from
the first day. Intriguingly, there was a continuous suppression of growth during five
days of H,0, addition; however, the growth was induced again after this time point
in 1uM and 5uM H,0, added microalgae group after this time point while
suppression of growth was continuous in the 20uM H,0, group during 12 days of
growth. The H,0, contents of microalgae showed a time- and concentration-
dependent changes in the growth medium. The Chlorophyll a, b and total
chlorophyll contents exponentially increased during 24 hours and then gradually
decreased, lasting with statistically significant decreases at the end of 72 hours of
incubation period. The total carotenoid content of microalgae showed similar
trends as seen in total chlorophyll content. Increase in TAG content reached its
maximum with 220% at the end of 24 hours of incubation in 5uM H,0,
supplemented medium. Likewise, total oligosaccharide and polysaccharide contents

increased over 56% and 51% in response to 5uM H,0, addition during 24 hours of

Xi



incubation. Fluorescence staining and imaging of cytoplasmic lipid bodies support
the increase of TAG as a response to an increase in the stress level. The results refer
that short-term H202 application might be a considerable approach to induce TAG

production in microalgae.

Keywords: Chlorella, H,0,, lipid,nétral lipid, lipid body, oxidative stress
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1.GIRIS

Mikroalgler surdirilebilir, temiz ve c¢evre dostu enerji kaynagidir. Ancak
kalturlerdeki mikroalg Gretim etkinliginin ve alglerdeki kullanilabilir lipid miktarinin
dis uygulamalarla gelistirilmesi gerekmektedir. Mikroalglerde metabolik olarak
Uretilen lipid miktarinin arttirilmasi 6zellikle enerji sektoriine buyuk katki
saglayacaktir. Bunun icin gesitli calismalar siirdiiriilmektedir. Ornegin Meng Chen ve
arkadaslarinin 2011’ de yayinladigi makalede cesitli besin maddelerinin (Co, Fe, Mn,
NO3™ ) ortama eklenmesinin alg blylimesini ve lipid Uretimini destekledigi[1], yine
benzer sekilde Jian-Ming Lv ve arkadaslarinin 2010° da yaptigi bir calismada alglerin
kiiltir sartlarinin degistirilmesi ile lipid Gretimin optimize edildigi bildirilmistir[2].
Cakmak ve arkadaslarinin 2014 de yaptigi bir calismada da farkh element
manipulasyonlarinin Chlamydomonas reinhardtii mikroalginde nétral lipid Gretimini
uyardig; N, S, P, Mg, Ca, achg ile Fe, N elementlerinin normalden 5 kat fazla
bulundugu durumlarda mikroalglerdeki triagilgliserol igeriginin 6nemli oranda
uyarildigini bildirmislerdir[3] Takip eden calismalarinda Cakmak ve arkadaslari
makro ve microelement aghgi ile normalden 5 kat daha fazla bulundugu durumlarda
notral lipid Gretimindeki artisi tetikleyen stress mekanizmasi Uzerine calismalar
yapmiglar, C.reinhardtii mikroalginde nétral lipid Uretimini artiran element
manipulasyonlarinin dogrudan oksidatif stress ve bliyimedeki basklanma ile ilintili
olabilecegini vurgulamislardir[4]. Literatiirde bildirilen biyotik ya da abiyotik stress
faktorleri uygulanarak biyodizel hammaddesi Gretiminin artirilmasindaki ana
sebeplerden biri de stress uygulamalari sonrasinda uygulamanin kendisinden
kaynaklanan sebebin disinda bir de uygulamanin yarattigi oksidatif stresin dizeyi

olabilir.

Mikroalglere hidrojen peroksit uygulanmasiyla birlikte hiicrede olusan antioksidant

cevaba karsilik olarak hicrede lipid birikiminin meydana geldigi gézlemlenmistir[5].



Hidrojen peroksitin uygulanma konsantrasyonu ve uygulanma siresine bagli olarak
mikroalglerde meydana gelen bu degisimleri anlamak gelecekte alglerde enerji
Uretimi icin 6nemli adimlara 6ncilik edebilir. Yani gliinimdizde kisith, maliyeti
ylksek ve sirdirilebilir olmayan enerji kaynaklarinin yerini alglerdeki notral lipidler
alabilir. Bu da biyoyakit sektoriine katki saglayarak enerji kaynaklarindan biri olan

etkin biyodizel Giretimi icin dGnemli adim olabilir.

1.1 Biyodizel Uretiminde Mikroalgal Lipidlerin Ham Madde Kaynag:

Olarak Kullaniimasi

Bazi mikroalgler binyesinde yaklasik %80 den fazla miktarda bulunan oleik asit
(C18:1) ve palmitoleik asit (C16:1) gibi yag asitleri sayesinde vyiksek enerji
icerirler[6]. Bu sebeble mikrolagleri yakita cevirmek oldukca elverislidir. Mikroalgleri
biodizele  cevirmede kullanilan  yontemlere  gazifikasyon, piroliz  ve
transesterifikasyon yontemleri 6rnek verilebilir. Alglerden elde edilen yag, bir alkolle
(etanol, metanol), katalizor (asidik, bazik ve enzim) varliginda yag asidi metil
esterleri ve gliserine donismektedir. Belirli bir alandan elde edilen mikroalg tabanl
yaglarin, bitkisel ve hayvansal yaglara gore cok yiksek oldugundan dolayi, mikroalg

biyodizeli cok daha ekonomik olmaktadir[6].

CH,OCOR" CH,OH R"COOR
| katalizir |

CH,OCOR" + 3ROH oo CH,OH + R"COOR

| I
CH,OCOR' CH,OH R'COOR

Yag Alkol Gliserin Biyodizel

Sekil 1. Alglerden elde edilen lipidlerle biyodizel tGretim semasi [7]



Mikroalglerden biyodizel dretimi icin kullanilan yontemlerden biri olan
transesterifikasyon olayl (ic basamakta gerceklesmektedir. Mikroalglerden elde
edilen trigliseritler ilk basamakta digliseritlere donistiirilmekte ve digliseritlerde
tekrar yikima wugrayarak monogliseritlere dondstirilmektedir. Daha sonra
monogliseritler yag asidi ve gliserol molekdllerine dontstiriilerek biyodizel Giretimi
icin uygun hale getirilmektedir(Sekil 1.)[8]

Asagida Sekil 2.’de alglerden biyodizel tretim basamaklari kisa bir sekilde sematik

olarak 6zetlenmistir.
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Sekil 2. Alg tabanlh biyodizel Gretim semasi[7]



1.2 Mikroalglerde Lipid Uretimi

Prenil grubu tirevi olan tokoferol, karetenoid, terpen ve pirol tiirevi klorofil-1l gibi
lipid gruplarinin yani sira nétral lipid, polar lipid, steroller ve hidrokarbonlarin
tirevleri mikroalgler tarafindan Uretilmektedir[9]. Mikroalgler tarafindan Uretilen
lipidler depo lipidleri (non-polar) ve yapi lipidleri (polar) olmak lizere iki gruba
ayrilmaktadir. Depo lipidlerinin blyik bir bolimi doymus yag asitlerinden olusan
TAG formu ve biyodizel Gretimi igin transesterifikasyon yapilabilen doymamis yag
asitleri seklinde diizenlenmektedir. Yapisal lipidler ise tipik olarak aquatik hayvanlar
ve insanlar icin besin kaynagi olarakta kullanilan ¢oklu doymis yag asitlerinden
blyik miktarda icermektedir. Polar lipidler (fosfolipidler) ve steroller hiicrelerde ve
organellerde secici gecirgenlikte gorev alan yapilara katilmada onemli yapisal
kompanentleri olusturmaktadir. Bu lipidler gesitli metabolik siireglere katiimakta ve
direkt olarak membran flisyonunu saglamasi gibi spesifik hicresel membran
fonksiyonlarini siirdiirmektedir. Bunun yaninda yapisal fonksiyonlarda gorev alan
bazi polar lipidlere baktigimizda bunlar hiicresel haberlesme yolaklarinda (e.g.,
inositol lipids, sphingolipids, oxidative products) ve hiicre etrafinda meydana gelen
cevresel degisimlere yanit olusturmada 6nemli islevler Gstlenmektedir[9]. Non-polar
lipidlerden olan TAG’lar hiicrede metabolik enerji saglamak icin kolayca katabolize
olabilen depo Urinlerini olusturmaktadir[10]. Genel olarak TAG'lar 151k altinda ¢okga
sentezlenmekte ve sitosolik lipid keseciklerinde depolanmaktadir. Karanlikta ise bu
depolanan lipidler tekrar kullanilabilir forma doéndstirilebilmektedir[11]. Asagida

Sekil 3’ te ise mikroalglerden lipid Giretim semasi gosterilmektedir.
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Sekil 3. Mikroalg hiicresinde lipit (TAG) Uretim yolagi [12]

Sekil 3’te goruldigi gibi TAG molekillerinin olusumu kloroplast, mitokontri ve
endoplasmik retikulum igbirligi ile sitoplazmada son bulur. 2014’te Stamatia Bellou
ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismalarda goruldigiu gibi TAG molekdlleri hicre
icerisinde Sekil 3’teki gibi mekanizma yolaklarina sahiptir[12]. Olusan mikroalgal
TAG’lar genellikle doymus ve tekli doymamis yag asitleri olarak karakterize
edilmektedir (Sekil 4.). Ancak yag icerigi bakimindan zengin olan bazi tiirlerin yiksek
miktarda uzun zincirli ¢oklu doymamis asitlerini (PUFA) olusturdugu

gosterilmistir[13].

Yapilan calismalarla TAG’larin alglerde 6nemli bir enerji depo (riini oldugu
gosterilmistir.[14] Buna ek olarak ¢ok zincirli doymamis yag asitlerinden (PUFA-rich
TAG) olusan triagilgliseroller metabolik olarak aktif yapilardir ve spesifik yag asitleri

icin reserver olarakta degerlendirilebilir[9].



Cevresel sartlarinin ani degismesine tepki olarak alglerde bazi metabolik olaylar
yavaslarken, cok zincirli doymamis yag asitlerinden olusan triagilgliserollerin (PUFA-

rich TAG) Uretiminin arttig1 bazi ¢alismalarla gosterilmistir[13].
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Doymus yag asidi Doymanmus yag asidi

Sekil 4. Hiicre metabolizmasinda olusan doymus ve doymamis yag asidi [15]

1.3 Lipid Uretiminin Uyarilmasi

Olagandisi ve surekli degisebilen ¢evre kosullarina karsi mikroalglerin canli kalabilme
yetenegi, bu sartlara yanit olarak olusturulan devasa cesitlilikteki varhg ile
alakahdir[16]. Bu yani sira bu alglerin bazilari ¢cevresel kosullarin degismesine yanit
olarak lipid metabolizmasini etkili bir sekilde degistirebilmektedir[17]. Son
zamanlarda mikroalgal metabolizmasi hakkinda bir revivew yayinlandi. Deneysel
ortamda silirdurilen devasa buyuklukteki algal kaltiriin optimal kosullar altinda,
gliserolden olusan membran lipidlerini de iceren hiicresel lipid miktarinin olduk¢a az

uretildigi gdzlemlenmistir[9].

Ozellikle mikroalg biyokiitlesi ve TAG’lar fotosentetik olaylar sirasinda hiicre
metabolizmasinda birbiriyle yaris halindedir. Yani buradaki amacimiz mikroalgal
biyokitkitle Uretmekten ziyade mikroalgal yag biyokutlesinin artirmaya yonelik
uyarilmalar yapmamiz olmalidir. Yapilan bircok calismada istenmeyen cevre sartlari
ve cevre kosullari bircok algde lipid Uretim yolaklarinin yeniden modifikasyonunu
saglayarak noétral lipid Gretiminin hiicresel kuru agirliga oranla arttigini géstermistir

[9]. Asagidaki sekilde bunun icin yapilan bir calismadan yapilan alintilamadir.
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Sekil 5. Stres kosullari altinda mikroalglerde Uretiminin uyariimasi [9]

Mikroalgler icin vyapilan bircok deneyde besin acgligina birakma, isiklandirma
sartlarinin degistirilmesi, pH faktoru, sicaklik, agir metaller ve diger kimyasal
faktorlere maruz birakma gibi cevresel faktorlerle alglerin Gretiminde degisikler
olusturuldugunu gosterilmistir[9]. Benzer bir sekilde 2017’ de yayimlanan bir
calismada da Kun Shi, Zhen Gao ve ark.’1 Oleagineus’u besin acligina ve uygun
olmayan gevresel kosullara maruz biraktiklarinda ROS faktérlerinin olustugunu ve bu
faktorlerin hiicre icerisinde lipid Gretimini uyardigi gériilmustiir[18]. Yine benzer bir
yaklasimla Cakmak ve ark.’nin 2015’te yaptiklar bir ¢alismada Chlamydomonas
reinhardtii mikroalgini on gin boyunca farkh element (-N,-S,-P,-Mg) acligina
biraktiklarinda olusan oksidatif stres elementlerinin notral lipid Gretimini 6nemli bir

sekilde uyardigi gorilmustiir[4].
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icerisinde lipit Uretimini uyarmasi[18]

2014'te yapilan bir baska calismada ise Jianhua Fan ve ark., Chlorella pyrenoidosa
tlrind nitrojen, fosfor ve demir agligina biraktiklarinda bu alglerde cok yiiksek
miktarda lipid Gretiminin desteklendigi goriilmustlir[19]. Bu ¢alismalarda goraldigi
gibi abiyotik ve biyotik olarak cevre faktorlerinin degismesi hiicre icerisinde lipid

yolaklarinin aktive olmasini saglamaktadir (Sekil 6.)

Bizim ¢alismamizda belirli zaman araliklarinda ve belirli konsantrasyonlarda
kimyasal bir stres faktorl olan hidrojen peroksit uygulamasi yaparak mikroalglerde

olusan Uretim mekanizmasinin nasil yanit olusturdugunu anlamak olmustur.



Yapilan bazi galismalar géstermistir ki H,0, stres faktériine maruz kalan hiicrelerde
antioksidan cevap olusacag icin hiicresel enzimlerin miktarinda ve hiicre bliyime
oraninda degisimler meydana gelmistir[20]. Hanaa H. Abd El-Baky ve ark.’nin 2007
de Spirulina plantensis Uzerinde yaptigi bir calismada farkh konsantrasyonlarda
mikroalg kultlirine uygulanan hidrojen peroksit stres faktorli hicrelerde
antioksidant cevabi olusturmustur. Stres altina giren hicrelerin biylime hizlarinda
dislis meydana gelmis ve hiicre icerisinde cevap olarak antioksidan molekiiller

Uretilmistir[20].

—— Without HC
—a— 2mMHQ,
15004 —a— 4 mM HQ
—— 6 mM HQ
—¥— 8 mM HQ
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Sekil 7. Spirulina plantensis’de hidrojen peroksitin hiicre biylimesine etkisi[20]

Hanaa H. Abd El-Baky ve ark. ‘nin yaptigl ¢calismada elde ettikleri bir diger veri ise
hidrojen peroksit antioksidan cevaba karsilikta Uretilen molekillerden biri olan
karetoneid ve tirevi olan molekillerin miktarlarinda 6nemli derecede artis
gorilmustir. Farkl konsantrasyonlarda uyguladigi H,0, oksidatif stres olusturdugu
icin enzimatik antioksidan ve enzimatik olmayan antioksidan molekiillerde 6nemli

derecede artis kaydedilmistir[20].

Hanaa H. Abd EI-Baky ve ark.’nin elde ettikleri bu veriler hidrojen peroksit hiicre igi
metabolik sistemde oksidatif strese cevapta antioksidan molekiillerin hiicre icinde

sentezlenme mekanizmasini indiiklemektedir. Stres altina giren hicrelerin blylime



hizlarinda diigts gorulirken bu cevaba karsi olusan antioksidant cevapla hiicrede

metabolik yolaklari yeniden dizenlenmistir[20]

1.4 Mikroalglerde Stresi Tetikleyen Faktorler ve Hemostatik Denge

Mikroalgler yasamlari siiresince bircok stres faktort ile karsilasmaktadirlar. Stres
faktorleri Levitt’e gore biyotik ve fizikokimyasal (abiyotik) olmak (izere ikiye
ayrilmaktadir[21]. Biyotik faktorler; mikroorganizmalarin (fungus, bakteri ve viris)
enfeksiyonu ve zararh hayvanlarin saldirilari sonucu olusan stres faktorleridir.
Abiyotik faktorler ise su, sicaklik, radyasyon, kimyasallar, manyetik ve elektriksel

alanlar gibi ¢cevre faktorleridir[21].

ROS Redoks ROS
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Elektron Tagima
Zinciri

Sekil 8. Huicre icindeki hemeostatik denge[22]

Abiyotik bir stres kaynagi olan hidrojen peroksit mikroalglerde fotosentez,
fotorespirasyon ve diger metabolik faliyetler sonucu da olusabilen dogal bir
molekildir[22]. Mikroalgler kendi metabolik islevlerini stirdiirtirken yan Griin olarak
H,0, olusturmaktadir. Hiicre icinde siirekli olarak oksidatif maddeler olusurken bu

maddelerin verecegi zarari en aza indirmek i¢in hiicre icerisinde sorumlu aktioksidan
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maddelerde {Uretilir.Yani hilcre igersinde siirekli olarak homastatik dengenin

saglanmasi hiicrelerin canlihigi icin zorunlu bir olaydir(Sekil 8.)

1.5 Reaktif Oksijen Tirleri

Molekil yapisinda eslenmemis elektron tasiyan cok aktif saldirgan molekillerdir.
Kararsiz formda bulunurlar ve kararli hale gelebilmek igin elektron fazlahgi bulunan
molekillere atak yaparlar yani onlari elektronlarini alarak kendilerini kararl forma
dénistirirler. Ozellikle yapilarinda ¢ift bag bulunan molekdllere saldirarak kararli
hale gelen bu molekilller gesitli formlarda olabilmektedir. Ornegin hiicre icinde
temelde dort farkh grup halinde bulunan oksidatif madde olarak adlandirilan serbet
radikaller; singlet oksijen (*02), suiperoksit anyonu (0?), hidrojen peroksit (H,0,)
ve hidroksil radikali (OH’) olarak gruplandirilabilir[23]. Hicre icerisinde ozellikle
kloroplast, peroksizom ve mitokontriler gibi lokasyonlarda serbest radikaller

olusmaktadir(Sekil 9.)

Peroxidase

S
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102 /
~~* MDA H,O. »~~ MDA
- SoD e 20,
OQLOZ- —> H,0, X \Ascarbate T \ \Ascorbate
Photosynthetic electron transport system H,0 H.0
2
A e,
H,O 4300
RUBP—— ‘\ "ate
0O, Phosphoglycerate
cytosol
o} (o] R, MDA
Iz 2 Glycolate R /§+
o, 020D, H0,  \|
X0 G 7 Adcorbate
¥ sop Respiratory electron transport system
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~ ‘H,0+0,
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Sekil 9.Hiicre icirisinde serbest radikallerin olustugu cesitli lokalizasyonlar[23]
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1.6 Antioksidant Maddeler

Hiicre icinde olusan serbest radikallere yani oksidant maddelere elektron vererek
onlarin kararl hale gecmesini saglayan molekillerdir(Sekil 10.)

Antioksidan Eslesmemis Elektron

. I‘.—’_"K\ M e _“x\ »
a Sy { L 1
[ . r| . Elektron | | . B
® \ g ) Aktarimi i\ - B
! / “, e
\ o S .'l \ e ."
.-_ P l.‘-. ,..
W —

Serbest Redikal

Sekil 10. Antioksidanlar tarafindan serbest radikallerin nétralize edilmesi [20].

Antioksidanlar, enzimatik olmayan antioksidanlar ve enzimatik antioksidanlar olmak
Uzere iki kisimda incelenmektedir. Enzimatik olmayanlar, askorbik asit (AA),
tokoferoller (vitamin E), karotenoidler, glutatyon ve fenolik bilesiklerdir. Enzimatik
antioksidanlar ise siiperoksid dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon
peroksidaz (GPX) ve katalaz (CAT) olarak bilinmektedir. Enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlar hiicredeki lokalizasyonlarina ve rollerine goére farklilk

gostermektedirler[24].

Asagidaki tablo 1.’de enzimatik antioksidan ve enzimatik olmayan antioksidanlarin

hiicredeki yeri ve hiicre icindeki lokalizasyonu siralanmistir [25].
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Tablo I: Bitkilerde enzimatik olmayan ve enzimatik antioksidanlarin lokalizasyonlari

ve rolleri[25]

Enzimatik Olmayan . .
Antioksidarlar Rolii Hiicresel Lokasyonu
Askorbik Asit Direk olarak 0, * °, OH" ve H.0, "yu temizler. Kloroplast, apoplast, vakuol, sitozol
Tokoferoller Lipit peroksidasyonunu larar. Lipit peroksitlerini  Bitkilerin tim kisimlannda bulunur.
0,*" ve OH' i temizler, Klorplast membranlannda tokoferol
yodun olarak bulunur.
Karotencidler Peroksi radikalleri ile 01 *" ve OH"i temizler. Sitazol, vakuol
Glutatyon Redoks dongiisuniin bir substrati olarak, OH' ile  Sitazol, endoplazmik retikulum,
'0,'nin direk temizlenmesinde yararlicr. vakuol, mitokondri
Fenalik Bilegikler Antioksidan ozelliklerini iyi birer hidrojen veya  Sitozol, vakuol
elektron vericisi olmalan, zincir kina dzellikleri
ve pecis metalleri ile selat olusturmalan ile
gosterirler.
Stiperoksit Dismutaz 0,*""i H0,"ye danistirir. Kloroplast, sitozol, mitokondri,
(50D) peroksizom
Askorbat Peroksidaz H,0,'vi H,0'ya cevirir. Kloroplast, ~sitozol, mitokondri,
(APX) peroksizom
Katalaz (CAT) H,0,'yi H,0 'ya cevirir. Peroksizom
Glutatyon Peroksidaz H,0, 'yi ve lipit peroksitlerini etkisizlestirir. Kloroplast, sitozol, mitokondri,
(GPX) endoplazmik retikulum
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Tablo II. Calisma Plani

2.1 Chlorella sp. ESP-6 Mikroalginin izolasyonu ve Tanimlanmasi

2.1.1 Ornekleme Alaninin Tanimi

Bir volkanin Gst kismi biylk bir gaz patlamasi sonucunda havaya ucar ya da bacanin
icine ¢okerse geride kalan bliyik cukura “kaldera” ya da “patlama kazani” denir. Van
golinin batisinda, yakin zamana kadar volkanik faaliyetini stirdiirmis olan (en son
1441 wyilinda puskirmuistir) Nemrut stratovolkaninin  doruk noktasi deniz
seviyesinden 2935 metre yuksekliktedir. Bu volkanin tepesinde bulunan ve buyik bir
patlama ile meydana gelen, ortalama 680 m derinliginde ve yaklasik 40 km?lik bir

yuzoélglimiine sahip olan Nemrut Kalderasi 42° 15' 25" - 42° 24' 48" kuzey enlemleri

14



+38°31'11" - 38° 36' 12" dogu boylamlari arasinda bulunur ve tlkemizin volkanizma
faaliyetleri acisindan en karakteristik ve orjinal yeryizi sekillerinden birisidir (Sekil
9). Bu kaldera, icerisinde yer alan buyukli kigiklu 5 gél, cok sayida lav gikis merkezi,
lav hunisi, sicratma konisi, sicak su kaynaklari, orjinal fauna ve florasi ve kendine has
mikroiklim 6zellikleri ile tam bir tabiat harikasidir. Nemrut dagindaki orman o6rtisd,
kalderanin i¢ duvarlarinda 2900 m’ye kadar ¢ikmaktadir ki bu da yer yer 650 m
derinligi olan kalderanin kendi mikroiklim o&zelliklerinden kaynaklanmaktadir.

Nemrut kalderasi 2003 yilinda “tabiat aniti” olarak ilan edilmistir.

Tirkiye’nin en buylk krater goli olan Nemrut GOlU bu kalderanin bati kesiminde,
tabanda bulunur. Bir hilal seklinde ve yaklasik 15 km? lik bir yiiz 8lcimine sahip
Nemrut Goli'nin ylzeyi, deniz seviyesinden 2247 m, Van Goli’nden ise 600 m
yiksekliktedir. Yazey akimlari, ciliz pinarlar ve Ihgél’iin sulari ile beslenen Nemrut
golh tath su ozelligindedir ve su derinligi ortalama 100m'dir. Nemrut géliinde bir
takim belirgin olmayan sicak buhar ¢ikislari ve gaz bosluklari bulunmaktadir. Az
miktarda gaz cikisi kaldera tabaninda aktiftir. Golde sonradan konulan ve hizla

Ureyen sazan baliklari yasamaktadir.

Nemrut kalderasinin kuzeydogu kismina ise Nemrut jeotermal kaynaklariyla
beslenen ve yaklagik 120 hektarlik bir alani kaplayan Ihgél yerlesmistir. G6l 600 m
uzunlukta ve 500 m genisliktedir. Iligéliin su sicaklig kis aylarinda ortalama 15-20°C,
yaz aylarinda ise 45-50°C dolaylarindadir. 1hgélii besleyen sicak su kaynaklari
bikarbonat ve sodyumlu sulardir, bol miktarda karbondioksit (CO,) de ihtiva
etmektedir. Kaynak sularinin total mineralizasyonlari ise litrede 1 gramin Ulzerinde
ve pH degeri 6,2 dir. Kiyilarinda seyrek bitki ortiisi bulunan Nemrut GoOli’niin
aksine, sicak su kaynaklariyla beslenen Ilgél ¢evresinde bir miktar sazhk goralir. Su
ylzeyi kis aylarinda ¢ogunlukla donan Nemrut goéliine kiyasla Ihgolin sulari hig bir

zaman donmaz.
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Sekil 11. Nemrut Kalderasi ve gollerinin yer bulduru haritasi
2.1.2. Ornekleme
Fitoplanktonik ornekler, 45 mikrometre por capina sahip fitoplankton kepcesi

yardimiyla dikey, yatay ve kivrimlama ¢ekim ydntemleriyle toplanmistir.
Laboratuvara tasinan su 6rnegi seyreltme yontemi ile saflagtiriimistir.

Seyreltme vyontemleri genellikle besi yeri ortaminda iyi blylyebilen
mikroalglerin izolasyonunda basarili bir yontemdir. Fakat aksenik kiltiirlerin eldesi
icin bakteri kontaminasyonundan kurtulmaya yeterli degildir. Bunun igin antibiyotik
uygulamasi gibi yontemler de kullanilmistir. Seri seyreltmede mikroskobik
incelemelerle belirlenecek olan tirler icin seyreltme yapilmistir. Genel hatlari ile

seyreltme yonteminde uygulanan yol su sekilde 6zetlenebilir:

a) icelerinde steril 8 ml besiyeri ¢ozeltisi bulunan 10 deney tiipiinden
ilkine 2 ml zenginlestirilmis numuneden konulup iyice karistirilmistir.

b) Daha sonra bu tilipten aseptik kosullarda 2 ml alinarak bir sonraki
tlpe aktarilmistir. Bu islem 10. Tiipe kadar tekrar edilmistir.

c) Uygun sicaklik ve isikta bu tiipler inkiibasyona birakilmis ve 15 giin
sonra diliisyon tlplerinden mikroskobik ¢alisma yapilmistir.

d) Tuplere diisen tek hiicreler kati ve sivi ortamlara alinarak saf kiltiirler

Uretilmistir.

16



e) izolasyon ydntemleri cogu zaman belirli bir metodu izlemez, gézlem
ve kantitatif analizler sonucu duyulan ihtiyaca gére en uygun metoda karar verilir ve
uygulanir. Bu ylzden net bir metot akis semasi ¢ikarmak oldukga karmasiktir.

izolasyon icin uyguladigimiz deneysel akis semasi basit haliyle Sekil 12’de

resmedilmistir.
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Sekil 12. izolasyon icin uyguladigimiz deneysel akis semasi

Saflastirilarak morfolojik gbzlemle tanimlanan mikroalgin kesin teshisi sekans analizi
ile gergeklestirilmistir. Bu amagla turlerin genomik DNA’lari izole edilmis ve 18S
rRNA’Ini kodlayan gen sekansini ve 5.8S ile 285 rRNA arasindaki bolgeyi kodlayan
sekansi amplifiye edebilecek primerler tasarlanmis (Tablo Ill) ve izole edilen
mikroalgin sekans analiz yapilmistir. BLAST programina sekans sonuclari eklenerek

en muhtemel tirler belirlenmis, %99 olasilikla izole ettigimiz tirin Chlorella sp. ESP-

6 tiru oldugu belirlenmistir.
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Tablo lll. Calismada kullanilmis primerler ve sekanslari

Z:jilmer Oryantasyon Primer sekansi (5°-3°)
Hedef Uygulama
18SrRNA  Forward TGATCCTTCYGCAGGTTCAC Eukaryota PCR
Reverse ACCTGGTTGATCCTGCCAG PCR
18SrRNA  Forward ATTGGAGGGCAAGTCTGGT Eukaryota Sekans
Reverse ACTAAGAACGGCCATGCAC Sekans

2.2 Mikroalglerin Kiiltiire Alinmasi ve Biyiitiilmesi

Saflastirilarak kiltlire alinmis olan Chlorella sp. ESP-6 tirl mikroalgler igin Onerilen

genel bir bliylitme ¢ozeltisi olan BBM ortaminda strdirtlmuastir

BBM BESIN ORTAMI

STOCK STOCK SOLUTION
1. KH:PO, 8.75 g/500 ml
2. CaCl,.2H,0 1.25 g/500 mi
3. MgS0,.7H.0 3.75 g/500 mi
4. NaNO; 12.5 g/500 ml
5. KzHPO, 3.75 g/500 mi
6. NaCl 1.25 g/500 mi
7. NaEDTA. 2H;O 10 g/L
KOH 6.2 g/lL
8. FeS04.7TH:0 4.98 g/L
H2S04 (concentrated) 1 mifiL
9. Trace Metal Solution See below
10. H3BO3 5.75 g/500 mi

Adjust the pH to 6.8. OPTIONS: For 10% BBM, use 100 ml of 100% BBM/Litre
of distilled water. The addition of 5 ml of soil extract is also beneficial to some

a

Igae.

Trace Metal Solution:

Substance glLitre
1. H3BO; 286g
2. MnCl,.4H,0 1819
3. ZnS04.7H0 0.222 g
4. Na;MoQ,.2H,0 0.390g
5. CuS04.5H;0 0.079g
6. CO(NO:;)stzO 0.0494 g

ml/Litre

10 mi
10 ml
10 mi
10 ml
10 mi
10 ml
1ml

1ml

1ml
0.7 ml

Tablo IV. Chlorella sp. ESP-6 tirinin blyutaldigli BBM ortaminin icerigine iliskin

tablo[26]
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BBM ortami uygun kimyasallarla belirli dlgekte hazirlandiktan sonra pH’l 6.8 e
ayarlanip otoklavlanilmistir. Daha sonra bliylitme ortaminin sogumasi beklenilmis ve
100 ml gibi uygun o6lgekteki erlen mayer igerisine 50 ml sivi BBM konulduktan sonra
kati ortamdan sivi ortama hiicrelerin transferi saglaniimistir. 23 °C sicaklik ve 150
umol foton m2 s “luk 1sik altinda calkalayicida (120 rpm) hiicrelerin ¢ogalmasi
beklenildi(Sekil 14.) Hiicrelerimiz c¢ogalirken diizenli araliklarla hiicrelerin bliyime
hizi ve safligi kontrol edilmistir. Hiicrelerin safligi sivi ortamdan lamel lzerine alinan
ornegin 1stk mikroskobu altinda incelenmesi ile tespit edilmistir(Sekil 13.) Hiicre
¢cogalma hizi ise 680 nm lik uv spektrometresinde Olcim yapilarak izlenilmistir.
Hiicrelerimizin safligi kontrol edildikten sonra ve istedigimiz hiicre yogunluguna
(680nm’ de-1) ulastiktan sonra bu kiltir icerisinden daha biylk erlen mayerlere
ekim yapilmistir. Steril lamina ortaminda daha biyidk kiicre kiltirlerine aktarim

saglanildiktan sonra bu hicrelerin de belirli konsantrasyona ulasmasi saglaniimistir.

&3 ~
L

I3}
(7]

©

C)'

Sekil 13 : Istk mikroskobu altinda Chorella sp. ESP-6 (x40/50um)

Cogalmasini bekledigimiz alg kiltirinden saf orneklerimizin mikroskop altindaki
gorlintlst yukaridaki sekilde gortlmektedir. x40’lik 1sitk mikroskobu altindaki bu

kiltirimizden deneyin devami saglanmistir.

19



Sekil 14. Sivi ortama ekim yapildiktan sonra kiltirlerimizin 23 °C sicaklik ve 150
umol foton m 2 s Vluk isik altinda ve calkalayicida (120 rpm) yetistirilmesi

2.2.1 Deney Diizeneginin Hazirlanmasi

Sekil 15. Deney dlizeneginin kurulmasi

Deney duzenegi Ugerli tekrarlar halinde ve 3 farkli zamanda yeniden yapilmistir.
Farkh zamanlarda vyapilan tekrarlar ayni sonuglari vermistir.Deney dizenegi
hazirlanirken Ug¢ tekrarli kontrol grubu ve her biri yine lg¢ tekrarl icerisine 1, 5,
20uM’lik H,0, eklenilen deney gruplari bulunmaktadir(Sekil 15.) Asagidaki sekilde
de gorildigu Gzere hiicre gruplari hazirlanirken isimlendirme yontemi kullaniimistir.
Kontrol grubu icin C harfi kullaniimis ve g tekrarli olarak deney yapildig igin
C1,C2,C3 olarak kontrol grubu hazirlanmistir. 500 ml’lik erlenlerin igerisine 350

ml’lik hicre kiltiri eklenmistir.
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Bezer sekilde 1 uM’hk, 5uM’lik ve 20uM’lik gibi Ug farkh konsantrasyonda hidrojen
peroksit tasiyan hiicrelerin isimlendirilisi ise 1a,1b,1c olarak adlandirilan 1uM lik
H,0, konsantrasyonuna sahip Ucer tekrarli grup, 5a,5b,5c olarak adlandirilan 5uM
ik H,0, konsantrasyonuna sahip Ucer tekrarli grup ve 20a,20b,20c olarak
adlandirilan  20uM ik H,0, konsantrasyonuna sahip Uger tekrarli gruptan

olusmaktadir. Toplamda 12 tane deney tipi bulunmaktadir(Sekil 16.)

Sekil 16. a) Sekilde erlen mayerdeki en bastan saga dogru C1,C2,C3 olan licer
tekrarh kontrol grubu ve sagda 1a,1b,1c olarak adlandirdigimiz 1uM hk H,0,
konsantrasyonuna sahip Uger tekrarli grup bulunmaktadir.

b) Sekilde erlen mayerdeki en bastan saga dogru 5a,5b,5c olan (cer tekrarli 5uM’lik
H,0, konsantrasyonuna sahip hiicre grubu ve sagda 20a,20b,20c olarak
adlandirdigimiz 20uM ik H,0, konsantrasyonuna sahip Uger tekrarli grup
bulunmaktadir.

Herbir deney grubu C1,C2,C3;1a,1b,1c;5a,5b,5¢;20a,20b,20c olan hiicrelerden 1sik

mikroskonu altinda inceleme yapmak icin preperat hazirlandi ve fotograflari ¢ekildi.

2.3 Nétral Lipidlerin Tayini igin Mikroalglerin Nil-Kirmizisi ile Boyanmasi

Nile Red boyoma hiicrelerdekilerin tayini icin kullaniimaktadir. Hiicrelere uygulanan
nile red membranlardaki veya hiicre igindekilere baglanarak onlarin kantitatif ve
kalitatif varhgini gosterirler. Biz de bu amagla Thermo Fisher adli firmadan temin

ettigimiz Nil Red boyasini kullandik.

Hiicrelerimiz protokale uygun olarak nile red boyama ile boyandiktan sonra

floresans mikroskop altinda incelendi ve resimleri gekildi.

Hiicreler boyanmadan 6nce Thermo Fisher’ den temin edilen nile red boyasindan

stok solusyon (0.25 mg/mL) hazirlandi. 40 ml asetonun igerisine 0.01 g nil red boyasi
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eklendi. Isik gecirmeyem bir stogun igerisine alinarak bu karisimin birbiri icerisinde
¢Ozlilmesi saglandi.( Volume 2015, Article ID 695061) Daha sonra belirli saattlerde
alinan hicrelerin 0,2 deki absorbanslari hesaplanip besi ortami ile 1 ml’ye
tamamlanildi. Karanlik ortamda gerceklestiriien deneyde 1 ml'ye tamamlanan
hicrelerin tGzerine hazirlanilan stok solusyondan 5 ul eklendikten sonra rotatorda 15
dk inkibe olmasi saglanildi. Daha sonra 1000 rpm’de 2 dk santrifiijleme islemi
yapildi. Boylece boyanin hiicre igerisine girmesi saglanildi. Santriflij olan hicrelerin
Uzerindeki slpernatanttan 800ul alinip uzaklastirildi. Dipteki 6rnege hiicrelerin
bliyadigla buyldtme c¢ozeltisinden 800ul tekrar eklenildi. Boylece hicrelerimizin

yikanmasini saglayarak mikroskop altinda net bir goriinti vermesini saglanildi [27].

Hicreleri mikroskop altinda incelemek igin hiicre preperati hazirlanildi. Lam {izerine
20 pl litre kadar nile red ile boyanmis hiicrelerden koyulup lamelle yayilarak
kapatildi. Daha sonra floresan mikroskop altinda incelenerek hiicrelerin fotograflari

cekildi.

2.4 Hidrojen Peroksit Tayini igin Mikroalglerin Hazirlanmasi

Deney igin (- 80 °C)’de saklanilan érnekler oda sartlarina alindi ve tzerlerine 2 ml saf
su eklenildi. Birkac¢ dakika alt st edildikten sonra 3000 rpm de 3 dk satrifiij yapildi.
Satrifijden sonra Ustte kalan sivi kissm uzaklastinldi. Bu asamayla hiicrelerin
yikanmasi saglandi. 0.1 % (w/v) oraninda TCA ¢ozeltisi hazirlandi. 100 ml saf suyun
icerisine 0.1 gr TCA ekleyerek hazirlanilan ¢ozeltiden 2 ml alinip batlin 6rneklerin
Uzerine eklenildi. Rototarda 5 dk dondiikten sonra herbir 6rnek 12000 g de 15 dk
santriflij yapildi. Santriflj yapildiktan sonra orneklerimizin Uzerindeki stipernatant
kismindan mikropipetle 0.5 ml alip 2 ml lik kivetlerin icine aktarildi. Kivetlere
aktarilan slipernatantin Uzerine pH1 7.0 olan 10 mM’lik potasyum fosfat
¢ozeltisinden 0.5 ml ve 1 M’lik KI ¢6zeltisinden 1 ml eklenildi. Sipernantin koyuldugu
ve Uzerine ¢ozeltilerin eklenildigi kivetin 390 nm de absorbansi 6lcildi. Kor olarak
kullanilan kuvetlerin igerisine 0.5 ml TCA, 0.5 ml potasyum fosfat ¢ozeltisi ve 1 ml KI

¢Ozeltisi eklenildi[28].
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2.5 Klorofil ve Karotenoid igeriklerinin Analizi i¢in Mikroalglerin Hazirlanmasi

Derin dondurucuda (-80 °C) muhafaza edilen 6rnekler kullanildi. 15 ml’lik falkon
tiplerdeki 6rneklerin her birinin Gzerine 500 mikrolitre su eklendi ve kapagi
kapatilarak 3 dakika alt st edildi.

Boylece hiicrelerin yikanmasi saglandi. Daha sonra eklenen suyun disari atilmasi icin
3000 rpm de ve 3 dk santrifQj yapildi.Hicreler tekrar dibe ¢oktli ve Ustte kalan su
mikropipet yardiyla uzaklastirildi.

Elimizde bulunan orneklerin her birine 90 % lik 500 mikrolitre aseton eklendi.
Aseton eklendikten sonra hiicreler 15 ml lik folkon tiplerden alinip 2 ml lik santrifij
tiplerine aktarildi. Ornekler bu sekilde 15 dakika rotatorda alt-usiit edildi.

Rototarda iyice karstirilan o6rnekler 5 dakika 15000 rpm de satrifij edildi.
Santriflijden sonra herbir 6rnegin slipernatant kismindan 240 mikrolitre alinip 96’hk
well platelere aktarildi.

Cihaza vyerlestirilen 96’lik well platetlerin 750, 664, 647, 470 ve 630 nm de
absorbanlari 6lglldi. Elde edilen sonuglar asagida verilen denkleme uygun bir

sekilde hesaplanildi [29].

Klorofila = (11.85* (E664 — E750)- 1.54* (E647 — E750) — 0.08 (E630—E750))*seyreltme
Klorofilb = (~5.43* (E664 — E750) + 21.03* (E647 — E750) — 2.66 (E630-E750))* seyreltme

Klorofilc = (-1.67* (E664 — E750) — 7.60* (E647 — E750) + 24.52 (E630—E750))* seyreltme
Toplam Karetenoid = (1000 E470 — (1.86xChla) — (74.08xChlb))/206

2.6 FT-IR Analizi igin Mikroalglerin Hazirlanmasi

Deney icin (-80 °C)’de muhafaza edilen 6rnekler alinip 3 saat boyunca liyafilizatorde

kurutuldu. Ardindan 2 saat boyunca 40 °C sicaklik altinda etlivde bekletildi.
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Kuruyan orneklerin her birinden belli miktarda numuneler alinip FTIR( Fourier
Transform Spektroskopisi) cihazinda 6lcimleri yapildi. TAG miktarinin tayini icin

(1652 cm™) amid /(1744cm™ )triacilgliserol FT-IR orani kullanildi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1 Chlorella sp. ESP-6 Mikroalginin Tanimlanmasina iliskin Bulgular ve
Sonuglar

Nemrut golinden saflastirilarak kiltiire alinan Chlorella sp. ESP-6 tiirii DNA
ekstraksiyonu, PCR ve sekans analizi sonucunda elde edilen dizi (Tablo V.)

BLAST analizi ile degerlendirilmistir.

Tablo V. Chlorella sp ESP-6 tiiriine ait sekans analiz sonucu.

TCCCTAGAGTAACTTTTATCCGTTGAGCGACGGCCCTTCCACGCGGAACCGTCGGAT
CACTAAGGCCGGCTTTCGCCCCTGCTCGACTTGTAGGTCTTGCAGTCAAGCTCCCTT
CTGCCTTTACACTCTACGGCTGATTTCCGTCCAGCCTGAGGGAACCTTTGCACACCT
CCGTTACCTTTTAGGAGGTGACCGCCCCAGTCAAACTGCCCACCTGAAACTGTCAAG
CGTCCTGCTTCAAGGAACGCCATTAGAATTCTAGCTCCTCCAGAGTGGTCTCTCACT
GATGGCTCCAGTTTYCCCGAAAAAAAACTTTCAACGCCTCCCACCTAGGCTGCGCAA

GAAGAGCCCGAACCCAATTCCAAGCTACAGTCAAGCTTCATAGGGTCTTTCTGTC

BLAST analizi sonucu izole edilen turin ¢ok yiksek benzerlik orani ile Chlorella sp.
ESP-6 tiirl oldugu anlasiimistir(Tablo VI.)
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Tablo VI. Chlorella sp. ESP-6 nolu 6rnegin DNA dizi analizi sonrasinda elde edilen
sekansinin NCBI Gen bankasi sonuglarina gore % benzerlikleri

Ornek kodu EMBL / Gen Bank No Mikroalg Tiirleri % Homoloji
Chlorella sp. ESP-6 HM070293.1 Chlorella sp. ESP-6 %99
Chlorella sp. ESP-6 HQ914635.1 Chlorella variabilis %99
Chlorella sp. ESP-6 AB001684.1 Chlorella vulgaris C-27 %99
Chlorella sp. ESP-6 GU939612.1 Chlorella vulgaris ESP-31 %99
Chlorella sp. ESP-6 HE978273.1 Chlorella sp. FSP-E %98

3.2 Chlorella sp. ESP-6 ‘iin Biiyiime Analizine iliskin Bulgular ve Sonuglar

Asagidaki sekilde alg kiiltlirimizin 0., 8., 24., 48., 72. ve 144, saatteki bliyime hizi

gosterilmistir.

Sekil 17’ de kontrol grubundaki hiicreler izlenen giin boyunca bliyiimelerini devam
ettirmis fakat 1, 5, 20uM H,0, stresi uyguladigimiz hiicrelerde daha ilk glinden
biyimenin baskilandigi goridlmdistir. Bu azalma tiim deney gruplarinda 6. giine
kadar devam etmistir. 6. glinden sonra 1, 5 uM H,0; stresi uygyladigimiz hiicreler
biiyimede meydana gelen baskilanmayi yenmis ve hiicre c¢ogalmasini devam

ettirmislerdir.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297595424?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=CNF4P98K015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_297595424
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/295393802?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CNF4P98K015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_295393802
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/401662323?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=CNF4P98K015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_401662323
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Sekil 17. Artan yogunluklarda H,0, uygulanan mikroalglerin blyimelerinde
meydana gelen degisim

Mikroalglerin biylmesi ortama 1, 5 veya 20uM H,0, ilave edildiginde ilk gin
sirasiyla yaklasik %21, %25 ve %31 oraninda baskilanmistir(Sekil 17.) Bliyimedeki
baskilanma zamana bagh olarak artmis ve 5. ginin sonunda blylimedeki
baskilanma sirasiyla %59, %60 ve % 62 olarak belirlenmis, bu slireden sonra 1 ve
5uM H,0, ilave edilmis olan grupta yeniden bliylime gerceklesmeye baslamis ve
blylimedeki baskilanma azalmis ve hatta blylime hizlanmigtir. Blylimedeki
baskilanma 1 ve 5uM H,0, uygulanan gruplarda 12 giinliik inkilbasyonun sonunda
%32 ve %36 duzeylerinde iken 20uM H,0; uygulanmis olan grupta buylimedeki

baskilanma artmis ve %68 ile en yiiksek degere ulasmistir.

Sekil 18."de sunulan erlen gorintilerinden ve Sekil 19./da Isik mikroskobundan
alinan verilerden de gorildtgli gibi 1 ve 5uM gibi disik konsantrasyonlarda
kullanildiginda buyitme ortaminda belli bir siire sonra (bu ¢alismada 4-6 glin arasi)
hiicreler yeniden cogalmaya baslayabiliyor. Mikroskop goriintileri de  distk
konsantrasyonda H,0, uygulanan gruplarda ortalama 5 glinin sonunda vyeni
hiicrelerin meydana geldigini dogruluyor (Sekil 19.) Dolayisiyla bu yolla uygulanan
stres uygulamasi ile strese dayanikli yeni bireyler elde edilebilir. Bu sonug¢ bu

calismanin ana hedefi olmasa da yeni bir bulgu olarak kaydedilmistir.
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Sekil 18. Farkli konsantrasyonlarda H,0, stresine maruz birakilan hiicrelerin
disardan alinan goriintilerinde meydana gelen degisim
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Sekil 19. Farkh konsantrasyonlarda H,0, stresine maruz birakilan hiicrelein isik
mikroskobu altindaki géruntilerinde meydana gelen degisim (x40/10um)
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3.3 Mikroalglerin igerdikleri Hidrojen Peroksit Miktarlarinin Tayinine iliskin

Bulgular ve Sonuclar
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Deney gruplari

Sekil 20. Mikroalglerin H,0, iceriklerinde zamana bagli olarak meydana gelen
degisim

Sekil 20’de gorildigiu gibi mikraolglerin hiicresel H,0, konsantrasyonlari ortama
uygulanan H,0, konsantrasyonlari ile oranti gostermistir. Ortam H,0,;
konsantrasyonu arttiginda mikroalglerdeki H,0, konsantrasyonu da yuksek degerde
bulunmustur. Uygulamanin ilk giiniinde 1, 5 ve 20 uM H,0, uygulanan tiirlerde
kontrole kiyasla sirasiyla %22, %18 ve %36 dlzeylerinde daha yuksek olarak
belirlenen hiicresel H,0, konsantrsayonlari 5 ginlik inkiibasyon periyodunun
sonunda sirasiyla %113, %119 ve %205 oraninda daha ylksek degerler olarak
belirlenmistir.  Kontrol grubundaki hiicrelerde 2,24,48,72,144. saatlerde
hicrelerdeki H202 miktari ayni seviyelerde iken 1uM, 5uM, 20uM’lik H,0, stresi
uyladigimiz deney hiicrelerinde  zamana bagh olarak hicre icindeki H,0,
seviyesinde artis gériilmistiir. Benzer sekilde El Baky ve ark., 2007’ de ve Biiyiik i ve
ark.’nin 2012 de yaptigi calismalar sonucunda alglere uygulanan H,0, stresi faktori

sonucunda hiicrelerdeki H,O, konsantrasyonlarinin arttigi gdézlenmistir.
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3.4 Mikroalglerin Klorofil ve Karotenoid iceriklerinde Meydana Gelen

Degisimlere iliskin Bulgular ve Sonuglar
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Sekil 21. H,0, stresine maruz birakilan hiicrelerde meydana gelen klorofil-a
miktarindaki degisim

Sekil 21’de gorildagi gibi 1uM, 5uM, 20uM’lik H,0, stresi uyladigimiz deney
grubu hiicrelerinde zamana bagh olarak klorofil-a miktarinda farkli cevaplar
olusmustur. 1uM, 5uM, 20uM’lik H,0, stresi uyladigimiz mikroalglerin Klorofil-a
icerikleri ilk 24 saatte artmis, daha sonra 6nemli oranda azalmistir. H,0,
uygulamasindan sonraki ilk iki saat igcerisinde 1, 5 ve 20 uM H,0, uygulanan
gruplarda kontrol grubuna kiyasla sirasiyla %40, %33 ve %53 oraninda artis
belirlenmis bu artislar 24 saatin sonunda sirasiyla yaklasik olarak %28, %97 ve %177
oranlarinda artislar olarak belirlense de takip eden giinlerde klorofil pargalanmasi
sonucu klorofil-a miktarinda 6nemli oranda azalma gozlemlenmistir. 72 saatlik
inkiibasonun sonunda klorofil a miktari 1, 5 ve 20uM H,0, uygulanan gruplarda,
kontrol grubuna kiyasla sirasiyla %53, %65 ve %78 oraninda daha disik olarak

kaydedilmistir.
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Sekil 22. H,0, stresine maruz birakilan hiicrelerde meydana gelen klorofil-b
miktarindaki degisim

1uM, 5uM, 20uM’lik H,0, stresi uyladigimiz mikroalglerin Klorofil-b icerikleri ilk 24
saatte artmis, daha sonra 6nemli oranda azalmistir(Sekil 22.) H,0, uygulamasindan
sonraki ilk iki saat icerisinde 1, 5 ve 20 uM H,0, uygulanan gruplarda kontrol
grubuna kiyasla sirasiyla %95, %200 ve %293 oraninda artis belirlenmis bu artislar
24 saatin sonunda sirasiyla yaklasik olarak %19, %254 ve %524 oranlarinda artiglar
olarak belirlense de takip eden glinlerde klorofil parcalanmasi sonucu Klorofil-b
miktarinda 6nemli oranda azalma gozlemlenmistir. 72 saatlik inkiibasonun sonunda
Klorofil b miktari 1, ve 20uM H,0, uygulanan gruplarda, kontrol grubuna kiyasla

sirasiyla %8, ve %7 oraninda daha dislik olarak kaydedilmistir.
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Sekil 23. Mikroalglerin toplam klorofil iceriklerinde meydana gelen degisim

1uM, 5uM, 20uM’lik H,0; stresi uyladigimiz mikroalglerin toplam Klorofil igerikleri
ilk 24 saatte artmis, daha sonra o6nemli oranda azalmistir(Sekil 23.) H,0,
uygulamasindan sonraki ilk iki saat icerisinde 1, 5 ve 20 uM H,0, uygulanan
gruplarda kontrol grubuna kiyasla sirasiyla %49, %52 ve %81 oraninda artis
belirlenmis bu artislar 24 saatin sonunda sirasiyla yaklasik olarak %26, %123 ve
%233 oranlarinda artislar olarak belirlense de takip eden ginlerde klorofil
parcalanmasi sonucu toplam klorofil miktarinda onemli oranda azalma
gozlemlenmistir. 72 saatlik inklibasonun sonunda toplam klorofil miktari 1, 5 ve
20uM H,0, uygulanan gruplarda, kontrol grubuna kiyasla sirasiyla %41, %45 ve %58

oraninda daha duslik olarak kaydedilmistir.

Deney Grubuna H,0, eklendikten sonra isik mikroskobu ile fotograflarin cekilmesi
sonucu elde ettigimiz veriler mikroalglerdeki toplam klorofil miktarinin zamana
gore degisim miktari ve siresiyle parellik gostermektedir. Asagida bununla ilgili
veriler sunulmustur. Yapilan bu ¢alismalar Kalpesh K. Sharma ve ark.’nin 2012’ de

ve El Baky ve ark., 2007’ deki ¢alisma sonuglariyla értismektedir.
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Ayni zamanda yapilan birbaska calismada cevresel stres faktorleri hiicre icerisinde
ROS molekiillerinin olusmasini tetiklemekte ve bu molekillerde kloroplastlardaki
klorofil molekdillerinin yikip, hiicre sitoplasmasinda lipid damlaciklarinin birikmesine

yol actigi mekanizmalar yardimiyla gosterilmistir[30].

3.4.1 2. Saatten Alinan Ornekler

Sekil 24. Deney grubunun 2. saatteki disardan gekilen goriintisi

Sekil 25. Deney grubunun 2. saatteki mikroskop gorintisi (x40)
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3.4.2 8. Saatten Alinan Ornekler

Sekil 26. Deney grubunun 8. saatteki disardan g¢ekilen gorintisi

Yukaridaki sekilde kurulan deney diizeneginin sekizinci saatte disaridan gekilen

resimleri gortlmeltedir.

Sekil 27. Deney grubunun 8. saatteki mikroskop goriintlsu (x40)
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3.4.3 24. Saatten Alinan Ornekler

Sekil 28. Deney grubunun 24. saatteki disardan gekilen goriintlsu

Sekil 29. Deney grubunun 24. saatteki mikroskop goriintisi (x40)
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3.4.4 48. Saatten Alinan Ornekler

Sekil 30. Deney grubunun 48. saatteki disardan ¢ekilen gorintisi

Sekil 31. Deney grubunun 48. saatteki mikroskop goriintisi (x40)
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3.4.5 72. Saatten Alinan Ornekler

Sekil 32. Deney grubunun 72. saatteki disardan ¢ekilen goriintisi

Sekil 33. Deney grubunun 72. saatteki mikroskop goriintiist (x40)

3.4.6 144. Saatten Alinan Ornekler

Sekil 34. Deney grubunun 144. saatteki disardan gekilen gorintisu
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10pm
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Sekil 35. Deney grubunun 144. saatteki mikroskop goriintisi (x40 )

Sekil 24., Sekil 25., ...... , Sekil 35.'te de gorildiugi gibi 2, 8, 24, 48, 72 ve 144 saat
inklibasyon sliresince mikroalglerdeki klorofil miktarindaki degisim morfolojisine
yansimistir. Artan miktarlarda uygulan H,0, miktarina bagl olarak bu kosullarda
inklibasyon siresi 24, 48, 72. Ve 144. saate ulastiginda mikroalgler beyazimsi
renge donmektedir. Bu da digger verilerin 1siginda bize gostermektedir ki
mikroalgler 24. saatten sonra klorofil mokekdillerini yikip baska molekillere
donugstirmektedir. Yapilan bu g¢alismalar Kalpesh K. Sharma ve ark.’nin 2012’ de

ve El Baky ve ark., 2007’ deki calismayla uyusmaktadir.

Algler Uzerinde yapilan bircok calisma gostermistir ki stress faktorlerine maruz
kalan hiicreler ozellikle kloroplasttaki bazi molekilleri yikip lipid (Gretim
yolaklarini aktive etmektedir. Krzysztof Zienkiewicz ve ark. 2016’ da yaptiklari bir
calismada stress faktorlerinin lipid Uretimini uyardiklart  gorilmustir.
Kloroplasttaki donisim mekanizmalari TAG molekillerinin  sitoplazmada
birikmesine neden olmustur[31]. Yaptigimiz c¢alisma goriintilerinin de
destekledigi gibi stres faktorlerine maruz kalan alglerde ki klorofil molekiilleri

yikildigindan dolayl beyaz rengine donismektedir. Bu donlisim olaylarinda
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floresan gorintulerinde destekledigi gibi TAG molekillerinin Gretimesinin roli

goze carpmaktadir.
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Sekil 36. H,0, stresine maruz birakilan hiicrelerde meydana gelen karetenoid

miktarindaki degisim

Alglerde fotosentez olayi kloroplastlarda gergeklesir ve hiicre igi enerji dénglsinin
devamliligi icin hayati bir 6neme sahiptir. Mikroalglerde istenilen dlciide fotosentez
olayinin gergeklesmesi igin goérevli olan klorofil a miktari ve karetenoid miktarinin

hiicre icerisinde belirli ve dengeli seviyede olmasi gerekmektedir.

Sekil 34. de goruldugu gibi mikroalglerdeki zamana ve H,0; konsantrasyonuna bagli
olarak toplam klorofil miktarindaki degisime benzer sonuclar alglerdeki karetenoid

miktarindaki degisime parelellik géstermistir.
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Bizim sonuglarimiz goéstermektedir ki H,0, stres faktdrine maruz birakilan
hiicrelerde toplan klorofil ve karetenoid miktari 8. ve 24. Saatte kadar énemli bir
artis gosterirken 24. saatten sonra toplam klorofil ve karetenoid miktarinda belirli
oranda azalma meydana gelmistir. 1uM, 5uM, 20uM’lik H,0, stresi uyladigimiz
mikroalglerin karetenoid igerikleri ilk 24 saatte artmis, daha sonra énemli oranda
azalmistir.(Sekil 36.) H,O, uygulamasindan sonraki ilk iki saat icerisinde 1, 5 ve 20
uM H,0, uygulanan gruplarda kontrol grubuna kiyasla sirasiyla %6, %46 ve %70
oraninda artis belirlenmis bu artislar 24 saatin sonunda sirasiyla yaklasik olarak %33,
%69 ve %202 oranlarinda artislar olarak belirlense de takip eden glinlerde 6nemli
oranda azalma gozlemlenmistir. 72 saatlik inkiibasonun sonunda karetenoid miktari
1, 5 ve 20uM H,0, uygulanan gruplarda, kontrol grubuna kiyasla sirasiyla %57, %68

ve %79 oraninda daha disik olarak kaydedilmistir.

Salguero A. ve arkadaslarinin 2003’ te yaptiklari Dunaliella bardawil tirl Gzerindeki
bir calismada oksidatif stres altina giren hicrelerin antioksidant cevap olarak

karetenoid molekiillerini Grettidigini gozlemlemislerdir[32].

Yaptigimiz calisma da bunu dogrular niteliktedir. Stres altina giren mikroalgler ilk 24
saatte karetenoid miktarinda 6zellikle 20uM konsantrasyona sahip deney grubunda

blyuk bir artis gbstermistir.

Bir diger taraftan El Baky ve ark.’nin 2007 de Spirulina plantensis Uzerine
calismalarda da benzer sonuclar gorilmustir. El Baky ve ark.’nin yaptigi calisma da
de Spirulina plantensis lizerine 2, 4, 6 ve 8 uM H,0, uygulamasi sonucunda
hiicrelerdeki karetenoid miktarinin H,0, konsantrasyonuyla dogru orantili olarak

arttigl goérulmustur.
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3.5 FT-IR Analizine iliskin Bulgular ve Sonuglar
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sekil 37. 1744cm™/1652cm™ oranina gére “TAG” miktarinin FTIR ile

hesaplanmasina iliskin sonuclar

Yapilan bir¢ok galismada istenmeyen cgevre sartlari ve gevre kosullari bir¢cok algde
Uretim yolaklarinin yeniden modifikasyonunu saglayarak nétral Uretiminin hicresel
kuru agirliga oranla arttigini géstermistir[4][9]. Buna benzer bir sekilde yaptigimiz
calisma sonucunda mikroalglerdeki TAG miktarinin artisi mikroalglerdeki toplam

kuru agirhgin artsiyla iligkilidir.

Sekil 37.” ye bakildiginda farkli konsantrasyonlarda ve farkli saatlerde H,0, stresine
maruz birakilan hiicrelerde meydana gelen TAG miktarindaki degisim gosterilmistir.
24. saatte kontrol grubuna gore mikroalglerdeki TAG miktari ve 5uM’lik H,0,
konsantrasyona sahip deney grubunda yaklasik 2 kat artis gdstermistir. 72. Saatin
sonuna ulastigimizda %70 oraninda dislis goralmistir. Benzer bir sekilde digger
deney gruplarinda da 24. Saate kadar énemli bir artis olurken, ilerleyen saatelerde

TAG miktarinda dists goralmistir. Burada da goruldGgiu gibi en un uygun
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inklibasyon siiresi 24. saatlerin sonu iken; en uygun H,0, konsantrasyon degeri

ise 5SuM’dir.

Kaan Yilancioglu ve arkadaslarinin 2014’ te PLoS One’da yayinladiklari bir makalede
oksidatif stresin hiicrelerde lipid Uretim mekanizmalarini aktive ettigini
gozlemlemislerdir. Hiicrelerde olusan stres faktorlerinin lipit peroksidasyonuna
sebep oldugu ve bunun sonucunda lipid birikiminin meydana geldigi
gortlmustir[33]. Cakmak ve ark./nin 2012’de vyayinladiklari bir makaledeki
calismada da silfiir ve nitrojen acligina birakilan Chlamydomonas reinhardtii’ nin
Ozellikle sulfir aghgina birakilan grupta olusan oksidatif stres elementlerinin TAG

Uretimini 6nemli bir sekilde arttirdigi gérilmdistir[34].

Benzer sekilde El Baky ve arkadaslarinin 2007’ de yaptigi calismada da Spirulina
plantensis hicrelerine H,0, stres faktori direkt olarak uygulanip bunun sonucunda
lipid yolaklarinin aktive olmasi ve hicrelerde lipid Uretiminin meydana geldigi

gorilmustur[20].
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sekil 38. 1150cm™/1652cm™ oranina gére “polisakkarit” miktarinin FTIR ile

hesaplanmasina iliskin sonuclar
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Sekil 38. e bakildiginda farkli konsantrasyonlarda ve farkli saatlerde H,0, stresine
maruz birakilan hicrelerde meydana gelen polisakkarit miktarindaki degisim
gosterilmistir. 2. saatte kontrol grubuna gore mikroalglerdeki polisakkarit miktari 5
ve 20uM’lik H,0, konsatrasyonuna sahip deney gruplarinda 24. saatte yaklasik
olarak iki kat artig gosteririken, ilerleyen saatlerde bu degerde % 40 oraninda azalma
gorilmaustir. 1uM’hk H,0, konsantrasyonuna sahip deney grubunda ise 2. saatten

itibaren hiicresel polisakkarit miktarinda azalma gortlmustar.

Burada da gorildigi gibi en un uygun inklibasyon siiresi 24. saatlerin sonu iken; en

uygun H,0, konsantrasyon degeri ise 5uM’dir.

Deney grubunda TAG miktari artisina parelel olarak mikroalglerdeki polisakkarit
miktarlari da 24. saatte ve 5 uM’lik H,0, konsantrasyonda en yiksek degerine

ulasmigtir.
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sekil 39. 1045cm™/1652cm™ oranina gére “oligosakkarit” miktarinin FT-IR ile

hesaplanmasina iliskin sonuclar
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Sekil 39. a bakildiginda farkh konsantrasyonlarda ve farkl saatlerde H,0, stresine
maruz birakilan hiicrelerde meydana gelen oligosakkarit miktarindaki degisim
gosterilmistir. Bu degerler TAG miktarindaki artis ve polisakkarit miktarindaki en
fazla artistaki inkibasyon siiresine parelellik gostermistir. 2. Saate kiyasla
mikroalglerdeki oligosakkarit miktari 24. saatte 5 ve 20 uM’lik H,0,
konsatrasyonunda yaklasik olarak iki kat artis gosterirken bu deger 24. saatten sonra
azalmistir. Bu azalma miktari 20 uM’lik igin %30 civarlarinda iken, 5 uM’lik igin %50
civarina ulasmistir. En un uygun inkiibasyon siresi 24. saatlerin sonu iken; en uygun
H,0, konsantrasyon degeri ise 5uM olarak degerlendirilmistir. Stamatia Bellou ve
arkadaslarinin 2014’ te yayinladiklari bir makalede hiicre igerisinde TAG Uretim
yolaklarinda kloroplast, mitokontri ve endoplasmik retikulum organellerinin
ishirliginde; kloroplast igerisinde bazi molekdller araciligiyla seker tlrevi molekiller
olusmaktadir. Olusan bu molekiller mitokontride sitrat molekillerini donistirerek
PUFAs molekilleri olusmakta ve bu molekillerde endoplazmik retikulumda

islenerek TAG molekdillerinin olusmasini saglamaktadir[12].

Buradan da anlasildigi gibi hiicre igerisindeki TAG, polisakkarit ve oligosakkarit
molekdlleri birbirleriyle iliskilidir. TAG molekillerinin tespiti icin bu molekillerin

hivre igerisindeki miktarlari bize bu konu igin bilgi saglamaktadir(Sekil 3.)

3.6 Hidrojen Peroksit Stresine Cevapta Mikroalglerin Urettikleri Sitoplazmik
Lipid Cisimciklerinin Floresans Gériintiilenmesi ile Elde Edilen Bulgular ve

Sonuglar

Asagida belirli saatlerde alinan drneklerin Nile-Red boyama sonucu cekilen

fotograflari gosterilmektedir.
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3.6.1 2. Saatten Alinan Ornekler

Sekil 40. 2. saatten alinan orneklerin floresan goriintisu

3.6.2 8. Saatten Alinan Ornekler

5uM 20uM

Sekil 41. 8. saatten alinan 6érneklerin floresan goruntisi
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3.6.3 24. Saatten Alinan Ornekler

24
toum

20uM

Sekil 42. 24. saatten alinan 6rneklerin floresan gorintiisi

3.6.4 48. Saatten Alinan Ornekler

(o}
10um

Sekil 43. 48. saatten alinan 6rneklerin floresan goriintisi
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3.6.5 72. Saatten Alinan Ornekler

Sekil 44. 72. saatten alinan o6rneklerin floresan goriintisi

Sekil 45. Farkli konsantrasyonlarda ve farkli saatlerde H,0, stresine maruz
birakilan hiicrelerin floresan mikroskobu altindaki gériintilerinde meydana gelen
degisim (x40/10um)
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Sekil 40., Sekil 41., , Sekil 45.’teki floresans gorintilerin de destekledigi gibi 1uM,
5uM, 20uM’lik H,0, stresi uyladigimiz hiicrelerde lipid damlaciklari olusmaya
baslamistir. FT-IR analizi sonucu elde edilen TAG igerigindeki degisim ile floresans
goriuntiileme ile elde edilen fotograflar értiismektedir. Ozellikle 24. saatte SuM’lik
H,0, stresi uyguladigimiz hicrelerde lipid kesecikleri ¢ok net bir sekilde
gorilmustir. 20uM’lik H,0, strese maruz kalan hiicrelerde ise hiicre formasyonu
bozulmaya baslamistir. Clinkl hiicre icin asiri toksik olan bu miktar hiicre tarafindan
telafi edilememis ve hiicreler 6lmeye baglamistir. Bu sonuglar Hanaa H. ve ark.’nin
2007 ve Kalpesh K. Sharma ve ark.’nin 2012 tarihinde yayinlanan makalelerindeki

calismayla uygunluk gostermistir.
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4. SONUC

Mikroalglerden biyodizel hammaddesi ve katma degeri yuksek Uriin eldesi igin
uygulanan stresin siddeti dnemlidir. Bu tez calismasinda, 1uM, 5uM ve 20uM’lik
konsantrasyonda H,0, uyguladigimiz hicreler normal kosullar altinda buyime
gosteren kontrol hiicrelerine gore farkli metabolik olaylar sergilemistir. H,0,
stresine maruz kalan hicrelerin, hiicre bliyime mekanizmasinda, hicre igindeki
biyokimyasal molekiillerinde ve hilicre modifikasyonunda degisimler meydana
gelmistir. Bu degisimleri burada toparlanacak olursa; oncelikle 1uM, 5uM, 20uM’hk
artan konsantrasyonlarda H,0, stresi wuygulanan hicrelerde biyiimenin
baskilandigini gorildi. Hidrojen peroksit uygulamasi ilk giinden itibaren bliyimede
onemli diizeyde baskilanmaya sebep olmustur. Ozellikle uygulamanin ilk 5 giiniinde
bliyimedeki baskilanma artmis, takip eden giinlerde 1 uM ve 5 uM H,0, uygulanan
gruplarda blylime yeniden gelismis ve baskilanma kalkmigtir. ClUnki disik
konsantrasyon H,0, degerinde hiicreler hayatta kalabilecek kapasite gosterirken
yliksek konsantrasyondaki H,0, yogunlugu hicrelerin membran vyapilarinda
bozulma meydana geldigi icin 20uM olarak uygulanan grupta yeniden blyime
gerceklesmemistir. Mikroalglerin icerdikleri H,0, konsantrasyonlari zamana ve
uygulanan H,0; yogunluguna parallel bir artis sergilemistir. Klorofil a, b ve toplam
klorofil miktari H,O, uygulanan gruplarda konsantrasyon ile dogru orantili olarak ilk
24 saatte artmis, daha sonra da azalmistir. 72 saat sonra klorofil a ve toplam klorofil
icerigindeki azalma istatistiksel olarak cok onemli diizeyde tespit edilmistir.
Mikroalglerin igerdikleri toplam karotenoid miktarlari toplam klorofil igeriklerindeki
degisim ile paralellik gostermistir. FT-IR analizi ile belirlenen TAG iceriklerindeki
degisim 24 saatin sonunda 6zellikle 5uM H,0, uygulamasinda yaklasik %220 artis ile
en yiksek dizeyde artis olarak kaydedilmistir. Benzer sekilde kontrol grubuna
kiyasla 5uM H,0, uygulamasina cevapta ilk 24 saatte mikroalglerin igerdikleri
toplam oligosakkarit ve polisakkarit miktarlari da en ylksek diizeye ulagsmistir. Bu
sonuclar hiicre icerisindeki seker ve yag (retim vyolaklarinin birbiriyle iliskili

oldugunu desteklemistir[12]. Clnki ilk 24 saatte hem seker ve yag miktari hiicre
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icerisinde ¢ogalirken 24 saatten sonra her ikisininde hiicre igindeki degeri azalmistir.
Farkli yogunluklarda H,O, uygulanan mikroalglerin nil kirmizisi ile boyanarak cekilen
floresans gorintilerinden de 5uM H,0, uygulamasinin ilk 24 saat icerisinde noétral

lipid Gretimini 6nemli oranda tetikledigi belirlenmistir.

Bu c¢alisma bize hiicrede biriken lipid miktarinin hangi saatte ve hangi H,0,
konsantrasyonunda en etkin oldugunu gostermistir. Hidrojen peroksitin uygulanma
konsantrasyonu ve uygulanma siiresine bagl olarak mikroalglerde meydana gelen
bu degisimleri anlamak gelecekte alglerde enerji Uretimi icin 6nemli adimlara
oncilik edebilir. Yani ginimiuzde kisitl, maliyeti ylksek ve surdurilebilir olmayan
enerji kaynaklarinin yerini alglerdeki notral lipidler alabilir. Bu da biyoyakit
sektoriine katki saglayarak enerji kaynaklarindan biri olan etkin biyodizel Gretimi
icin 6nemli adim olabilir. Bu ¢alismada Nemrut Géliinden izole edilen bir mikroalg
olan Chlorella sp. ESP-6 turinde 5 pM H,0, uygulamasinin 24 saat igerisinde
mikroalglerden biyodizel hammaddesi olarak kullanilan triagilgliserol miktarini iki
katin Uzerine cikarmistir. Bu sayede disiik yogunlukta H,O, uygulamasinin
biyoteknolojik agidan mikroalglerden biyodizel ve katma degeri yuksek Uriin

eldesinde degerlendirilebilecek bir yaklasim oldugu sonucuna varilmistir.
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