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1. Giris

Yaklasik 4,5 milyar yil yasa sahip olan diinyamiz, 510.072
milyon km2’lik bir alanda, 7,5 milyar insanin yasadigi ve
giintimiizde giines sisteminde yagamin var oldugu tek gezegen olarak
bilinmektedir. Niifus artis hizinin yillik ortalama %1,15 oldugu
diinyamizda, niifusun 2055 yilinda yaklasik 9 milyara ulagmasi
beklenmektedir. Bu niifus artisina paralel olarak, besin ve enerji
ihtiyacina olan talep bugiin karsi karsiya kaldigimiz sorunlarin
onemli bir kismini olusturmaktadir. Artan diinya niifusunun
beraberinde getirdigi problemlerin ¢oziimi ile ilgili caligmalar,
giinimiizde bilim insanlarinin  temel c¢aligma  konularini

olusturmaktadir.

Ozellikle sanayilesme ve niifus artisina paralel olarak tarim
alanlarinin hizla azaliyor olmasi aglik problemlerini de beraberinde
getirmektedir. Artan besin ihtiyacini karsilayabilmek amaci ile birim
alandan daha fazla verim alabilmek i¢in yapilan ¢alismalarin basinda
tohum 1slahi ile cesitli hastalik ve zararhilara karsi pestisit
uygulamalar1 gelmektedir. Ancak, sanayi atiklar1 ve kontrolsiiz bir
sekilde kullanilan pestisitler tarimsal alanlar1 bir daha
kullanilamayacak sekilde kirletmektedir. Karasal ortamda kullanilan
bu maddeler, yagmur ve yer alt1 sular1 ile alict ortama karisarak sucul
ortamin da kirletmesine neden olarak insanoglunun gelecegini tehdit
eder diizeye gelmektedir. Niifus artisinin beraberinde getirdigi

problemlerden birisi de artan enerji ihtiyacidir.



Hem enerji ihtiyacinin artmast hem de kullanilabilir tarim
alanlarinin azalmasi ile ortaya ¢ikan besin eksikligi problemlerinin
¢Oziimili noktasinda insanoglu alternatif besin ve enerji kaynaklari

arayigina girmistir.

Bu arayislarin basinda yenilenebilir, ¢evre dostu enerji ve
protein kaynagi Uirtinler iizerinde durulmaktadir. Diinya niifusundaki
hizl1 artig ve enerji ihtiyacinin yani sira karasal kokenli beslenmede
yetersizlik ve fosil yakitlardan enerji temininin yarattig1 kiiresel
iklim degisikligi de alternatif kaynaklara yonelimi kag¢inilmaz
kilmaktadir. Cevre kirliligi, aglik problemi ve artan enerji ihtiyacini
kargilamak {izere yapilan ¢aligmalarda en dikkat ¢ekici kaynaklarin
basinda alglerin olabilecegi fikri bilim insanlarmin dikkatini
cekmektedir. Algler hiicre i¢cinde depoladiklar: degerli metabolitler,
yiksek protein igerigi ve hizli ¢ogalmalar1 sebebiyle diger
organizmalardan bir adim O©ne c¢ikarmaktadirlar. Alglerin bu
ozelliklerinden faydalanilarak aglik sorunun listesinden gelebilmek
amaciyla tek hiicre proteini (THP) iiretimi i¢in énemli ¢aligmalar
yapilmaktadir (Cirik ve Gokpinar, 2006). Zengin protein iceriginin
yaninda, mikroalglerin yag icerikleri bakimindan da avantajh

organizmalar olduklar1 bilinmektedir.

Karasal bitkilerle kiyaslandiginda mikroalglerin yag oraninin

cevresel faktorlere bagli olarak ciddi sekilde arttig1 belirtilmektedir.



Protein ve lipid iceriklerinin yan1 sira alglerin ihtiva ettigi
pigmentler de diger bitkisel organizmalara gdre biiylik farkliliklar
gostermekte ve alg gruplart arasinda da pigment c¢esitliligi
bakimindan o6nemli degisikliklerin oldugu yapilan c¢alismalarda
ortaya konulmustur (Siaut vd., 2007). Aquatik ortamdaki
biyokiitlenin cok 6nemli bir kismini olusturan algler yaklasik 30.000
tir ile temsil edilirler. Cok degisik morfolojik ve biyokimyasal
yaptya sahip olan bu organizmalarin ¢ok azinin ekofizyolojik
ozellikleri incelenmistir. Chlorophyta subesine dahil olan C.
vulgaris, tek hiicreli, elipsoid, kiiresel veya diiz hiicrelerden olusan,
tek kromatoforlu yesil alg tiiriidiir. Beyerinck tarafindan 1890
yilinda tanimlanmasindan sonra deskripsiyonu c¢ok az degisiklik
gostermistir (Beyerinck,1890; Shihira, 1965). C. vulgaris; hiicreleri
kiiremsi, 5-8um ile 5-10um biiyiiliigiinde, kloroplastlar1 paryetal ya
da prenoidsiz yapida, morfolojik olarak ise kiiresel tiptedir (Prescott,
1968; Baydar,1990). Ureme dongiisiiniin karasal bitkilerle
kiyaslandiginda oldukca kisa oldugu ve 18-24 saat arasinda hiicre

dongiisiinii tamamladiklar1 bilinmektedir (Yamamoto vd., 2004).

Chlorella vulgaris, kisa siirede cogalma avantajinin yani sira
vitamin, protein, amino asitler, niikleik asitler, temel yag asitleri,
enzimler ve karetenoidler bakimindan da olduk¢a zengin
biyokimyasal icerige sahip bir yesil alg tiiriidiir. Bu zengin
biyokimyasal i¢eriginden dolay1 oldukga genis bir kullanim alanina

sahiptir.



C. wvulgaris’in insan gidast ve hayvan yemi olarak
kullanilmas, tirettigi pigment maddelerinin (karotenler, ksantofiller)
hayvan dokularma ve kiimes hayvanlarinin yumurtalarina renk
kazandirmasi, ¢esitli antibiyotikler i¢ermesi bakimindan gelecek

vadeden bir alg tiirii oldugu ifade edilmektedir (Santhosh vd., 2016).

C. vulgaris, biiyiik 6l¢ekli ticari iiretimi olan 6zellikle lipit ve
astaksantin i¢in onemli mikroalg tiirii olarak kabul edilmektedir
(Halim vd., 2012; Praveenkumar vd., 2014). Son yillarda, C.
vulgaris’in agir metalleri absorbe edebildiginin anlagilmasi iizerine
yapilan ¢aligmalar basarili sonuglar vermis ve atik sularin
temizlenmesinde ve ileri biyolojik aritma sistemlerinde yaygin bir
sekilde kullanilmaya baglanmistir (Chu vd., 2009; Ruiz-Marin vd.,
2010).

Alglerin protein, lipid ve pigmentleri ile ihtiva ettikleri diger
metabolitlerin igerigi, bulundugu habitatin fiziksel ve kimyasal
yapisina bagli olarak oOnemli degisiklikler gostermektedir. Alg
tirlerinin  kimyasal kompozisyonlart (lipit, karotenoid v.s.) ve
biliyiime oranlar1 habitat kosullardan etkilenmektedir. Isik, sicaklik,
pH, nutrientler ve suyun tuz konsantrasyonu gibi fiziksel ve
kimyasal faktorlerin; mikroalglerin biiylime, fizyolojik aktiviteler ve
biyokimyasal kompozisyonlar iizerinde etkili olduklar1 yapilan
caligmalarda ortaya konmustur (Ben-Amotz ve Shaish, 1992;
Asulabh vd., 2012).



Isik, fotosentezdeki rolii ile karasal ekosistemlerde oldugu
gibi sucul ekosistemdeki organizmalar1 da dogrudan etkileyen en
onemli c¢evresel faktorlerden birisidir.  Isik hem fotosentetik
organizmalar i¢in 6nemli enerji kaynagi hem de fotosentez hizini
etkileyen ve mikroalgal hiicre biiylimesini ve metabolik
aktivitelerini etkileyen en onemli gevresel faktorlerdendir (Wahidin
vd., 2013). Isik, cisimleri gérmeyi, renkleri ayirt etmeyi saglayan
fiziksel bir enerji, bir 1s1manin 151k kaynagindan ciktiktan sonra,
cisimlere carparak veya direkt olarak yansimasi sonucu canlilarin
gormesini saglayan olgudur. Yunancada 1sik “celeritas” (hiz)
anlamma gelir. Einstein'in E=mc? kiitle-enerji esdegerligindeki “c”
151k hizim1 ifade eder. Isik da diger elektromanyetik 1sinimlar gibi
foton adi verilen "paketlerden" meydana gelir. Fotonlar ise,
dalgalarin ve pargaciklarin ozelliklerini ifade etmektedirler

(Carvalho vd., 2011).

Gortilebilir 151831 dalga boyu, 380 nm ile (UV’ye
yaklastikga) 750 nm (veya kizil Otesi 151k yakini) arasindadir.
Gortlebilir 151k, fotosentetik algler i¢cin temel enerji kaynagidir. Bu
enerjiyl fotosentetik islemlerde kullanarak organik madde
sentezleyebilmektedirler (Carvalho vd., 2011). Ayrica alg kiiltiirleri
optimum gelisim i¢in belli dalga boyundaki bir 151k kaynagina
gereksinim duyarlar. 600-700 nm dalga boyundaki 151k, fotosentezde
etkili olmasina ragmen, mikroalgal biiyiime oranin en fazla 400-500
nm dalga boyu araliginda oldugu belirtilmektedir (Kommareddy ve
Anderson, 2004).



Mikroalg kiiltiirlerinde en az %5-10 fotonluk mavi 151k,
fotosentezin yani sira diger metabolik fonksiyonlar i¢in gereklidir.
Ancak, beyaz 15181in da biyoreaktdrlerde kullanilmasinin alglerin
gelisimini tesvik ettigi bildirilmektedir (Kommareddy ve Anderson,

2004).

Hiicre, 151k karsisinda inorganik karbonu metabolize ederek,
diger nutrientler ile organik madde sentezini gerceklestirir. Bu
nedenle mikroalg kiiltiirlerinin aydinlatilmasinda dikkate alinan
faktorler; spektral aralik, spektral kalite, fotoperyot ve 151k siddetidir.
Isik siddeti ve siiresi mikroalgal tiretimin verimliligi acisindan
onemlidir. S1vi kiiltiirlere uygulanan 11k siddeti, kiiltiiriin derinligine
ve yogunluguna bagl olarak degisiklik gosterir. Kiiltiir derinligi ve
yogunlugu artisina bagl olarak 151k siddeti de arttirilmalidir. Ancak,
151k siddetindeki artis doygun 151k yogunluguna ulasildiktan sonra da
devam ederse, fotosentezin smirlayict etkisi (fotoinhibisyon)

baslamasi1 kaginilmaz olur (Kommareddy ve Anderson, 2004).

Isik, fotosentetik organizmalarin canliligin stirdiirebilmeleri
icin zorunlu bir parametredir. Fotosentetik biiyiime her bir hiicrenin
kullandig1 151k enerjisiyle orantili oldugu igin, biitiin fotosentetik
canlilarda oldugu gibi mikroalgal {iretimlerde de 151 optimum

seviyelerde saglanmasi sarttir.
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Bir¢ok aragtirmaci 11k kaynaginin, alglerde fotosentezi
dogrudan etkiledigini belirterek alglerin  gelisiminde 151k
yogunlugunun etkisini aragtirmis ve 1s1tk  yogunlugunun
mikroalglerde fotosentez oranini etkiledigini tespit etmislerdir
(Juneja vd., 2013). Yapilan calismalar, fotosentez hizinin 1s1k
yogunlugu ile dogrusal olarak arttigit ancak yiiksek 1s1k
yogunlugunun ise fotosentezi inhibe edebildigini ortaya koymustur
(Cirik ve Gokpinar, 2006). Isigin yogunlugu ve siiresinin mikroalg
kiiltiirlerin verimliligi acisindan 6nemli oldugu yapilan ¢aligmalarla
ortaya konmustur (Cirik ve Gokpinar, 2006). Yiiksek 1s1k siddetinde
oldugu gibi diisiik 151k yogunluklarinin da fotosentezi sinirlayict bir
faktor oldugu belirtilmektedir. Bu sinirlayici etkinin, ortamdaki
hiicre konsantrasyonunun bir sonucu olarak hiicrelerin birbirini
golgelemesi ve 1s18a doygun hale gelen hiicrelerin daha fazla 151k
enerjisi kullanamamasi nedeniyle meydana geldigi diisiintilmektedir
(Cirik ve Gokpinar, 2006). Direkt giines 15181, alg kiiltiirleri i¢in
smirlayicr etki yapabilmektedir. Bu sebeple 151k siddetinin, hiicre
konsantrasyonuna gore ayarlanmasi1 gereken bir degisken oldugu
yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (Cirik ve Gokpinar, 1993;
Richmond, 2000; Sukatar, 2002; Vonshak ve Torzillo, 2003).

Fotosentetik ~ mikroorganizmalarin  optimal  biiylime
oranlarini saglamak icin kullanilacak 151k kaynaginin se¢iminde
yliksek elektriksel etki, diisiik sicaklik yayimi, gilivenilirlik,
stabilitenin yiiksek olmasi, kullanim 6mriiniin uzun olmasi, diisiik

fiyat ve ilgili mikroorganizmalarin absorbsiyon araliklar1 arasinda
11--



olmasina dikkat edilmesi gerektigi bildirilmektedir (Bertling vd.,
2006). Ayrica, etkili beyaz 1s18in dizayni ve secimi mikroalg
tiirlerine (farkli mikroalg tiirlerinin 151k gereksinimlerine ve esas
pigment maddelerini  biinyelerinde  barindirmalarina), 1s1k
kaynaginin tipi ve yogunluguna, 1518in spektral kalitesine bagh
oldugu bu parametrelerin mikroalg tiirlerinin biiylimesi ve
metabolizmasi i¢in hayati oneme sahip olduguna vurgu yapilmistir

(Bertling vd., 2006).

Mikroalg tiirleri, fotosentez i¢in genellikle 400 ile 700 nm
dalga boylar1 arasinda 15181 kullanirken, fotosentezde absorbe edilen
dalga boylar tiire bagli olarak degisiklik gosterir. Baz1 ¢alismalarda
alglerin farkli dalga boylarindaki 1siklarda da gelisim gosterdikleri
rapor edilmistir. Kirmizi (600-700 nm) ve mavi 1siklar (400-500 nm)
mikroalglerin biiyiimesini tesvik eden 1siklardir ve mikroalglerin
bliyiime oranlar1 ve lipid igerigini Onemli Olgiide etkileyen
faktorlerin basinda geldigi yapilan caligmalarda belirtilmektedir
(Chen vd., 2011; Wang ve Lan, 2011; Das vd.,2011; Cheirsilp ve
Torpee, 2012). Mikroalgal hiicre biiyiime oranlar1 ve lipid igerigi,
15181 dalga boyunun yani sira, 151k siddeti ve 15181n frekansi gibi
parametrelerden etkilenir (Wang vd., 2007; Brindley vd., 2011; Tang
vd., 2012). Gongalves vd. (2014), 36 ile 180 pmol m2s"'de 151k
isitniminda bir artisin spesifik biiylime hizini arttirdigin1 ve daha
yuksek 1s1k 1sinimlarinin Chlorella vulgaris ve Pseudokirchneriella

subcapitata'nin biyokiitle tiretkenligini arttirdigini bildirmistir.
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Sucul ekosistemin primer {ireticisi roliinii iistlenen algler i¢in
etkili bir diger 6nemli faktor ise ortamin pH’sidir. pH, bir ¢ozeltinin
asitlik veya bazlik derecesini tarif eden Ol¢ii birimidir. Ac¢ilimi
"Power of Hydrogen" (Hidrojenin Giicii)'dir. pH kavrami ilk kez
Danimarkali kimyager Seren Peder Lauritz Serensen tarafindan
Carlsberg Laboratuvari'nda 1909 yilinda tanimlanmistir (url.1). pH
degeri algal kiiltiir ortaminin en 6nemli faktorlerinden biridir ¢iinkii
pH, yalniz ortamin bilesimini etkilemekle kalmaz, dmriinii de etkiler.
Hiicre dis1 pH veya ortam pH’sindaki degisikler mikroalglerin
onemli hiicresel islevleri olan CO; alimi, diger iyon ve besin
maddelerinin alim, hiicre i¢i fonksiyonlar1 ve hiicre duvari 6zellikle
fotosentezle iligkili enzimleri etkilemektedir (Juneja vd., 2013).
Biyoteknolojik siireclerin optimizasyonu, ilgili mikroorganizmanin
performansin1 maksimize eden optimum kosullarin olusturulmasi ile
ilgilidir.

Bu baglamda pH, mikroalgal biiyiimeyi kontrol eden en
onemli parametrelerden biridir. Genellikle 6-10 arast pH pek ¢ok
mikroalg tlriinlin tercih etti§i araliktir. Diyatomeler ve
siyanobakterilere ait bazi tiirler, notr ve alkali pH ortamlarinda iyi
sekilde gelisme gosterirken bazi tiirler hafif asitten notr pH'ya, bazi
tiirler de alkali pH'lardan n6tr pH'ya gegildiginde daha diistik gelisim
gosterirler (Rai ve Rajashekhar, 2014; Rai vd., 2015;).

13-



Cogu durumda, mikroalgler optimum gelisimlerini 7.0'a
yakin pH degerlerinde gergeklestirmekle beraber, ayni cinsin farkl
tiirlerinin de optimum gelisimlerini farkli pH’da gerceklestirdikleri
bilinmektedir (Weisse ve Stadler, 2006). Ornegin, Dunaliella
acidophila gelisimi i¢in optimum pH 0 - 3.0 arasinda iken, mikroalg
tirti Dunaliella salina’nin optimum gelisimini pH 11.5'ye yakin bir
pH’da gerceklestirdigi bildirilmektedir (Varshney vd, 2014). Bazi
Chlorella tiirlerinin pH kontrollii biyoreaktorlerde kiiltiire
alindiginda, pH 2.5'te optimal bir sekilde gelisim gosterdigi
belirtilirken, Liang vd.min c¢alismasinda (2011), laboratuvar
kosullarinda yetistirilen bir C. protothecoides’in biiylimesi i¢in
optimal pH'in 5.0 oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle, mikroalglerin
adepte oldugu ortamlara bagl olarak, her tiiriin biiyliyebilecegi ve
canliligimm siirdiirebilecegi farkli bir pH araligina sahip oldugu

bilinmektedir.

Isik ve pH gibi faktorlerin yaninda biitiin canlilarda oldugu
gibi mikroalglerin de canliliklarmi siirdiirebilmeleri i¢in gerekli
temel ihtiyaglar1 arasinda belirli nutrientlerin temini yer almaktadir.
Bu baglamda azot ve fosfor esas elementler arasinda ihtiya¢ duyulan
nutientler arasinda ilk siradadir. Azot (N) ve fosfor (P), mikroalgal

hiicre metabolizmasini kontrol eden iki 6nemli makronutrienttir.

—-14--



Azot; protein, klorofi, RNA, DNA vb. gibi bir¢ok
makromolekiiliin vazgecilmezi ve mikroalglerin en donemli besin
ogelerinden birisi olmasi ile protein sentezinin ve pigment yapiminin

da temel yap1 tasidir (Jackson vd., 2015).

Alglerin bliylimesi i¢in gerekli olan en oOnemli besin
ogelerinden biri olan azot ve kullanilabilirligindeki degisiklikler,
sucul ekosistemlerde fitoplankton ve fitobentik organizmalarin
kompozisyonunu énemli 6l¢iide kontrol eder (Reynolds, 2006; Chia
vd., 2011). Sucul ortamdaki azot degisikligine cevap olarak,
mikroalg hiicreleri bir dizi metabolik aklimasyona ugrarlar ve bu da
genellikle hiicresel biyomolekiil bilesiminde degisiklikler ile
sonuclanir (Illman vd., 2000; Gushina ve Harwood, 2006; Widjaja
vd.,, 2009; Chia vd., 2013a). Azot simirlamasmin etkisiyle,
mikroalglerin hiicre boliinmesi pahasina miicadele etmesi ve adapte
olmasi i¢in bu degisikliklerin gerekli oldugu bildirilmektedir (Bono
vd., 2013). Azot smirlandirmasi veya yoksunlugu, fotosentez,
protein sentezi ve lipit ile karbonhidrat sentezindeki artisa neden
olmaktadir (Li vd., 2012; Simionato vd., 2013). Yapilan ¢aligmalarin
onemli bir boliimiinde, lipid verimini arttirmak icin siklikla N veya
P eksikligi kullanilmistir. Ancak yiiksek lipid iiretkenligi saglamak
icin sinerjistik faydalanma ile ilgili ¢alismalar yetersizdir (Belotti

vd., 2013; Kamalanathan vd., 2015; Singh vd., 2015).
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Azot eksikligi, protein sentezi, fotosentez hizi,
asetilhidrolazin aktivasyonu, fosfolipid hidrolizinin uyarilmasi i¢in
asetil-CoA'nin hiicre i¢i seviyelerinde artisini ve asetil-CoA'y1
TAG'lere doniistiiren  digliseridasetiltransferaz  (DGAT) 'in
aktivasyonunu azaltarak metabolik dengesizlige neden olur (Xin vd.,
2010). Oleaginous mikroalgler olarak isimlendirilen yag oram
oldukca yliksek mikroalgler tarafindan biriktirilen triagilgliserol
(TAG), biyodizel {iretimi i¢in en uygun yag stogu olarak
kullanilmaktadir (Wijffels ve Barbosa, 2010). Yapilan bircok
calismada, azot sinirlamasinin veya eksikliginin, mikroalglerde TAG
birikimini indiiklemedeki en etkili yaklagimlardan biri oldugunu ileri

stiriilmektedir (Griffiths vd., 2012).

Azot eksikligi, biyodizel elde etmek amaciyla mikroalglerin
biyokiitle degerini arttirmak icin en yaygin kabul goren stratejidir
(Hu vd., 2008). Azot yetersizliginde, bir¢ok mikroalgin, yiiksek
miktarda depo lipid birikimini triagilgliserol (TAG) igeren
biyodizele doniistiirmek i¢in metabolik yollarin1 uyarlama
yetenegine sahip oldugu bildirilmektedir (Hu vd., 2008; Lv vd.,
2010; Breuer vd., 2012).Cesitli mikroalg tiirlerinde TAG, hiicre
agirhiginin biiytik bir kisimini (% 40-50) olusturabilir, bu nedenle bu
oleaginous tiirlerde TAG, ana karbon ve enerji depolama formu
olarak diisiiniiliir (Li vd., 2000; Breuer vd., 2012). Bununla birlikte,
azot yetersizliginde TAG birikiminin artis1 tek metabolik tepki

olarak goriilmeyebilir.
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Bu gibi durumlarda, karbonhidrat miktarlarinin da (esas
olarak nisasta) Chlorella vulgaris'te agirligimin % 50'sine yaklastigi
yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (Li vd., 2000; Hu vd., 2008; Lv
vd., 2010; Ho vd., 2013; Breuer vd., 2012). Azot siirlamas1 veya
eksikligi, mikroalglerdeki karbon dagilimimi etkiler (Li. vd., 2014).
Mikroalg tarafindan fotosentez yoluyla sabitlenen karbon kaynag:
cogunlukla lipidleri, proteinleri ve karbonhidratlar1 sentezlemek i¢in
kullanilir. Bu nedenle bu ana bilesiklerin oranindaki degisiklikler
mikroalglerdeki karbon dagilimina yansiyabilir. Azot eksikligi,
yliksek demir miktari, yogun aydinlatma vb. gibi birgok stratejinin
biomas ve lipid artisindaki etkileri pek ¢ok ¢alismada incelenmistir

(Liu vd., 2008; Yeesang ve Cheirsilp, 2011; Wang vd., 2012).

Azot ve fosfor, genellikle suda yasayan alglerin birincil
iiretimi i¢in sinirlandirict nutrientlerdir (Dodds vd., 2002; Juneja vd.,
2013; Mischler vd., 2014; Yin-Hu vd., 2012). Fosfat (PO4) ayn
zamanda kiiltiir ortaminda organizmanin metabolik biiyiimesinin
kontroliinde temel bilesenlerden birini olusturmaktadir. Fosfat,
fosfolipidlerin, niikleik asitlerin ve ester fosforun olugsmasi i¢in ¢ok

onemlidir (Roopnarain vd., 2014).

Mikroalgal biyomasta, toplam kuru biyokiitlenin yaklasik %
I’i kadar P bulunur, ancak fosfor tiiketimi, mikroalgal hiicreler
tarafindan P'nin "liikks alim1" nedeniyle daha fazladir (Yin- Hu vd.,
2012). Fosfor, fotosentez siirecinde onemli bir bilesen ve algal

biliylimede 6nemli bir besin maddesidir.
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Ayrica fosfor, nitrat absorbsiyonu, enerji transferi, sinyal
iletimi ve fotosentetik solunum igin temel nutrienttir (Singh vd.,

2015).

Aquatik ortamda meydana gelen tiim bu degisimler sucul
organizmalar1 dogrudan etkiler. Ozellikle algal kiiltiir ortaminda bu
faktorlerdeki degisimin sonuclarint daha net goézlemleyebilmek
miimkiindiir. Bu parametrelerdeki degisimler sadece organizmanin
gelisimini  degil aym1 zamanda biyokimyasal yapisin1 da

etkilemektedir (Siaut vd., 2007).

Algler; lipit ve gliserol igerigi ile enerji kaynagi, protein ve
pigment icerigi ile gida alanlarinda dikkat ¢ekmeyi basarmustir.
Gelismekte olan {ilkelerin tartigmasiz temel sorunlar1 arasinda yer
alan ¢evre kirliliginin iistesinden gelinmesinde dogayla dost enerji
iretimi denilince akillara artik biyoyakitlar gelmektedir. Bu yakit
formunun dogaya dost olmasinin yanisira iilke ekonomisini de
sarsmayan bir yone sahip olmasi onu 6n plana g¢ikarmaktadir.
Biyodizel iiretiminin bazi iilkelerde 6nemli miktarlarda tiretiliyor
olmas1 bir yan irlin olarak elde edilen gliseroliin de
degerlendirilmesine  yonelik calismalar1  yogunlastirmaktadir.
Gliserol, biyodizel iiretiminde 6nemli bir yan iriindiir. Biyodizel
tiretiminde gliserol ile metanoliin reaksiyonu sonucunda yag asidi

metil esterleri (FAME) ve gliserol meydana gelmektedir.
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Bu doniisiim reaksiyonlar1 transesterifikasyon olarak
adlandirilmaktadir ve katalizor kullanarak metanol ve gliseroliin
kimyasal reaksiyonla yer degistirmesi esasina dayanmaktadir.
Transesterifikasyon prosesinde metanol yerine etanol, propanol,

bitanol da kullanilabilmektedir.

Katalizor olarak ise bazik katalizor (potasyum hidroksit,
sodyum hidroksit ve sodyum metoksit), asit katalizor (hidroklorik
asit, siilfurik asit, siilfonik asit fosforik asit), lipazlar1 igeren
enzimatik katalizor ve inorganik heterojen katalizérler (kat1 faz

katalizorili) kullanilmaktadir (Pragya vd., 2013).

Mikroalg esasli  biyodizel iretimi genel olarak,
mikroalglerden yaglarin ekstraksiyonu, fazla solventin giderilmesi,
homojen veya heterojen katalizor ile katalize edilen biyodizelin
iiretimi asamalarindan olugmaktadir (Hossain vd., 2008; Li vd.,
2011). Konvansiyonel transesterifikasyon yontemiyle biyodizel
dretimine kiyasla ultrasonik ve mikrodalga transesterifikasyon
yontemi ile daha yiiksek biyodizel verimi elde edilmis ve daha
ekonomik oldugu daha 6nceki ¢aligmalarda belirlenmistir (Hossain
vd., 2008; Li vd., 2011). Gliserol, siv1 halde bulunan trihidroksi
alkoldiir. Gliserol’lin {i¢ boyutlu yapist incelendiginde 1. ve 3.
karbon atomlarinin ayni 6zellikte olmadig1 belirlenmistir. Gliserol
sentezinde, enzimler bu iki C arasindaki farki kolaylikla ayirt ederek

sadece birini tanirlar.
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Gliserol firetiminde kullanilan algler gelisimleri igin
inorganik karbon kaynaklarinimin  yam1 sira 1s18a  ihtiyag
duymaktadirlar ve gliserolii fotosentezin bir yan iirlinii olarak
iretmektedirler (Becker, 1994). Belli stres kosullar1 altinda alg
tiirlerinin belirli metabolitleri asir1 tirettigi ya da farkli metobilitlerle
bu kosula cevap verdigi tespit edilmistir. Ornegin; Dunaliella tiirleri
yiiksek tuz konsantrasyonlarina tolerans yetenegini veya degisen tuz
konsantrasyonlarina uyumunu, i¢inde biriktirdigi uygun bir ¢dziinen
madde ile yani gliserol ile saglanmaktadir. Burada gliserol,
osmoregiilasyonu saglayan ¢oziinmiis bir ajan olarak gorev
yapmaktadir. Gliserol ¢ok fazla ¢oziinen bir polihidrik alkol olup,
diger ¢oziinen polihidroksi alkollerle karsilastirildiginda, metabolik
olaylar1 en az inhibe eden alkol olarak karsimiza g¢ikmaktadir

(Borowitzka ve Borowitzka, 1988).

Diinyada iiretilen gliseroliin endiistride bir¢ok kullanim alan1
mevcuttur. Uretilen bu gliseroliin {icte biri alkid reginelerin
iretiminde kullanilirken diger {igte ikisinin biiyiik bir kismi ilag
yapiminda ve titiin endiistrisinde, kozmetikte, besinlerin
korunmasinda, patlayici iiretiminde, biyolojik besi ortamlarinin
hazirlanmasinda, deri sanayinde, tekstil endiistrisi gibi genis

kullanim alanlarinda elverisli bir yere sahiptir.

Beslenme, enerji ihtiyacinin yani sira aslinda insanoglunun

temel ihtiyaclarin basinda yer almaktadir.
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Ozellikle kiiresel 1stnmanin olumsuz etkisi tarim alanlarinda
su kullanimina yonelik sinirlamalar1 da beraberinde getirmis ve bu
anlamda alternatif beslenme kaynaklar1 arayigimi = siirdiirmek,
kalabalik toplumlarda temel besin 6gesi olan protein sikintisinin
giderilme yolu agisindan olduk¢a mantiklt bir hal almistir. Algler
biyolojik aktivitesi yiiksek biyoaktif bilesikler bulunduran goézde
alternatif gida kaynaklarindandir. Yaklasik olarak %60’1 proteinden
olusan bu organizmalar stres kosullarina tabi tutulduklarinda
icerdikleri protein miktar1 daha da artabilmektedir. Alg
biyokiitlesinin protein igerigi, bulundugu ortamdaki potasyum ve
azot gibi besin kaynaklarinin kullanilabilmesine bagli olarak
degismektedir. Ayrica, bliylime fazinda alinan 15181in miktar1 ve
kalitesi de protein igerigi iizerinde etkilidir (Gantar ve Svirceyv,
2008). Pek cok mikroalgin protein takviyesi amaci ile tiiketildigi
bilinmektedir. Bu mikroalgler arasinda Spirulina’nin yiiksek protein
iceriginden dolayr yetistirildigi ve hiicre duvarinin %86
sindirilebilirlige sahip, insan viicudu tarafindan kolayca absorbe
edilebilen polisakaritler igeren bir mikroalg oldugu ve bu sebeple
diyet takviyesi olarak gidalarda tablet, pul ve toz seklinde
kullanilmakta oldugu bildirilmektedir ( Sjors ve Alessvero,
2010).Tek hiicre proteinleri  gelecekte canlilarin  protein
gereksinimlerinin karsilanmasinda sinirsiz olanaklar saglayacak

iistiinliiklere sahiptir.
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Tek hiicre proteini kullanim1 gida sikintisin1 ¢6zliim agisindan
onemli bir alternatiftir ve alg tiirleri tek hiicre protein kaynagi
olabilmeleri acisindan Onemli organizmalardir. Scenedesmus
diinyanin ¢esitli bolgelerinde besin olarak kullanmildigi igin THP
kaynagi olarak &nemli bir algdir (Inang, 1994). Gida olarak
kullaniminda sindirim agisindan olusan riskleri ortadan kaldirmak
icin alg hiicrelerinin buharda isitilarak, ogiitiilerek ya da iire ile
isleme tabi tutularak parcalanmasi durumunda, hiicre igindeki
protein serbest forma gegebilmekte ve sindirilme orani

ylikselebilmektedir.

Algler, pigment cesitliligi acisindan en zengin organizmalar
arasinda yer alirlar ve  pigmentler alglerin  primer
siniflandirmalarinda  kullanilan 6nemli kriterlerdendir. Biitiin
fotosentetik organizmalarin temel pigmenti olan klorofil a’nin
yaninda alglerin ihtiva ettikleri pigmentler alg gruplarinda ¢esit ve
miktar bakimindan degisiklik gosterir. Biitiin alg gruplar1 yapilarinda
klorofil-a bulundururken, yiiksek bitkilerde oldugu gibi Chlorophyta
ve Euglenophyta iiyeleri klorofil-a’nin  yaninda klorofil-b,
Bacillariophyta iiyeleri ise klorofil-a ve b’nin yaninda klorofil-c,
klorofil-d ve klorofil-e pigmentlerine de sahiptirler (Tunail, 2009).
Genellikle klorofilin hiicre kuru agirligmin % 0.5-1.5’unu
olusturdugu ifade edilmektedir (Gouveria vd. 2008). Ayrica,
klorofil-a miktarinin 6nemli bir verimlilik parametresini oldugu

bilinmektedir.
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Fitoplankton biyokiitlesi, tiim fitoplankton hiicrelerinin sahip
oldugu fotosentetik pigment olan klorofil-a ile 6l¢iilebilir (Newton,
2002). Klorofil-a veya toplam klorofil miktari, fotosentez ve
solunum oranlarmni (mol O>.mg/ Kl-a. saat) ve metabolik olarak aktif
biyokiitle ile karasal ve su ekosistemlerinin verimliligini (gC./mg
Kl-a. giin) hesaplamak icin standart olarak kullanilmaktadir (Ritchie,
2006). Klorofil, mikroalgler tarafindan iretilen degerli
pigmentlerden biridir. Genellikle dogal renklendirici olarak tercih

edilir.

Ayrica hiicre yenileme ve yaralarin iyilesme siirecini
hizlandirdigindan dolay1 farmakolojik tirtinlerde kullanimi oldukga
yaygindir. Ulser tedavisi ve agiz sepsislerinde de klorofilden

faydalanilmaktadir ( Scotter vd., 2005).

Klorofilin yaninda karetenoidler de alglerin sahip oldugu
onemli pigmentlerdendir. Ozellikle astaksantin, antioksidan dzelligi
ile gelecek vadeden bir karetenoittir. Astaksantin (3,3’ dihidroksi-f,
B-karoten-4,4’-dion) molekiilii benzoid halkasinin 3 ve 37
pozisyonlarinda yer alan iki asimetrik C atomuna sahiptir. Bu karbon
atomlarinin asimetri merkezine baglanan hidroksil gruplar1 (-OH)
molekiiliin farkli izomerlerinin olusumuna neden olur. Eger hidroksil
grubu (-OH) diizlemin izdiisiimiine yukardan baglanirsa R
konfigiirasyonu, asagidan baglanirsa S konfigiirasyonu olusur. Bu
sekilde astaksantinin (3R,3°’R), (3S,3°S) ve (3R,3’S) olmak iizere ii¢

farkl esterlesmis izomeri gosterilir.
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Haematococcus pluvialis’de biriken astaksantin esterlesmis
sekillerde olup, (3S,3’S) formu daha baskin durumdadir (Renstrom
vd., 1981; Grung vd., 1992; Lorenz, 1999). Astaksantin, mikroalg
tiirlerinden elde edilen ve dogal bir pigment olan giiclii bir biyoaktif
maddedir. Mikroalglerde uygun iireme kosullar1 altinda kloroplastta
primer karotenoidler sentezlenirken, stres kosullar1 altinda
kloroplast diginda sitoplazmada da sekonder karotenoidler
sentezlenir. Baglica karotenoidler arasinda likopen, ksantofil
(lutein), B-karoten, violaksantin, zeaksantin ve astaksantin yer alir
(Cohen, 2000). Astaksantinin kimyasal sentetik formda ve dogal
formda olmak iizere iki tipte bulunur. Sentetik formda olanlar, dogal
olmayan  konfigiirasyonda  astaksantin  bilesikleri  igerir.
Mikroorganizma kullanilarak {iretilen dogal kaynakli astaksantin
formu bu nedenle daha degerlidir (Margalith,1999; Boussiba, 2000;
Hagen, 2001).

Ketokarotenoidler arasinda yer alan astaksantin, dejeneratif
hastaliklar1 6nleyebilen giiglii antioksidan 6zelliklerinden dolay1 son

yillarda dikkat cekmektedir (Guerin vd., 2003).

Ketokarotenoid olan astaksantin, antikanser oOzelligi ve
bagisikligin  giiclendirilmesi gibi 06zellikleri nedeniyle dikkat
cekmektedir (Lorenz ve Cysewski, 2000; Guerin vd., 2003).
Astaksantinin, lipid peroksidasyonuna ve oksidatif strese kars1 hiicre
zarin1 ve dokuyu koruma 6zelligi bilinmektedir. Yiiksek antioksidan

aktivite gosterir. Antioksidan aktivite, hidroksil, peroksil gibi serbest
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radikallere kars1 hiicreyi koruma gorevidir. Serbest radikaller
blinyelerinde c¢iftlesmemis elektron igeren atomlar ya da
bilesiklerdir. Bunlar protein, enzim gibi yapilardan elektron alarak
kendi yapisinin elektron ¢iftini tamamlarken diger yapida

dejenerasyona neden olur.

Astaksantinin antioksidan aktivitesi, Vitamin-E’den 500 kat,
B-karoten’den 10 kat, lutein’den 4 kat daha etkilidir (Miki, 1991;
Naguib, 2000; Hagen vd., 2001; Altug, 2001; Chen vd., 2003).
Astaksantin, akuakiiltiir ve gida sanayiinde pigment kaynagi olarak
kullanilirken, kozmetik ve farmasotik sanayinde de yiksek
antioksidan aktivitesi nedeni ile uygulama alan1 bulmaktadir (Lorenz

ve Cysewski, 2000b; Fabregas, 2001; Chen vd., 2003).

Giliniimiizde degerli metabolitleri yapisinda bulunduran,
besin eksikligi ve temiz enerji agigini ortadan kaldirabilecek fosil
yakitlardan kaynaklanan kirlenmenin {istesinden gelebilmek
amaciyla algler en dikkat ¢ekici organizmalar arasinda yer
almaktadirlar. Alglerin bu 6zellikleri g6z Oniine alinarak ihtiva
ettikleri protein, lipit, gliserol ve pigment miktar izerinde etkili olan
faktorlerin belirlenmesi amaci ile son yillarda onemli c¢aligsmalar
yapilmaktadir. Yaptigimiz c¢alisma da biyokimyasal igerik
bakimindan olduk¢a zengin olan Chlorella vulgaris’in kiiltiir
ortaminda yapilacak fiziksel ve kimyasal degisiklerin, bu mikroalgin
biyokimyasal icerigi tiizerindeki etkilerinin neler oldugu

belirlenmistir.
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Ayrica, belirli stres kosullar1 olusturularak C. vulgaris’in
degerli metabolit miktarlarinin artirilmasina yonelik parametrelerin

belirlenmesi amag¢lanmuistir.

Ip vd., (2004), Chlorella zofingiensis’de miksotrofik kiiltiir
ortaminda farkli glikoz ve azot konsantrasyonlarinda, hiicre
yogunlugu, astaksantin ve klorofil miktarindaki degisimi belirlemek
amaciyla, 0-40 g/L glikoz ve 0-1.1 g /L konsantrasyonda azot i¢eren
kiiltiir ortamlar1 hazirlamislardir. Kontrol grubu olarak glikoz ilavesi
yapilmamis ve azot konsantrasyonu degistirilmemis kiiltiirler
kullanmislar ve baslangigta 0.1 g gl' verimlilikte olan hiicresel
gelisimin, glikoz konsantrasyonu 5 g/L olan kiiltiirlerde maksimum
miktara ulastigin1 ve bu maksimum degerin bu konsantrasyonda 3
gin siireyle aym kaldigim1 ve daha sonra hizla azaldigini
belirlemislerdir. Arastirmcilar, en yiiksek astaksantin miktarini 30
g/l glikoz konsantrasyonunda gozlemlerken klorofil miktarinin
maksimum degere diisiik glikoz konsantrasyonlu (5 g/L) ortamlarda
ulagtigin1  tespit etmislerdir. Yiiksek glikoz konsantrasyonlu
kiiltiirlerde, maksimum astaksantin miktarlarina ulasilmasa da kiiltiir
stirecinin daha uzun siire devam ettigini ifade etmislerdir. Yiiksek
glikoz ve diisiik azot konsantrasyonlarinin alg Kkiiltlirlerinde

astaksantin liretimini etkiledigi sonucuna varmislardir.

Qin vd., (2008), 151k siddeti ve sicakligin Scenedesmus
obliguus’un hiicre sayisi, astaksantin ve protein miktari tizerindeki

etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda iki asamali kiiltlir ortamlari
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kullanmislardir. Bu iki asamali olarak hazirlanan kiiltiir ortamlarinin
ilkinde 30 °C’de 180 umol m?s™! 151k siddetinde 48 saatlik bir
inkiibasyon siiresine sahip bir kiiltiir ortami1 hazirlanirken ikincisinde
25 °C’de 80 umol m™?s™! 151k siddetinde 72 saatte inokiile etmislerdir.
Scenedesmus  obliquus’e ait bu  kiiltiirlerin  astaksantin
akiimiilasyonu, hiicre sayisi1 ve protein miktarint analiz edilmisler,
birinci asamada ilk 24 saatten sonra hiicre sayisinin baslangic
degerinin altina diistiigiinii (1.605x107 mL') tespit etmisler ve
protein miktarinin da benzer sekilde 88.75 mg/g’dan 54.79 mg/g’a

azldigini belirlemislerdir.

Ikinci asamada ise birinci asamanin aksine hiicre sayis1 ilk 60
saatte 1.6x10"mL""ye ulasirken sonraki 12 saatte bu artisin devam
ettigini, protein miktarinin ise 42 saatten sonra hizla 94.36 mg/g’dan
185.84 mg/g’ye artig gosterdigini tespit etmislerdir. Astanksantin
miktarinin ise; birinci asamada inkiibasyon boyunca arttigini ikinci

asamada 24. saatten sonra azaldigini rapor etmislerdir.

Ip vd., (2005), peroksinitrit ve nitril klorid’in Chlorella
zofingiensis 'de astaksantin, protein ve kuru agirlik tizerindeki
etkilerini incelemislerdir. Karanlik, heterotrofik kiiltiir ortaminda
bes giin boyunca gozlemler yapmislardir. Nitril klorid, NaCIO ve
NaNO2’nin reaksiyonu sonucu olusmaktadir. Bu sebeple
hazirladiklart ~ kiiltiirlerde  NaCIO  konsantrasyonunu  sabit
tutulmuslar, sadece NaNO» konsantrasyonu degistirerek deneylerini

yapmuslardir. Peroksinitrit’in farkli konsantrasyonlarinin (0-10mM)
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uygulandigr kiiltiirlerde kuru agirligin, azot konsantrasyonundaki
artisa paralel olarak 8.92°den 60.88 mg g e yiikseldigini ve
baslangigta 1.57 mg g! olan astaksantin miktarmm ise 2.07 mg g’!
ile ImM konsantrasyonda en yiiksek degere ulastigini tespit
etmiglerdir. Nitril klorid’in farkli konsantrasyonlarinin uygulandigi
kiiltiirlerde ise kuru agirligin konsantrasyon artisina bagli olarak
arttigini, astaksantin miktarmin ise baslangigta 1.36 mg g'’dan
0.ImM konsantrasyonda 1.84 mg g'olan maksimum degere

ulastigini belirtmislerdir.

Sarada vd., (2002), tuzluluk ve farkli azot kaynaklari
kullanilarak olusturulan kiiltiir ortamlarinda Haematococcus
pluvialis’de biomas, astaksantin ve klorofil miktarlarindaki
degisiklikleri incelemislerdir. Hazirlanan bu kiiltiir ortamlar
sodyum asetatli ortam ve sodyum asetatla birlikte farkli tuzluluk
konsantrasyonuna sahip ortamlardan olusturulmustur. Yine aym
caligmada, baska bir faktor olan azot kaynaginin etkisi de incelemis
ve amonyum nitrat, potasyum nitrat, sodyum nitrat ve kalsiyum
nitrat ile farkli azot kaynakli kiiltiir ortamlar1 olusturmuslardir.
Klorofil miktarmin en yiiksek oldugu (12.4 mg/L) Kkiiltiirlerin
sodyum nitratla hazirlananlar oldugunu tespit etmisler, tuzluluk
denemelerinde ise 4-8 giinliik siirecte astaksantin miktarinin %0.5
tuzluluk ve sodyum asetatl kiiltiirlerde maximum degere ulastigini

belirlemislerdir.
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Orosa vd., (2005), NaNOs’iin farkli konsantrasyonlar1 ve
karbon kaynagi olarak malonat, asetat ve nitrat’in farkh
konsantrasyonlarinin  kullanildig1 kiiltiirlerinde Haematococcus
pluvialis’in gelisim oranlar1 ve astaksantin miktarin1 belirlemek
amactyla 16 giin boyunca denemeler yapmislar, asetat, malonat,
nitratli  kiiltiirlerin ~ farkli  konsantrasyonlarinin  uygulandigi
orneklerde baslangic degeri 0.12 pd?' gelisim oranina sahip
kiiltiirlerde, nitratli ortamda maksimum miktara (0.46 p(d')) 1 g 1!
konsantrasyonda ulasilirken asetatli ve malonath kiiltiirlerin her
ikisinde de 0.64 ve 0.56p(d!) olan maksimum gelisim oranimnin
0.25gl! konsantrasyonda elde edildigini belirtmislerdir. Farkl
NaNOs konsantrasyonu uygulanan kiiltiirlerde 11. giine kadar
onemli bir degisiklik gdzlemlenmedigi ve bu siirecten sonra hiicre

sayisinin artig gosterdigini tespit etmislerdir.

Liu vd., (2012), endiistriyel bir atik olan melasin, kiiltiir
ortaminda karbon kaynagi olarak kullaniminin = Chlorella
zofingiensis lizerindeki etkilerini incelemigslerdir. Bu amagla
Chlorella zofingiensis’in farkli melas konsantrasyonlarindaki
hiicresel gelisimi, astaksantin ve lipit miktarlarindaki degisimi
belirlemek amaciyla kiiltiir kosullar1 olusturmuslardir. Glikoz,
fruktoz ve siikroz gibi seker kaynaklarini barindiran melas 5-50 gL
araligindaki konsantrasyonlarina seyreltilmis ve baslangigta 0.5 gL”
' olan kuru agirhk miktarmin 30 gL' konsantrasyonlu melas

ortaminda maksimum degere ulastigin1 belirtmislerdir. Astaksantin

ve lipit miktarinin ise melas konsantrasyonundaki artigsa paralel
~29-.



olarak artigm ve 50 gL' melas konsantrasyonunda maksimum

degere ulastigini belirtmislerdir.

Giannelli vd., (2015), astaksantin iiretim kapasitesini
artirtlmasinda sicaklik faktoriiniin etkilerini incelemisler ve farkl
sicaklik araliklar1 segerek bu araliklarda astaksantin miktarindaki
degisimleri tespit etmislerdir. 20, 23.5, 27, 30.5 °C sicakliklarda
maksimum hiicre konsantrasyonlarinin sirastyla; 1.67 x10°,
1.28x10°, 1.27x10%, 6.04x10° hiicre/ml! oldugunu belirlemis ve
inkiibasyon siiresinin 7. giiniine kadar astaksantin miktarinin sabit
kaldigim1 7. giinden sonra yiiksek sicakliklarda astaksantin

miktariin yaklagsik %37 oldugunu tespit etmislerdir.

Sun vd., (2008), farkli seker kaynaklarinin Chlorella
zofinginensis’in gelisimi ve astaksantin miktar1 iizerindeki etkilerini
incelemiglerdir. Laktoz, glikoz, mannoz, fruktoz, siikroz ve galaktoz
gibi seker tiirleri, 50 gL' konsantrasyonda besiyeri ortamma ilave
etmis, en 1iyi gelisim ve maksimum astaksantin miktarini
belirlemislerdir. Kuru agirhik dlgiimlerinde glikoz (10.63 gl™!) ve
mannozun (10.17 gl™!) hiicresel gelisim i¢in en iyi karbon kaynagi
oldugunu belirtmislerdir. Astaksantin miktarinin ise kuru agirlik
tespitinde oldugu gibi glikoz ve mannoz ile hazirlanan ortamlarda en
yiiksek degere ulastigini tespit etmislerdir. Calismanin sonucu olarak

laktozun en fakir karbon kaynagi oldugunu gézlemlemislerdir.
Khalil vd., (2010), Chlorella ellipsoidea ve Dunaliella
bardawil’in 4-10 araligindaki pH’larda gosterdikleri hiicresel
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gelisim ve biyokimyasal iceriklerindeki degisimi ortaya koymak
amaciyla 10 giinlik deney siiresince kuru agirlik, pigment ve
antioksidan miktarlarindaki farkliliklar1 gézlemislerdir. Dunaliella
bardawil i¢in maksimum kuru agirlik degerine pH 7-7.5 araliginda
ulasildigini, Chlorella ellipsoidea’de pH artisina paralel olarak kuru

agirlik miktarinin arttigini belirtmislerdir.

Pigment (klorofil a ve b) miktarinin Chlorella ellipsoidea ve
Dunaliella bardawil’da pH 4, 6 ve 7'de yliksek oldugunu tespit
etmislerdir. Chlorella ellipsoidea’da protein miktarinin pH 4, 6 ve
9’da swrastyla 61.9, 82.8, 74.6 mg/g oldugunu, karbonhidrat
miktarmin ise protein miktarinin aksine pH 9’da 85.1mg/g

maksimum degerine ulastigini tespit etmislerdir.

Gong vd., (2014), stres kosullarinin mikroalglerin
biyokimyasal yapisi iizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla
Chlorella  vulgaris lzerinde arastirmalar yapmislardir. Bu
arastirmada mikroalglerden elde edilen biyodizelin maliyetini
azaltma hususunda anahtar role sahip olan hiicresel gelisimin 6nemi
sebebiyle Chlorella vulgaris’t farkli stres kosullarina tabi
tutulmuslar ve kiltiir ortamlarinin aydinltilmasinda 3960, 7920 ve
11920 liix siddetinde 151k kaynaklar1 kullanilmiglardir. Ayrica pH nin
etkilerini ortaya koyabilmek i¢in pH 7, 8, 9 vel0 degerinde kiiltiir
ortamlar1 hazirlanmislardir. 20 giinliik inokiilasyon siiresi sonunda

sadece pH faktorlii ortamda, pH 10’da gelisim maximum olurken,
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3690 liix 1s1ktada hiicre sayisinin benzer sekilde yiiksek oldugunu

tespit etmislerdir.

Sakarika vd., (2016), Chlorella vulgaris’in optimum pH
degerini belirlemek icin yaptiklar1 c¢alismada dokuz farkli pH
degerine sahip siv1 kiiltlir hazirlamiglardir. Bu amagcla, heterotrofik
kosullarda 20-25 umol m2s1s1k yogunlugunda, siilfiir sinirlamasi
yapilmig C. vulgaris kiiltiir ortamlarinda optimum pH’1 belirlenmeye
caligmiglardir. Dar aralikhh pH (3, 4, 5, 6, 7, 7.5, 8, 9.5, 11)
denemelerinde inkiibasyon siiresi sonunda pH artik¢a gelisim
oraninin arttigint tespit etmislerdir. pH 5-7 araliginda gelisim
stiresinin 10 giin devam ettigini, pH 7-8’de 8. giiniin sonunda

gelisimin durdugu belirlemislerdir.

Rafiqul vd., (2005) Spirulina plantesis ve Spirulina
fusiformis’in biyokimyasal degisimi ve hiicresel gelisim oranina
sicaklik, 151k, pH gibi ayirt edici g¢evresel faktorlerin katkisini

arastirmislardr.

Zarouk ortaminda 32 °C, 2500 liix 151k ve pH 9°da Spirulina
fusiformis’in hiicresel gelisiminin optimum oldugu, Spirulina
plantesis’inise 37 °C, 2500 liix 151k ve pH 10’da optimum biiylimeye
ulastig1 belirlenmis ve c¢evresel faktorlerin bu organizmalar

tizerindeki etkisi ortaya koymuslardir.

Livd., (2008) yesil alg tiirii olan Neochloris oleoabundans’in
hiicre gelisimi ve lipit birikimine azot kaynaginin etkisini belirlemek

amaciyla lire, amonyum bikarbonat ve sodyum nitrat gibi farkli azot
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kaynaklar1 denemis ve en iyi azot kaynagi belirlendikten sonra farkli
konsantrasyonlardaki (3, 5, 10, 15, 20 mM) gelisim ve lipit
miktarlarim1 tespit etmislerdir. Calisma sonunda kuru agirhik
miktarlarina gore degerlendirme yapilarak en iyi azot kaynaginin
(2.5 g/l') sodyum nitrat oldugu belirlemisler ve farkli konsantrasyon
denemelerinde maksimum kuru agirlik miktarina 3.15 g/l ile sodyum
nitratin 10 mM konsantrasyonunda ulasildigini ifade etmislerdir.
Lipit miktarinin ise konsantrasyon miktari artik¢a azaldigi ve 20 mM

konsantrasyonda minimum degerde oldugunu rapor etmislerdir.

Converti vd., (2009), biyodizel iiretiminde énemli bir yeri
olan mikroalglerde lipit ve hiicresel gelisimin artirilmasi amaciyla
Chlorella vulgaris ve Nannochloropsis oculata’da sicaklik ve azot
konsantrasyonlarindaki deg8isiminin etkisini ortaya koymak
amaciyla 15, 20, 25, 30, 35, 38 °C sicaklikta ve farkli NaNOs3
konsantrasyonunda s1vi kiiltiir ortamlar1 hazirlamislardir. C.vulgaris
icin 25 °C sicakligin gelisim acisindan daha elverisli oldugu ve lipit
miktarlar1 kiyaslandiginda yine ayni sicaklikta maksimum deger
olan 14.71 (gipid(100 g kuru alg)') miktarina ulasildigini tespit
etmislerdir. N. oculata’da ise en 1yi gelisim ve lipid miktarinin 15 °C
de elde edildigi ve konsantrasyon kiyaslamalarinda Chlorella
vulgaris’de 0.14 p®(giin™) en iyi gelisim oranina NaNOQ3’iin 1.5 gL
! konsantrasyonunda N. oculatada ise 0.3 gL' konsantrasyonda

maksimum degerde oldugunu ortaya koymuslardir.
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Mujtaba vd., (2012), iki asamali olarak kiiltiire alinan C.
vulgaris’in lipit ve gelisim miktarlarin1 kiyaslanmiglardir. Bu
asamalardan ilkinde 2 mg/L PO4, 100 pmol m™/s 151k yogunlugu,
0.25 vvm CO; yogunluguna sahip kiiltiir ortaminda inokiile edilen
Chlorella vulgaris’in kuru agirliginda baslangi¢ miktarina gore %43
artts meydana gelirken, lipit miktarin1 ise 77.8 mg/L olarak
belirlemislerdir. Tkinci hazirlanmis kiiltiir ortam1 olan 5 mg/L NOs,
2 mg/L PO4, 100 pmol m™/s 151k yogunlugu ve 0.25 vvm CO; ihtiva
eden kiiltiir ortaminda ise kuru agirligin baslangic miktarina gore
%353 artti@ini, lipit miktarinin ise 77.1 mg/L olarak maksimum

seviyeye ulastigini belirtmislerdir.

Arora vd., (2016), Chlorella minutissima’nin azot ve fosfat
siirlamas1 yapilan Kkiiltlirlerindeki gelisimini izlemislerdir. Bu
caligmada, 10 giinlik deney silirecinde farkli azot-fosfat
kombinasyonlar1 denemisler ( N*P*, N*P-, N*PL, NLP*, NLPL) ve 5.
giinden itibaren hizli bir degisimin oldugunu ortaya koymuslardir.
Deneme siiresinin  sonunda en iyi gelisimin N"P" kosulunda
gerceklestigini (1.2 £0.04 g/L), maksimum lipit miktarina ise N*P-

kombinasyonunda ulasildigini tespit etmislerdir.

Wu ve Xiaoling Miao (2014), azot konsantrasyonunun
biyodizelin niteligi tizerindeki etkilerini incelemek iizere yaptiklar
caligsmada farkli azot konsantrasyonlarina sahip sivi1 kiiltiirlerde 14
giin siireyle ¢esitli analizler yapmiglardir. Bu ¢alismada 0, 0.3, 0.6,

0.9 ve 1.5 g/L azot konsantrasyonuna sahip kiiltiir ortamlarina alinan
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Chlorella pyrenoidosa ve Scenedesmus obliquus’da 14 giin siireyle
kuru agirlik, protein, lipit, karbonhidrat gibi metabolitlerin
miktarindaki degisimi incelemislerdir. Chlorella pyrenoidosa’da 1.5
g/L azot konsantrasyonlu siv1 besi yerlerinde kuru agirlik ve protein
miktariin maksimum degere ulastigini, Scenedesmus obliquus ig¢in
ise bu maksimum konsantrasyon degerinin kuru agirlik i¢in 0.6 g/L

ve protein i¢in ise 1.5 g/L oldugunu tespit etmislerdir.

Mohammadi vd., (2016), C.vulgaris’in lipit ve biomas
iiretkenligi iizerine etkili parametreleri ortaya koymak amaciyla
yaptiklar1 ¢alismada farkli sicaklik degerleri, 151k siddeti, fotoperiyot
ve karbonat konsantrasyonlar1 gibi faktorleri ele almiglardir. Sadece
sicaklik faktoriinde degisiklik yapilan kiiltiir ortamlarinda, 25, 30,
35°C sicakliklarda biomas ve lipit miktarlar1 incelenmis, 30 °C’de
optimum gelisim ve maksimum klorofil miktarina ulasilmistir.
25°C’den 35°C dogru degisen sicaklik degisikliklerinde lipit
miktarinin %12.2°den %7.1°e azaldig1 belirlenmistir. Farkli karbonat
konsantrasyonlarinda ise, maksimum gelisim oraninin 0.2 g/L
konsantrasyonunda gerceklestigi C. vulgaris igin optimum 1s1k
siddetinin 3500 liix ve fotoperyotun ise 12:12 (A/K) oldugu rapor

etmislerdir.

Chu vd., (2013), siv1 kiiltiir ortamindaki azot ve fosfor
miktarin  biomas ve lipit miktar1 tizerindeki etkilerini
arastirmislardir. C. vulgaris kiiltiirleri icin 5 farkli s1v1 kiiltiir ortami1

hazirlamislardir. Bu kiiltiir ortamlari; kontrol grubu, N-P, N-PL,N-P-
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gibi kiiltiir ortamlarindan olusmus ve 14 giin boyunca bu kiiltiir
ortamlarindan aliman Orneklerde biomas ve lipit miktarlarini
kiyaslamiglardir.En iyi gelisimin goriildiigii kiiltiir ortaminin N-P~ve
kontrol grubu oldugunu ifade etmislerdir. Baslangicta %24.6 olan
total lipit miktarinin 14. giiniin sonunda N-P~ ortamda %54.88 ile

maksimum degere ulagtigini tespit etmislerdir.

Chakraborty vd., (2016), mikroalglerden biyodizel iiretimi
amaci ile s1v1 besiyerlerinde tiretilen Chlorella minuttisima’nin lipit
artirim olanaklarinin incelendigi ¢alismada, sicaklik, 151k yogunlugu,
azot-fosfat konsantrasyonu gibi parametrelerde yapilan degisiklikler
ve bu degisiklerin lipit iiretimi iizerine etkisini incelemislerdir. Bu
calismada, 15, 20, 25, 30, 35°C sicaklikta, 0-3 mM fosfat, 0-25 mM
azot, 60-160 umolm? s! 1sik yogunlugunda degisikliler
yapmislardir.

Optimum sicaklik degerinin 25 °C ve 1s1k siddeti ise
140pmol m™ s! olarak belirlenen kiiltiir ortamlarinda 1.8 mM fosfat
ve 25 mM azot konsantrasyonlarinda maksimum biomasa (1.2 g/1)
ulasildigin1 ifade etmislerdir. Ayrica Kkiiltiir ortamlarinda azot
konsantrasyonundaki artisin lipit miktarinda azalmaya sebep
oldugunu maksimum lipit miktarinin 5 mM azot, 0.5 mM fosfat
konsantrasyon, 140umol m? s 151k siddeti ve 35 °C sicakliktaki

ortamlarda elde edildigini belirtmislerdir.

Ordog vd., (2016), sicaklik ve azot eksiliginin lipit, protein

ve biomas iizerindeki etkilerini Chlorella nin ii¢ farkli tiiriinde
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incelemislerdir. Chlorella tiirlerini, sicaklik (20, 25, 30 °C) ve azot
eksikliginin (%2, 3,10); lipit, protein ve biomas miktarinda sebep
oldugu degisimi kiyaslanmak tizere farkl kiiltiirlere almiglar ve tim
tirlerde altinct giiniin sonunda 25 °C sicaklikta ve %10 azot
konsantrasyonunda kuru agirligin  (mg/L) maksimum degere
ulastigini tespit etmislerdir. Calismada, lipit miktarlarinin azot
konsantrasyonu artik¢a azaldigi ve protein miktarinin ise arttigini

ifade etmislerdir.

Gonzalez-Garcinuno vd., (2014), Scenedesmus abundans ve
Chlorella ellipsoidea’da lipit miktart ve hiicre yogunluguna, farkli
azot kaynaklarinin etkilerini inceledikleri calismada; Chlorella
ellipsoidea’da azot kaynag1 olarak NH4NOs3 1 kullanildig1 kiiltiir
ortamlarinda hiicre sayisinin ve lipit miktarinin  maksimum
oldugunu, Scenedesmus abundans da ise %6.6 lipit/biomas degeri ile
lipit miktarinin maksimuma ulastigi, 45.25 mg L'd! biomas
verimliliginin de yine ayni azot tiirli olan NH4NO3’lii kiiltiirlerde
maksimum oldugunu tespit etmislerdir. Lipit artis1 i¢in en iyi azot
kaynaginin NH4NOs3 oldugunun tespit edilmesinden sonra farkli azot
konsantrasyonu denemeleri yapmiglar ve S. abundans’in %0.1
konsantrasyonunda, C. ellipsoidea’nin ise % 0.01 amonyum nitrat
konsantrasyonunda maksimum hiicre sayisina ulagtigni tespit

etmislerdir.

Feng vd., (2012), azot ve fosfor gibi temel nutrientlerin

Chlorella zofingiensis’in kuru agirlik ve lipit birikimi {izerindeki
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etkilerini inceledikleri c¢alismada, farkli fosfor ve azot
konsantrasyonlarina sahip sivi besi yerleri olusturularak denemeler
yapmislar ve kuru agirlik analizlerinde NaNOs ile hazirlanan kiiltiir
ortamlarinda 1.0 g/l  konsantrasyonda, KH>PO43H>O ile
hazirlananlarda ise 0.01 g/L’de maksimum miktara ulasildigini
belirtmisglerdir. ~ Calismanin sonucunda lipit ve hiicre sayisi
bakimindan azotun fosfata kiyasla daha etkili oldugu sonucuna

varmiglardir.

Das vd., (2011), farkl dalga boyundaki 1s18in mikroalglerin
gelisimi lizerindeki etkilerini arastirdiklar1 calismada, 470 nm dalga
boyuna sahip mavi led ile yapilan aydinlatmada Nannochloropsis sp.
de, fototrofik kosullar altinda, kirmizi, yesil ve beyaz ledlere kiyasla,
yiiksek palmitoleik asit ve diisiik EPA icerigi; miksotrofik biiyiimede
mavi, yesil ve beyaz 1sikta diisiik yag asiti; fototrofik kosullar altinda
da benzer yag asiti igerigi elde edildigini belirtmislerdir. Ayni
calismada 550 nm dalga boyuna sahip yesil led ile aydinlatilan
Nannochloropsis sp. kiiltlirlerinde ise fototrofik kosullar altinda
floresan ve kirmizi, beyaz ledlere kiyasla yliksek arasidonik asit
icerigi tespit etmiglerdir. 680 nm dalga boyuna sahip kirmizi led ile
aydinlatmada ise fototrofik kosullar altinda, mavi, yesil, beyaz
ledlere kiyasla, Nannochloropsis sp. de yliksek oleik asit igeriginin

oldugunu ifade etmislerdir.

Liang vd., (2009), Chlorella vulgaris’de farkli biiyiime

kosullarinda  biomas ve lipit {retimindeki  degisimleri
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arastirmiglardir. Kiiltiirler ototrofik ve heterotrofik olarak bilyiimeye
alinmis, ototrofik biiylime ile daha yiiksek lipit igeriginin (% 38)
saglandigl, heterotrofik biiylimede ise glikoz, asetat ve gliserol
kullanim1 ile ¢ok daha az lipit iiretimi oldugunu saptanmislardir.
Optimal hiicre yogunlugu (2 g I'") ve lipit iiretimine (54 mg™' giin™')
% 1 glikoz kullaniminda ulasildigini belirtmisglerdir.

Petkov ve Garcia (2007), farklt Chlorella tirlerindeki lipit
oranini incelemislerdir. Lipit oranlarimi karsilastirmak igin, farkl
Chlorella tiirlerini fototrofik, heterotrofik ve dis ortam kosullarinda
iiretmisler, tiirler tizerinde N eksiltmesi uygulayarak yag iceriklerini
incelemislerdir. Calisma sonuglarina gore 20 karbonlu ve 4 ya da 5
cift baghh yag asidinin tir farkliligindan kaynaklanmadigi
degerlendirilmis ve tatli su alglerinden C. pyrenoidosa’nin fototrofik
olarak yetistirildiginde N eksiltmesinin yag asidi miktarinin artigsina

sebep oldugunu tespit etmislerdir.

Wang vd., (2007), yaptiklari ¢alismada, fototrofik kiiltiir
kosulunda kirmiz1 (620-645nm), mavi (460-475nm), yesil (515-
540nm), sar1 (587-595nm) ve beyaz (380-760nm) renklerdeki led
151k kaynagi kullaniminin, Spirulina platensis’in gelisimi lizerine
etkilerini arastirmislardir. Isik kaynagi olarak 5 voltluk ve
maksimum 3000 pmol ms™! 151k yogunluklu led ampuller segmisler
ve ¢aligmanin sonucunda bes giinliik inokiilasyon siiresi boyunca en
1yi gelisimi, kirmizi led 1s1kla aydinlatilan kiiltiirlerde elde ettiklerini

belirtmislerdir.

--39--



Katsuda (2004), fotosentetik bir mikroalg tiirii olan H.
pulvialis’in potansiyel bir astaksantin kaynagi oldugunu belirterek
hiicre igerisindeki astaksantin miktarim1 artirmak i¢in mikroalg
kiiltiir denemelerinde farkli stres faktorleri kullanilarak denemeler
yapmis ve yapilan ¢aligmada kirmizi (625nm), yesil (525nm), mavi-
mor (410nm) ve mor (380nm) renkli led aydinlatmalar kullanarak H.
pulvialis’in 151k stresi kosuluna verdigi cevabi arastirmistir.
Calismada bu kosullarda degisen hiicre sayis1 ve astaksantin
miktarlar1  degerlendirilmistir.  Calismanin  sonunda  hiicre
konsantrasyonunun (0.025 mg kuru agirhk cm™) kirmizi isikta,
astaksatin miktarinin ise mavi led aydinlatmali ortamda maksimum

degere ulastigini tespit etmistir.

Mohsenpour ve Willoughby (2013), Chlorella vulgaris’i
fotobiyoreaktorlerde kiiltiire alarak ortamin 1s1k renginin hiicre
sayisi, pigment miktar1 lizerindeki etkilerini arastirmislar, kirmizi,
mavi, yesil, sari, turuncu 151k renginde ve diisiik ya da yliksek
yogunluktaki 1gikta kiiltlir ortamlar1 hazirlamislardir. Hem yiiksek
hem de diisiik 151k yogunlugunda ve mavi, sar1, turuncu ve kirmizi
genis spektrumlu 151k kaynaklarina kiyasla, yesil 1sikta yiiksek
klorofil birikimi elde edildigini tespit etmislerdir. Ayrica 14 giin
devam eden inokiilasyon siiresi sonunda maksimum hiicre sayisina

ise kirmizi 1s1kta ulasildigini ortaya koymuslardir.

Keeling (2013); Marriott ve Blankenship (2011), Isik

kaynagindan yayilan ve alglerdeki klorofil molekiilleri tarafindan
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tutulan, mavi veya kirmizi dalga boylu bir¢ok fotonun, hiicresel yapi,
pigment kompozisyonu ve kloroplast iizerinde etkili oldugunu
belirterek alg tilirlerinin en iyi biiyiime gerceklestirmek i¢in, ya mavi
151k (420—470 nm) ya da kirmizi 15181 (660 nm) tercih ettigini tespit

etmislerdir.

2. Materyal ve Metot
2.1 Chlorella vulgaris’ in Temini

Tatli sularda genis yayilim gosteren Chlorella vulgaris’i de
iceresinde bulunduran plankton 6rnekleri Keban Baraj Golii'nden
toplanmistir. Toplanan fitoplankton 6rneklerinden mikroskobik ve

kiiltiirel metotlarla C. vulgaris izole edilmistir.

2.2 Chlorella vulgaris’ in izolasyonu

C. vulgaris Ornekleri plankton ag1 yardimiyla araziden
topland1 ve Firat Universitesi Algal Biyoteknoloji Laboratuvari’na
getirilerek inverted mikroskop altinda mikropipetler yardimi ile

almarak fitoplankton 6rnekleri igerisinden C. vulgaris izole edildi.

100 ml Jaworski sivi besiyeri 250 mililitrelik erlenlere
konulduktan sonra bu ortama 2 gr agar-agar (Difco) ilave edildi.
Hazirlanan erlenlerin agzi sikica kapatilarak 120 °C 1 atm basingta
30 dakika otoklavda steril edildi. Otoklavdan ¢ikarilan besi yerleri
40-45 °C sicaklikta el yakmayacak kadar sogutuldu, petrilere

4]



dokiilerek kapaklar1 kapatildi ve homojen sekilde besiyerinin
dagilmasi i¢in diiz zeminde calkalandi. Bir sonraki giine kadar
bekletilen kat1 besiyeri ortamina alglerin bulundugu orneklerden
steril 6ze ile yayma yontemi kullanilarak ekim yapildiktan sonra
petri kutular1 23+1 °C 55 pmol m-2s-1 1s1kta 16 saat aydinlik 8 saat
karanlik peryotta iklimlendirme kabinine birakildi. Yaklagik bes giin
iklimlendirme kabininde bekletilen petrilerde kolonilerin olugmaya
basladig1 goriildii. Bu koloniler mikroskopta incelenerek C.vulgaris
oldugu belirlenen kolonilerden 6ze ile tekrar Ornekler alinarak
petrilere ekimler yapildi, bu islem birka¢ kez tekrar edilerek

petrilerde yalnizca Chlorella vulgaris’ in iremesi saglandi.

2.3 Stok Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

Petri kutularindaki kolonilerinden 6ze yardimi ile C. vulgaris
ornekleri alinarak Jaworski sivi besi ortamina asilama yapildi.

25! 151kta 16 saat

Asilama yapilan bu erlenler 23+1 °C 55 pmol m
aydinlik 8 saat karanlik periyodunda iklimlendirme kabininde
beklemeye birakildi. Sivi kiiltiirler giinde ii¢ kez calkalanarak stok

C. vulgaris kiiltiirleri hazirlandi.
2.4 Farkh Isitk Dalgaboyunda Kiiltir Ortamlarin
Hazirlanmasi

C. vulgaris’in hiicre sayisi, protein, gliserol ve pigment
(Astaksantin ve klorofil a, b) miktarlarina 15181n dalga boyunun

etkisini belirlemek amaciyla; beyaz, kirmizi, yesil ve mavi renklerle
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aydinlatilan iklimlendirme kabinine, i¢erisine 150 mL Jaworski s1v1
besiyeri ve 50 mL de stok C. vulgaris kiiltliriinden ilave edilen
erlenler 16 saat aydinlik 8 saat karanlik peryotta (16A/8K), 23+1

derece sicakliga ayarlanmis olan iklimlendirme kabinine yerlestirildi

2.5 Farkh pH’ I1 S1v1 Besiyerlerinin Hazirlanmasi

pH’1n Chlorella vulgaris’in hiicre sayisi, protein, gliserol ve
pigment (Astaksantin ve klorofil a, b) miktarlarina etkilerini
aragtirmak i¢in 4, 6, 7, 8 ve 10 pH’ ya sahip siv1 besi ortamlar
hazirlandi. Jaworski sivi besi ortaminin pH ayarlamasi i¢in %5°lik
NaOH- HCl kullanildi. Kontrol kiiltiirii olarak standart Jaworski sivi
besi ortami kullanildi. Kontrol grubunun pH’1, pH metre ile

Olgiilerek 7.2 olarak belirlendi.

2.6 Farkh Azot Kaynaklarimin Kullamldig1 Besiyerlerinin

Hazirlanmasi

Farkl1 azot kaynaklarinin Chlorella vulgaris’in protein, hiicre
say1s1, gliserol ve pigment miktarina olan etkisini belirlemek igin
standart Jaworski besiyerindeki tiim azot kaynaklar1 ¢ikarildi ve
yerine ayn1 miktarda NaNO3, (NH4)>SOs ve NH4NO; konularak
farkli N kaynakli besiyerleri olusturuldu. Kontrol grubu olarak

standart Jaworski besiyeri kullanildi.
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2.7. Farkhh Azot Konsantrasyonlarinda Besiyerlerinin

Hazirlanmasi

Azot kaynagi calismasiin ardindan en iyi azot kaynaginin
NH4NO;3; oldugu belirlendi ve bu azot kaynagi igin en 1iyi
konsantrasyonun bulunmasina yonelik 6n ¢aligmalar yapildi. Bunun
icin 0.3, 0.9, 1.5 g/LL azot konsantrasyonlarinda hazirlanan sivi
besiyeri ortamlari hazirlandi. C. vulgaris ornekleri farkli azot
konsantrasyonuna sahip sivi besi yerlerinde gelistirilerek protein,
hiicre sayisi, gliserol ve pigment miktarindaki degisiklikler

incelendi.

2.8 Farkh POs Konsantrasyonlarinda Besiyerlerinin

Hazirlanmasi

PO4’1n Chlorella vulgaris’ in protein, hiicre sayisi, gliserol ve
pigment miktarina olan etkisini belirlemek i¢in standart Jaworski
besiyerindeki KH>PO4 konsantrasyonlar1 degistirilerek farkli PO4

konsantrasyonlarina sahip siv1 besiyerleri olusturuldu.

KH>PO4 (0.01, 0.04, 0.2 g/L) konsantrasyonlarinda
Jaworski’s sivi besi yerleri hazirlandi. Kontrol kiiltiirleri icin ise

standart Jaworski s1vi besi ortami kullanildi.

2.2. Analitik Olgiimler

2.2.1. Hiicre Sayimi
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Siv1 besiyerindeki Chlorella vulgaris’in hiicre sayimi on giin
stireyle mikroskopta hemositometre ile yapildi ve her bir kiiltiirden
alan tliger ornek sayilarak bulunan degerlerin aritmetik ortalamasi
alind1 ve standart sapmalar1 hesaplandi. Ayrica, ayni kiiltiirlerden
alinan Orneklerin optik yogunlugu belirlemek i¢in de on giin
siresince Jenway 6105 marka spektrofotometrede absorbans
degerleri okundu. Bu absorbans degerleri mikroskopta yapilan
Olciimlerle karsilastirildi 6l¢timler ve mikroskoptaki hiicre sayimlari
iic tekrarh olarak yapildi ve aritmetrik ortalamalar1 alinarak hiicre

sayilar1 belirlendi (APHA, 1985).

2.2.2 Pigment Analizi

Klorofil analizi i¢in C. vulgaris’in siv1 kiiltiirlerinden 10 ml
alinarak 0.45ul por acikligina sahip filtre kagitlarindan siiziildii ve
ornekler oda sicakliginda 2 saat kurumaya birakildi. Kuruyan filtre
kagitlari, icinde 10 ml aseton bulunan deney tiiplerine konulup
agizlar sikica kapatilarak ¢alkalandiktan sonra 4°C buzdolabinda 24
saat karanlikta bekletildi. Buzdolabindan c¢ikarilan 6rnekler 3500
rpm’ de 5 dakika santrifiij (SCILOGEX) edildikten sonra iistteki
berrak kisim alinarak spektrofotometrede 630, 645, 665 ve 750
nm’de absorbans degerleri okundu. Bu degerler 750 nm’de okunan
absorbans degerlerinden ¢ikarilip diizeltildi ve denkleme
yerlestirilerek klorofil a ve b miktarlar1 hesaplandi (Strickland ve

Parson, 1963).

Hesaplama:
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Klorofil a = 11,6 x D665 — 0,14 x D630 — 1,31 x D645
Klorofil b = 20,7 x D645 — 4,34 x D665 — 4,42 x D630
ug klorofil (a,b) / L = klorofil (a,b) x v/1xV

V (L) = Filtre edilen su 6rnegi

v (ml) = Kullanilan aseton

1 (cm) = Isik yolu

2.2.3.Astaksantin Analizi

C. vulgaris orneklerdeki astaksantin miktarini belirlemek
icin Boussiba metodu kullanildi (Boussiba ve Vonshak, 1991).
Hazirlanan kiiltiir 6rneklerinden 5 ml deney tiiplerine alinarak 10
dakika 4000 rpm’de santrifiij edildi. Deney tiiplerindeki supernatant
kisim dokiiliip ¢okeltiye %30’luk metanol ve %5’lik KOH ilave
edildikten sonra 65°C su banyosunda 15 dakika bekletildi.
Tiiplerdeki supernatant kisim tekrar dokiildii ve saf su ile santrifiijde
3 kez yikama islemi ger¢eklestirildikten sonra ¢okeltiye S ml DMSO
eklendi. Ardindan 10 dakika sonikasyon (3,0 kHz) islemi uyguland:
(BANDELIN SONOPLUS UW 2070). Ornekler 490 nm’de
absorbanslar1 belirlendi. Astaksantin miktar1 asagidaki denklem

yardimui ile hesaplandi (Davies, 1976);
c(mg/L) =4,5xA490xV,/Vy
¢ = Birim hacimdeki astaksantin konsantrasyonu

V.=extre edilen 6rnegin hacmi
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V= kiiltiir 6rnegi hacmi
A490= 490 nm de okunan absorbans degeri

2.2.4. Protein Analizi

Chlorella vulgaris Xiiltiirlerinde protein miktarlarindaki
degisimi belirlemek amaciyla 1 ml 6rnek deney tiiplerine alinarak
izerine 100ul DOC ilave edildikten sonra 10 dakika kadar 6rnekler
beklemeye birakildi. Ardinda deney tiiplerine 100 pul TCA eklenip 5
dakika daha beklenilerek 7500 rpm’de 6rnekler santrifiij edildi.

Deney tiiplerindeki 6rneklerin supernatant kismi dokildi ve
cokelti iizerine 1 ml Lowry ¢ozeltisi ilave edilerek 30 dakika
beklemeye birakildi. Bekleme siiresinin sonunda deney tiiplerine
hizlica 500 pl Folin ¢ozeltisi ilave edildi ve 750 nm’de
spektrofotometrede okumalar yapildt (Lowry, 1951). Protein
miktarlarinin hesaplanmasi i¢in hazirlanan protein standart egrisi

kullanild1 (Sekil. 2.1).

Sekil 1. Protein Standart Egrisi
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2.2.5. Gliserol Analizi

C. vulgaris 6rneklerinin gliserol miktar1 Sturgeon vd., (1979)
metodu ile belirlendi. Bunun i¢in gliserol standart egrisi ve fosfat
tamponlar1 hazirlandi. Gliserol standart egrisini olusturmak i¢in 1 ml
gliserol 1 1t saf su suda seyreltildi ve ardindan bu ¢ozelti belli
konsantrasyonlarda hazirlanip 570’nm de spektrofotometrede
okundu. Standart egri ¢izildi ve bdylece hesaplamalarda kullanilan

denklem elde edildi.

Fosfat tamponu ise 5-15mM ve pH 7 olacak sekilde; 0,39 gr
NaH;P04.2H20 ve 0,895 gr Na2HPO4.12H20 erlene konulup 1 1t
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safsu ilave edilerek karistirildi. Hazirlanan tamponun pH’st pH

metre ile 7’ye ayarlandi. (Sekil 2.2)

Sekil 2. Gliserol Standart Egrisi
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Gliserol analizi i¢in 2 ml 6rnek tiiplere alindi ve 4500 rpm’de
20 dakika santrifiij edildi. Supernatant kisimlar atildiktan sonra 5
mM fosfat tamponu ilave edilerek yikama islemi yapildi. Tekrar
santrifiij islemi yapilmasinin ardindan ¢okeltiye 1 ml 15 Mm fosfat
tamponu ilave edilerek 1 saat bekletildi. 5000 rpm’de 10 dakika
boyunca santrifiij yapildiktan sonra iist kisim dokiildii ve ¢okelti 1
ml saf su ile seyreltildi. Ardindan 100 pl %30 luk TCA ilave edilerek
tekrar 5000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi ve iist fazdan 200 ul
alinarak tizerine 100 pl %1 lik NalOy4 ilave edilip 15 dakika boyunca
bekletildi.
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%5’1lik 100 pl NaxSOs ilavesinin ardindan 5 dakika daha
bekletildi ve yeniden deney tiiplerine her tiipten 100 pl alinarak
pipetleme yapildi. Deney tiiplerine 50 pl %10’luk kromotropik asit
ilave edilerek iyice karistirildi ve yavasga 500 pl H>SOs ilave
edilerek tiiplerin agz1 sikica kapatildi. Ornekler su banyosunda 10
dakika bekletildi ve su banyosundan ¢ikarilarak sogumaya birakildi.
Soguyan tiiplerdeki Orneklere 570 nm dalga boyunda
spektrofotometrede okundu. Deney hazirlik siirecinde hazirlanan
gliserol standart egrisindeki denklem (y=923,47x-57,752) ile

gliserol miktarlar1 hesaplandi.

3. Bulgular

Bu c¢alismada C.vulgaris’in - hiicre  sayisi, pigment
(astaksantin ve klorofil a, b), protein ve gliserol miktar1 tizerinde
farkli dalgaboyuna sahip 15181n, pH’mn, farkli azot kaynaklarinin,

fosfat ve azot konsantrasyonlarinin etkileri incelenmistir.

3.1 Isik Dalga boyunun C.vulgaris’in Gelisim, Protein, Gliserol

ve Pigment (astaksantin ve klorofil a, b) Miktarina Etkisi

3.1.1 Isik Dalga boyunun C. vulgaris’ in Gelisimi Uzerindeki
Etkisi

Farkli dalga boyuna sahip 151k ile aydinlatilan s1v1 kiiltiirlerde
C.vulgaris’in bliylime karakteristiklerini arastirmak iizere, kirmizi
(660nm), mavi (450nm), yesil (550nm) ve beyaz 151k (400-700nm)

ile aydinlatilan siv1 kiiltlir ortamlarindaki Chlorella vulgaris’in on
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giin siiresince hiicre sayilarindaki degisimler her giin alinan
orneklerde incelenmistir. Stok kiiltiirlerden alinarak farkli dalga
boyundaki 151k ile aydinlatilan kiiltiirlere inokiile edilen C.
vulgaris’in bitlin kiiltiirlerde inokiilasyonun yapildigi giin hiicre
sayisinin 11000 hiicre/ml oldugu tespit edilmistir. Asilamay1 takip
eden 1. giinde kontrol kiiltiirlerinde hiicre sayis1 ortalama 25204
hiicre/ml olurken, yesil 151k ile aydinlatilan kiiltiirlerde 11307
hiicre/ml, mavi 151k ile aydinlatilanlarda 18834 hiicre/ml ve kirmizi
ile aydinlatilanlarda ise 37653 hiicre/ml oldugu goriilmiistiir. Ikinci
giin farkli 151k kaynaklari ile aydinlatilan kiiltiirlerin hepsinde C.
vulgaris’in gelisimi devam etmis ve kontrol kiiltiirlerinde 33021
hiicre/ml, mavi 151k ile aydinlatilan kiiltiirlerde 27230 hiicre/ml, yesil
151k ile aydinlatilanlarda 25204 hiicre/ml ve kirmizi 1sik ile
aydinlatilan kiiltiirlerde ise 44602 hiicre/ml’ye ulasilmistir. Hiicre
sayisindaki artig biitlin kiiltiirlerde {li¢lincli ve dordiincii giinde de
devam ederek besinci gilinde kontrol kiiltiirlerinde 54590
hiicre/ml’ye, yesil 151k ile aydinlatilan kiiltiirlerde 37508 hiicre/ml,
mavi 151k ile aydinlatilanlarda 44601 hiicre/ml ve kirmizi ile
aydinlatilan C. vulgaris kiiltiirlerinde ise 79.349 hiicre/ml’ye ulastig
tespit edilmistir. Altinc1 giine kadar hiicre sayilari siirekli olarak artan
kiiltiirlerde altinc1 giin yapilan sayimlarda kontrol kiiltiirlerinde
hiicre sayisinin ortalama 76106 hiicre/ml oldugu, yesil 1s1k ile
aydinlatilan  kiiltiirlerde 54472  hiicre/ml, mavi 151k ile

aydinlatilanlarda 47207 hiicre/ml ve kirmizi ile aydinlatilanlarda ise
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105122 hiicre/ml oldugu goriilmiistiir. Altinc1 giinden sonra ise C.

vulgaris kiiltiirlerinde hiicre sayisinin giderek azaldig: belirlenmistir.

Calisma siiresi sonunda, en yiiksek hiicre sayisinin kirmizi
1s1kla aydinlatilan kiiltiirlerde, en diisiik biiyiimenin ise yesil 1sikla
aydinlatilan kiiltiirlerde gerceklestigi tespit edilmistir (Sekil 3.1.).
Inokiilasyon giinii 11000 hiicre/ml olan Chlorella vulgaris’ in siv1
kiiltiirlerde maksimum sayiya ulastiklar1 altinc1 glinde artis
oranlariin kontrol kiiltiirlerinde ortalama % 591, kirmiz1 1s1k ile
aydinlatilan kiiltiirlerde % 855, yesil 151k ile aydinlatilan kiiltiirlerde
% 329 ve mavi 151k ile aydinlatilan kiiltiirlerde ise % 395 oldugu, en
yliksek artis oraninin kirmizi isik ile aydinlatilan kiiltiirlerde, en
diisiik hiicre artiginin ise yesil 151k ile aydinlatilan Chlorella vulgaris

kiiltiirlerinde gergeklestigi tespit edilmistir.

Sekil 3.1. Farkl dalga boyuna sahip 15tk kaynaklarinin C.

vulgaris’in hiicre sayisina etkisi
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3.1.2 Isik Dalga boyunun C. vulgaris’in Protein Miktarina Etkisi

Isik dalga boyunun Chlorella vulgaris’in protein miktart
iizerindeki etkisini incelemek iizere beyaz, mavi, yesil ve kirmizi 151k
ile aydinlatilan s1v1 kiiltlirlerden on giin siiresince alinan o6rneklerde
total protein analizleri yapilmistir. Biitiin kiiltiirlerde inokiilasyonun
yapildig1 giin total protein miktarinin 30.00 pg/ml oldugu, asilamay1
takip eden birinci glinde kontrol grubunda protein miktarinin 72.81
pg/ml oldugu, yesil 151k ile aydinlatilan siv1 kiiltiirlerde 34.95 pg/ml,
mavi 151k ile aydinlatilan kiiltiirlerde 56.77 pg/ml ve kirmizi 1s1k ile
aydinlatilan kiiltiirlerde ise protein miktarinin 108.34 pg/ml oldugu
belirlenmistir.Biitiin kiiltiirlerde protein miktarindaki artig ikinci giin
de devam etmis, kontrol Kkiiltiirlerinde protein miktar1 129.64
pg/ml’ye ulasirken kirmizi 11k ile aydinlatilan kiiltiirlerdeki artis
daha yiiksek olmus ve 213.80 pg/ml olarak kaydedilmistir.

Yesil 151k ile aydinlatilan kiiltlirlerde protein miktar1 44.36
pg/ml ve mavi 151k ile aydinlatilanlarda ise 80.45 pg/ml olarak tespit
edilmigtir. Sivi kiiltiirlere C. vulgaris’in asilanmasini takip eden
liclincii giinde protein miktarindaki artis devam etmis ve kontrol
kiiltiirlerinde 149.21 pg/ml, mavi 151k ile aydinlatilanlarda 88.35
pg/ml, yesil 1s1k ile aydinlatilan kiiltiirlerde 56.68 pg/ml olurken
kirmizi 151k ile aydinlatilan kiiltiirlerde 219.92 pg/ml olarak
kaydedilmistir. Inokiilasyonu takip eden dérdiincii giinde kiiltiirlerde
protein miktarindaki artisin devam ettigi, kontrol kiiltiirlerinden

alinan 6rneklerde protein miktariin 168.78 pg/ml oldugu, mavi 1g1k
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ile aydinlatilan kiiltiirlerde protein miktarinin 96.26 ng/ml, yesil 151k
ile aydinlatilanlarda 69.01 pg/ml ve kirmizi 11k ile aydinlatilanlarda
ise protein miktarnin 226.04 pg/ml oldugu tespit edilmistir.
Chlorella vulgaris kiiltiirlerinde zamana bagli olarak protein

miktarindaki artigin besinci giinde de devam ettigi goriilmiistiir.

Altinci giinde yapilan analizlerde protein miktarindaki artigin
biitiin kiiltlirlerde maksimum diizeye ulastigi, kontrol kiiltiirlerinde
protein miktarinin 182.34 pg/ml oldugu, mavi 151k ile aydinlatilan
kiiltiirlerde protein miktarinin  124.03 pg/ml, yesil 151k ile
aydinlatilanlarda 104.72 pg/ml ve kirmizi 151k ile aydinlatilanlarda

ise protein miktarinin ise 266.04 pg/ml oldugu tespit edilmistir.

Altincr glinde kirmizi 151k ile aydinlatilan Chlorella vulgaris
kiiltiirlerinden alinan orneklerde protein miktarinin maksimum

diizeyde oldugu goriilmiistiir.

Biitlin kiiltiirlerde asilamay1 takip eden altinci giine kadar
protein miktarinda artiglar gozlenirken, altinct giinden sonra
arastirma siiresi sonuna kadar protein miktarinda azalma tespit
edilmistir (Sekil 3.2.). Siv1 besi ortamina asilanmanin yapildigi giine
oranla altinci1 giinde alinan 6rneklerde kontrol kiiltiirlerindeki protein
miktarinda ortalama % 507 mavi 151k ile aydinlatilanlarda % 313,
yesil 151k ile aydmnlatilanlarda % 249 ve kirmizi 1sik ile

aydinlatilanlarda ise % 786 oraninda artis oldugu belirlenmistir.

Chlorella vulgaris kiiltiirlerinde protein miktarindaki en iyi

artisin - kirmiz1 151k ile aydimnlatilan  kiiltiirlerde oldugu ve
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inokiilasyonu takip eden alt1 giinliik siirede bu artisin oldugu, daha

sonraki slirede protein miktarinin azaldigi tespit edilmistir.

Sekil 3.2. Farkli dalga boyuna sahip 151k kaynaklarinin C.

vulgaris’in protein miktarina etkisi
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3.1.3 Isitk Dalga boyunun C. vulgaris’ in Gliserol Miktarina
Etkisi

C. vulgaris’in gliserol miktar1 tizerinde 151k dalga boyunun
etkileri on giin siiresince sivi kiiltiirlerden alinan Orneklerde
incelendi. Farkli dalga boyuna sahip 1sikla aydinlatilan kiiltiirlerde
inokiilasyonun yapildig1 giin gliserol miktar1 70.75 pg/ml olarak
tespit edilmistir. Birinci giinde kontrol grubunda 133.32 pg/ml olan
gliserol miktar1 kirmizi 1sikla aydinlatilan kiiltiirlerde 156.94
pg/ml’ye, yesil 151k ile aydinlatilanlarda 80.23 pg/ml’ye ve mavi ile
aydinlatilan kiiltiirlerde ise 115.54 pg/ml’ye ulasmustir. Ikinci ve
iiclincii giinde gliserol miktarinda tiim orneklerde ortalama 70.00
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pg/ml’lik artiglar gozlenmis ve calismanin dordiincii giiniinde
gliserol miktarlar1 kontrol grubunda 304.22 pg/ml, kirmizi 1sikla
aydinlatilan kiiltiirlerde 346.98 pg/ml, yesil ile aydinlatilanlarda
189.87 ug/ml ve mavi 151k ile aydinlatilan C.vulgaris kiltiirlerinde
ise 250.02 pg/ml oldugu tespit edilmistir.

Gliserol miktari, tiim kiiltiirlerde altinc1 glinde maksimum
degere ulagmistir (Sekil 3.3.) Altinci giinde kontrol grubunda
gliserol miktar1 494.05 pg/ml, kirmizi 151k ile aydinlatilan
kiiltiirlerde 524.22 pg/ml, yesil 1s1ik ile aydinlatilanlarda 326.85
pg/ml ve mavi 1sikla aydinlatilan kiltiirlerde 426.32 pug/ml’ye
ulagirken en yiiksek gliserol miktart kirmizi 11k ile aydinlatilan
kiiltiirlerde elde edilmistir. Altinc1 giinden sonra gliserol miktari
azalmaya baglamis ve inkiibasyonun son giiniinde kontrol grubunda
145.65 pg/ml olan gliserol miktari, kirmizi 1sikla aydinlatilan
kiiltiirlerde 174.45 pg/ml’ye, yesil ile aydinlatilan kiiltiirlerde 82.35
pg/ml’ye ve mavi ile aydinlatilan sivi kiiltiirlerde ise 125.36

pg/ml’ye diistiigii tespit edilmistir.

Sekil 3.3. Farkli dalga boyuna sahip 151k kaynaklarinin C.

vulgaris’in gliserol miktarina etkisi
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3.1.4 Isik Dalga boyunun C. vulgaris’in Astaksantin Miktarina
Etkisi

Astaksantin alglerdeki Onemli pigmentlerden birisidir.
Ozellikle son yillarda astaksantin iizerinde yapilan calismalarda
dejeneratif hastaliklar1 onledigi ve oksidatif strese karsi hiicreleri
koruyucu 6zelligi ile dikkat cekmektedir. Chlorella vulgaris’ deki
pigmentler arasinda bulunan bu karotenoid’ in farkli dalga boyuna
sahip 1siktan ne sekilde etkilendigini ortaya koyabilmek ig¢in,
kiiltiirler beyaz, kirmizi, mavi ve yesil 151k ile aydinlatilan
iklimlendirme kabininde on giinliik bir siirede gelisime tabi

tutulmuslardir.

Asilamanin yapildig1 giin 6.50 mg/L olan astaksantin
miktar1 birinci glin kontrol kiiltiirlerinde 16.50 mg/L, yesil 151k ile
aydinlatilanlarda 14.40 mg/L, mavi ile aydinlatilanlarda 19.70 mg/L

ve kirmiz1 151k ile aydinlatilan kiiltlirlerde ise 13.10 mg/L olarak
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tespit edilmistir. Astaksantin miktarindaki artig ikinci glin de devam
ederek kontrol kiiltiirlerinde 17.90 mg/L’ye ulagirken mavi 151k ile
aydinlatilanlarda 20.90 mg/L olarak belirlenmistir. Yesil 1s1k ile
aydinlatilan kiiltiirlerde astaksantin miktariin 13.80 mg/L ve
kirmiz1 151k ile aydimnlatilanlarda ise 12.90 mg/L oldugu tespit

edilmisgtir.

Ugiincii giinde Chlorella vulgaris Kiiltiirlerinden alman
orneklerde kontrol kiiltiirlerinde astaksantin miktarinin 19.62 mg/L,
mavi 151k ile aydinlatilanlarda 23.32 mg/L, yesil 151k ile
aydinlatilanlarda 15.77 mg/L ve kirmiz1 151k ile aydinlatilanlarda ise

13.60 mg/L oldugu belirlenmistir.

Kiiltiirlerdeki astaksantin miktarinin dordiincii giinde de
artmaya devam ederek kontrol kiiltiirlerinde 21.35 mg/L, mavi 151k
ile aydnlatilanlarda 25.75 mg/L, yesil 151k ile aydinlatilanlarda
17.75 mg/L ve kirmizi 1s1k ile aydinlatilanlarda ise 14.30 mg/L

oldugu goriilmiistiir.

Inkiibasyonu takip eden besinci giinde kontrol kiiltiirlerinde
astaksantin miktar1  23.35 mg/LL olurken mavi 151k ile
aydinlatilanlarda 30.70 mg/L, yesil 151k ile aydinlatilanlarda 19.02
mg/L ve kirmiz1 ile aydinlatilanlarda 16.07 mg/L oldugu tespit
edilmistir. Biitiin kiiltiirlerde maksimum astaksantin degerlerine
altinci giinde ulasilirken en fazla astaksantin miktarinin mavi 11k ile

aydinlatilan kiiltiirlerde oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.4.).
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Altinc1 glinde kontrol kiiltiirlerde astaksantin miktar1 25.35
mg/L, mavi 151k ile aydinlatilan kiiltiirlerde 35.65 mg/L, yesil 151k ile
aydinlatilanlarda 20.30 mg/L ve kirmiz1 1s1k ile aydinlatilanlarda
kiiltiirlerde ise astaksantin miktarinin 17.85 mg/L oldugu tespit
edilmistir. Altinct giinden sonra yapilan o6lgiimlerinde biitiin

kiiltiirlerde astaksantin miktarinin azaldig1 goriilmiistiir.

Chlorella vulgaris kiiltiirlerinde inokiilasyonu takip eden ve
altinc1 giinde maksimum degerine ulasan astaksantinin; kontrol
kiiltiirlerinde % 290, mavi 151k ile aydinlatilanlarda % 448, yesil 151k
ile aydinlatilanlarda % 212 ve kirmiz1 151k ile aydinlatilanlarda ise %
174 oranin da arttig1 tespit edildi. Chlorella vulgaris kiiltiirlerinde
astaksantin miktarindaki en iyi artisin mavi 151k ile aydinlatilan
kiiltiirlerde oldugu ve inokiilasyonu takip eden alt1 giinliik siirede
astaksantin miktarinin siirekli olarak arttig1 ancak daha sonra biitiin
kiiltiirlerde astaksantin miktarinin siirekli olarak azaldig1 tespit

edildi.

Sekil 3.4. Farkli dalga boyuna sahip 151k kaynaklarinin C.

vulgaris’in astaksantin miktarina etkisi
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3.1.5 Isik Dalga boyunun C. vulgaris’in Klorofil a Miktarina
Etkisi

On giinliik inkiibasyon siiresi boyunca farkli dalgaboyuna
sahip 151k kaynaklari ile aydinlatilan sivi kiiltlirlerde, gergeklestirilen
pigment analizlerinde klorofil a degerinde alt1 giin boyunca artiga
rastlanilmistir. Birinci glin gergeklestirilen klorofil analizlerinde
kontrol grubunda klorofil a miktar1 0.097 mg/ml olarak
hesaplanirken, kirmiz1 1sikla aydinlatilan kiiltiirlerde 0.070 mg/ml,
mavi 1sikla aydmlatilanlarda 0.081 mg/ml ve yesil 151k ile
aydinlatilan Chlorella vulgaris kiiltlirlerinde klorofil a miktarinin
0.147 mg/ml oldugu tespit edilmistir. Ikinci giinde klorofil a
miktarinda artiglara rastlanilmis ve kontrol grubunda 0.138 mg/ml
olan klorofil a miktar1 kirmizi ve mavi 1g1kla aydinlatilan kiiltiirlerde
0.092 mg/ml ve 0.104 mg/ml’ye artig gosterirken yesil 1sikla
aydinlatilan kiiltiirlerde klorofil a miktarinin 0.162 mg/ml oldugu

gorilmiistiir.
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Uciincii ve dordiincii giinlerde de artisgi devam ettiren
klorofil a miktariin kontrol grubunda 0.171 mg/ml oldugu, kirmizi,
mavi ve yesil 1sikla aydinlatilan kiiltiirlerde ise sirasiyla; 0.120
mg/ml, 0.135 mg/ml ve 0.222 mg/ml oldugu tespit edildi. Altinci
giinde maksimum diizeye ulasan klorofil a miktarlar1 arasinda en
yilksek degerin yesil 1sikla aydinlatilan kiiltiirlerde oldugu

belirlenmistir.

Altinct giinde yesil 1sikla aydinlatilan kiiltiirlerde klorofil a
miktar1 0.241 mg/ml’ye ulasirken kirmizi ve mavi 1s1kla aydinlatilan
kiiltiirler ile kontrol grubunda ise; 0.131 mg/ml, 0.145 mg/ml ve
0.182 mg/ml oldugu goriilmiistiir (Sekil.3.5). Altinci giinden sonra
klorofil a miktarinda ¢alismanin son giiniine kadar azalmalar

gozlenmistir.

Sekil 3.5. Farkli dalga boyuna sahip 151k kaynaklarinin C.

vulgaris’in klorofil a miktarina etkisi
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3.1.6 Isik Dalga boyunun C. vulgaris’ in Klorofil b Miktarina
Etkisi

Isik dalga boyunun C. vulgaris’in klorofil b miktar
iizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla on giin siiresince sivi
kiiltiirlerden alinan 6rneklerde analizler yapilmistir. Gergeklestirilen
pigment analizleri neticesinde klorofil b degerlerinin ilk giiniinde
kontrol grubunda 0.084 mg/ml, kirmizi, mavi, yesil 1sikla
aydinlatilan kiiltiirlerde ise sirastyla; 0.054 mg/ml, 0.058 mg/ml ve
0.108 mg/ml oldugu belirlenmistir.

Ikinci giinde ise; kontrol grubunda 0.112 mg/ml, kirmizi
1sikla aydinlatilan kiiltiirlerde 0.054 mg/ml, mavi ve yesil 1sikla
aydinlatilan kiiltiirde 0.058 mg/ml ve 0.108 mg/ml klorofil b
miktarina ulasilmistir. Ugilincii ve dérdiincii giinlerde klorofil b
miktarinin arttig1 besinci giinde kontrol grubunda 0.144 mg/ml,

kirmiz1 151k ile aydinlatilan kiiltiirlerde 0.088 mg/ml, mavi ve yesil

--62--



151k ile aydinlatilan kiiltiirlerde ise 0.104 mg/ml ve 0.164 mg/ml
oldugu tespit edilmistir.

Altinc1 giinde maksimum degere ulagan klorofil b miktarinin
maksimum degere yesil 151k ile aydinlatilan kiiltiirlerde ulasildigi
gozlenmistir (0.187 mg/ml). Altinc1 giinde kontrol grubunda 0.164
mg/ml olan klorofil b degeri, mavi ve kirmizi 151k ile aydinlatilan
kiiltiirlerde 0.118 mg/ml ve 0.092 mg/ml olarak belirlenmistir (Sekil.
3.6). Altinc1 giinden sonra azalan klorofil b miktar ilk giine gore
altinci glinde yesil 151k ile aydinlatilan kiiltlirlerde %73.14’liik artis
gostermis ve yesil 15181n klorofil b miktarindaki artisi tesvik ettigi

gorilmustir.

Sekil 3.6. Farkli dalga boyuna sahip 151k kaynaklarinin C.

vulgaris 'in klorofil b miktarina etkisi
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3.2 pH’in C.vulgaris’in Gelisim, Protein, Gliserol ve Pigment

(astaksantin ve klorofil a, b) Miktarina Etkisi

3.2.1 pH’mn C. vulgaris’in Gelisimi Uzerine EtKisi

pH’in Chlorella vulgaris’ in hiicre gelisimi {lizerindeki
etkisini incelemek amaci ile stok kiiltlirlerden farkli pH’ya sahip sivi
kiiltiirlere inokiilasyon yapilmis ve hiicre sayisinda meydana gelen
degisimler on giinlik deney siiresince takip edilmigtir.
Inokiilasyonun yapildigi giin biitiin kiiltiirlerdeki C. vulgaris’in
hiicre sayisinin 9500 hiicre/ml oldugu belirlenmistir. Birinci giinde
hiicre sayisinin kontrol kiiltiirlerinde 27640 hiicre/ml, pH 4 olan
kiiltiirlerde 10653 hiicre/ml, pH 6’da 18734 hiicre/ml, pH’s1 7 olan
stvi kiiltiirlerde 28206 hiicre/ml, pH 8 olan Kkiiltiirlerde 34840
hiicre/ml ve pH 10 olan kiiltiirlerde ise 40980 hiicre/ml’ye ulastigi
goriilmiistiir.  Inkiibasyonun ikinci giiniinde yapilan sayimlarda
biitiin s1vi1 kiiltiirlerde hiicre sayilariin arttig1, kontrol kiiltiirlerinde
hiicre sayisinin 35000 hiicre/ml’ye ulastig1 goriiliirken pH’in 4
oldugu kiilttirlerde 20600 hiicre/ml, pH 6’da 28000 hiicre/ml, pH
7°de 33860 hiicre/ml, pH 8’de 40500 hiicre/ml, pH’in 10 oldugu
kiiltiirlerde ise 48890 hiicre/ml oldugu tespit edilmistir. Uciincii ve
dordiincii giinde hem kontrol hem de farkli pH’ya sahip kiiltiirlerde

Chlorella vulgaris’in hiicre sayilarinin arttig1 goriilmiistiir.

Calismanin besinci giiniinde kontrol grubunda ve pH degeri
7 olan siv1 besi yerlerinde Chlorella vulgaris’ in hiicre sayilarinin

birbirine yakin artis gostermeye devam ettigi, C. vulgaris’in pH 4’de
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51250 hiicre/ml ve pH 6’da 59200 hiicre/ml, pH 8’de 69500
hiicre/ml ve pH 10’da ise 77890 hiicre/ml oldugu tespit edilmistir.
Hiicre sayisinin maksimum oldugu altinc1 giinde, kontrol grubunda
hiicre sayis1 79000 hiicre/ml iken pH 4, 6 ve 7’de sirasiyla; 62200
hiicre/ml, 69600 hiicre/ml, 78000 hiicre/ml, pH 8 ve 10’da ise; 88960
hiicre/ml ve 97400 hiicre/ml oldugu goriilmiistiir.

Altinct giinden sonra fakli pH’lara sahip tiim kiiltiirlerde
Chlorella vulgaris’in hiicre sayisinda azalmalar tespit edilmistir
(Sekil.3.7) Inokiilasyon yapildig: giiniine kiyasla altinc1 giine kadar
kontrol grubunda ortalama %732’lik bir artisa rastlanilirken pH 4’de
%554, pH 6°da % 632, pH 7’de %721, pH 8’de %836, pH 10’da
%925 artis oldugu belirlenmistir.

Sekil 3.7. Farkl besiyeri pH simin C.vulgaris’in hiicre sayisina

etkisi

120000 -1
]
——7
——38
—=4=10
== Kontrol

100000

80000

60000

40000 X

Hiicre sayisihiicre/ml)

20000 -~

0

T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Zaman (Giin)

--65--



3.2.2 pH’n C. vulgaris’in Protein Miktarna EtKkisi

Alg tiirlerinin gelisim ve biyokimyasal igerigini etkileyen
onemli faktorlerden biri olan pH’1n etkisini arastirmak tizere farkli
pH’lara sahip kiiltiir ortamlar1 hazirlanmistir. On gilin boyunca her
giin diizenli olarak gerceklestirilen analizlerde kiiltiir ortamindaki
protein miktarlar1 tespit edilmistir. Sivi kiiltiirlere Chlorella
vulgaris’in agilamasinin yapildigi ilk giinde protein miktarinin 40.52
pg/ml oldugu tespit edilmistir. Asilamay1 takip eden birinci giinde
kontrol kiiltiirlerinde protein miktarinin 81.80 pg/ml oldugu, pH
7’de protein miktarnin 80.13 pg/ml oldugu goriilmiistiir. pH 4’de
104.98 pg/ml, pH 6’da ise 90.75 png/ml oldugu tespit edilmistir.
Kiiltiirlerin pH’s1 bazik ortama dogru gittiginde protein miktarinin
daha az artis gosterdigi ve pH 8’de 80.13 pg/ml, pH 10’da ise 62.13
pg/ml oldugu goriilmistiir.

Protein miktari, hiicre sayisinin aksine pH degerinin asidik
oldugu s1v1 besi yerlerinde daha yiiksek miktarlara ulagsmis ve ikinci
giinde kontrol grubunda protein miktar1 93.85 pg/ml iken pH 4, 6, 7,
8 ve 10°da ise sirastyla; 117.47 pg/ml, 102.24 pg/ml, 92.73 pg/ml,
73.74 pg/ml ve 65.95 pg/ml olarak tespit edilmistir.

Asilamay takip eden {iglincli ve dordiincti giinlerde ise
kiiltiirlerde protein miktarindaki artis devam etmis ve altinci giinde
pH 4 degerine sahip kiiltlirlerde protein miktar1 en yiiksek degere

ulagsmis ve pH degeri 4, 6, 7, 8 ve 10 olan kiiltiirlerde maksimum

--66--



olan protein degerleri ( 160.32 pg/ml, 149.65 pg/ml , 139.56 pg/ml
, 116.35 pg/ml , 106.45 ng/ml ) tespit edilmistir.

Inokiilasyonu takip eden altinci giinde kontrol grubunda
protein miktar1 141.23 pg/ml’ye ulasirken pH degeri 4 olan
kiiltiirlerde protein miktarinin 160.32 pg/ml oldugu goriilmiistiir.
Altinc1 glinden sonra biitiin kiiltiirlerde protein miktarmin azaldig:
goriilmiistiir. Inokiilasyonun yapildig1 giin ile protein degerlerinin
maksimuma ulagtig1 altinci giinde protein miktarindaki artig oraninin
pH 4’te % 295, pH 6’ de %269, pH 7°de %244, pH 8’de %187, pH
10 ise %162 oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Farkl besiyeri pH simin C.vulgaris’in protein miktarina

etkisi
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3.2.3 pH’ 1n C. vulgaris’ in Gliserol Miktarina Etkisi

Glinlimiizde yasadigimiz en 6nemli problemlerin basinda

dogayla dost olmayan ve 6nemli ¢evre problemlerine neden olan
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enerji kaynaklarmin kullanimi gelmektedir. Bu 6nemli problemin
iistesinden gelmek amaciyla gelistirilen ¢oziimler arasinda, dogayla
dost biyoyakitlarin yaygin olarak kullanilmast gelmektedir.
Biyoyakit formu dogaya dost olmasinin yaninda iilke ekonomisini
de sarsmayan bir yoOne sahip olmalidir. Biyodizel {iretim
asamalarinda gliserol dikkate deger Oneme sahiptir. Chlorella
vulgaris’in gliserol igerigi lizerinde pH’nin etkilerini incelemek
amaciyla farkli pH degerlerine sahip kiiltiir ortamlar1 hazirlanarak
inokiilasyon islemleri gerceklestirilmistir. Inokiilasyonun yapildig
giin biitlin siv1 kiiltiirlerde gliserol miktarinin 50.70 pg/ml oldugu

tespit edilmistir.

Inokiilasyonu takip eden birinci giinde gliserol miktarimnin
kontrol kiiltiirlerinde 158.50 pg/ml degerine ulastigi pH 4’de 68,76
pg/ml ve pH 6’da 107.39 pg/ml, pH 7°de 154.77 ng/ml, pH 8’de
194.48 ng/ml ve pH 10°da ise 219.42 ug/ml oldugu tespit edilmistir.
Calismanin ikinci giliniinde ise kiiltlirlerden alinan Orneklerde
gliserol miktarinin artmaya devam ettigi ve kontrol kiiltiirlerinde
257.89 pg/ml oldugu goriilmiistiir. Ayni giin gliserol miktarinin pH
4 oldugu kiiltiirlerde 89.35 pg/ml, pH 6’da 124.17 pg/ml pH 8’de
300.35 pg/ml ve pH 10 da ise 335.50 pg/ml oldugu belirlenmistir.
Asilamayi takip eden iiciincii, dordiincii ve besinci giinlerde biitiin
kiiltiirlerde gliserol miktar1 artmaya devam ettigi ve altinci giinde
maksimum degerlerine ulastig1 tespit edilmistir. Altinc1 giinde
ozellikle pH degerinin 10 oldugu sivi1 kiiltiirlerde gliserol miktarinin

maksimum oldugu goriilmiistiir. Altinc1 giinde; kontrol kiiltiirlerinde
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gliserol miktarinin 665.32 pg/ml oldugu, pH 4, 6, 7, 8 ve 10 pH’da
gliserol miktarlarinin; 477.73 pg/ml, 543.29 pg/ml, 654.64 pg/ml,
768.32 pg/ml ve 920,47 pg/ml oldugu tespit edilmistir. Altinci
glinden sonra biitiin kiiltiir ortamlarinda gliserol miktarinda
azalmalarm oldugu gdzlemlenmistir. inokiilasyonun yapildig1 giin
ile maksimum gliserol miktarinin tespit edildigi altinci giinde pH 10
olan kiiltiirlerde gliserol miktarnin artis oraninin yaklasik %319

oldugu hesaplanmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Farklr besiyeri pH sumin C.vulgaris’in gliserol miktarina

etkisi
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3.2.4 pH’1n C. vulgaris’ in Astaksantin Miktarma Etkisi

Chlorella vulgaris kiiltlirlerinde astaksantin miktari tizerinde
pH’nin etkileri on giin siiresince incelenmistir. Stok C. vulgaris
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kiiltiirlerinden alinan 6rnekler pH degerleri farkli hazirlanmig kiiltiir
ortamlarina ilave edilmis ve astksantin miktarinda meydana gelen
degisiklikler incelenmistir. Inokiilasyonun yapildig1 giinii tiim
kiiltiirlerde astaksantin miktarinin 5.50 mg/L oldugu, takip eden
birinci giinde pH degeri 4 olan kiiltiirlerde astaksantin miktarinin
15.25 pg/ml, pH 6°da 20.75 mg/L oldugu, pH 7’de 7.1 ug/ml, pH
8’de 9.7 ng/ml ve pHI0’da ise 13.05 mg/L’ye ulasti1 tespit
edilmistir. Ikinci giinde, pH 6 ve 10’da astaksantin miktarinda
dikkate deger artislar gbzlenmistir. pH 7 ve altindaki pH’lara sahip
kiiltiirlerde (pH 4 ve 6 ‘da) astaksantin miktar1 18.95 mg/L, 23.55
mg/L’ye yiikselmis, pH 8 vel0’da ise; 14.54 mg/L, 16.50 mg/L’ye

ulasmustir.

Calismanin {igiincii giintinde ikinci giinde oldugu gibi kontrol
ve pH 7°de astaksantin miktarlar1 birbirine olduk¢a yakin olurken,
pH 6’da astaksantin miktarinin maksimum (30.05 mg/L) oldugu

belirlenmistir.

Besinci giinde astaksantin miktar1 pH’6 da 43.50 mg/L, pH
4°de 40.52 mg/L’ye ulasmistir. pH 7 ve kontrol grubunda, ayn1 giinde
astaksantin miktarlari; 31.25 mg/L ve 32.05 mg/L olarak tespit
edilirken, pH 8’de 35.54 mg/L ve pH 10°da ise 37,65 mg/L olarak
hesaplanmigtir. Maksimum degerlere ulasilan altinci giinden sonra
astaksantin miktar1 biitiin kiiltiirlerde azalmis ve astaksantin
miktarindaki azalma ¢alismanin son giiniine kadar devam etmistir

(Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Farkl besiyeri pH sinin C.vulgaris’in astaksantin

miktarina etkisi
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3.2.5 pH’1n C. vulgaris’ in Klorofil a Miktarma Etkisi

pH’mm Chlorella vulgaris Xkiiltiirlerinde pigment miktar
iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla on giin aragtirma siiresince
klorofil a olgiimleri yapilmistir. Stok kiiltirlerden farkli pH
degerlerine sahip sivi Kkiiltiirlere Chlorella vulgaris ekimleri
yapildiginda biitiin kiiltiirlerde klorofil a miktarinin 0.025 mg/ml
oldugu tespit edilmistir. inokiilasyonu takip eden birinci giinde
klorofil a miktarinin kontrol grubunda 0.125 mg/ml’ye yiikseldigi,
pH 4, 6,7, 8 ve 10°da ise sirasiyla; 0.094 mg/ml, 0.103 mg/ml, 0.130
mg/ml, 0.056 mg/ml ve 0.034 mg/ml oldugu belirlenmistir.
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Ikinci ve iigiincii giinde klorofil a miktar1 pH 7 ve kontrol
grubunda maksimuma ulasirken (0.265 mg/ml ve 0.247 mg/ml), pH
6’da 0.182 mg/ml oldugu tespit edilmistir.

Dordiincii giinde pH 4’de klorofil a miktar1 0.255 mg/ml
ve pH 6°da 0.292 mg/ml pH 8’de 0.215 mg/ml ve pH 10°da ise 0.165
mg/ml’ye ulastig1 tespit edilmistir. Besinci glinde de dordiincii giinde
oldugu gibi biitiin kiiltiirlerde klorofil a miktarinin arttig1 ve altinci
giinde maksimum miktara ulastigi goriilmiistiir (Sekil 3.2.5.1)
Inokiilasyonu takip eden altinci giinde kontrol kiiltiirlerinde klorofil
a miktarinin 0.590 mg/ml, pH 4’de 0.475 mg/ml, pH 6’da 0.525
mg/ml, pH 7°de 0.600 mg/ml, pH 8’de 0.415 mg/ml ve pH 10°da
0.388 mg/ml’ye ulastig1 tespit edilmistir. On giin boyunca devam
edilen Olclimlerde klorofil a miktarimin altinci giinden sonra
azalmaya basladig1r ve en diislik klorofil a miktarinin asilamadan
sonraki onuncu giinde pH degeri 10 olan kiiltiirlerde (0.045 mg/ml)
oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Farkli besiyeri pH sinin C.vulgaris’in klorofil a

miktarina etkisi
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3.2.6 pH’1n C. vulgaris’ in Klorofil b Miktarina Etkisi

Yesil alglerdeki onemli pigmentlerinden olan klorofil b
iizerinde pH’nin etkilerini incelemek amaci ile kontrol ve bes farkl
pH’ya sahip siv1 besi yerleri hazirlanarak on giin siiresince her giin

alinan Orneklerde klorofil b miktarlar1 6l¢tilmiistiir.

Inokiilasyonun yapildig1 giin kiiltiirlerin tiimiinde klorofil b
miktarinin 0.040 mg/ml oldugu belirlenirken inokiilasyonu takip
eden birinci glinde klorofil b miktar1 pH degeri 4 olan kiiltiirlerde
0.088 mg/ml, pH 6’da 0.102 mg/ml, pH 7°de 0.122 mg/ml pH 8’de
0.072 mg/ml ve pH 10°da ise 0.042 mg/ml olarak tespit edilmistir.
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Asilamay: takip eden ikinci ve {igiincli glinde de klorofil b
miktarinda artisin devam ettigi gézlenmis, dordiincii giinde klorofil
b miktarinin kontrol kiiltiirlerinde 0.350 mg/ml, pH 4’de 0.275
mg/ml, pH 6°’da 0.301 mg/ml, pH 7’de 0.355 mg/ml, pH 8’de 0.243
mg/ml ve pH 10’da ise 0.205 mg/ml oldugu goriilmiistiir. Besinci
giinde yapilan 6l¢iimlerde, kontrol kiiltiirlerinde 0.395 mg/ml, pH
7°de ise 0.399 mg/ml oldugu, pH 4’de 0.315 mg/ml, pH 6’da 0.340
mg/ml, pH 8’de 0.280 mg/ml ve pH 10’da ise 0.245 mg/ml’ye

ulastig1 belirlenmistir.

Klorofil a miktarinda oldugu gibi klorofil b miktarinda da
altinc1 giinde maksimum pigment miktarlar1 hesaplanmistir. Altinci
giine kadar miktar1 artarak devam eden klorofil b miktarinin kontrol
kiiltiirlerinde 0.520 mg/ml, pH 4’de 0.425 mg/ml, pH 6’da 0.475
mg/ml, pH 7°de 0.525 mg/ml pH 8’de 0.400 mg/ml ve pH 10’da ise
0.355 mg/ml oldugu tespit edilmistir. inokiilasyonun yapildig: ilk
giine kiyasla klorofil b miktarinin pH 4’te % 382, pH 6’da % 365 pH
7°de %330, pH 8 ve 10 da % 455 ,%755, kontrol grubunda ise % 316
arttig1 belirlenmistir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Farkl besiyeri pH sinin C.vulgaris’in klorofil b

miktarina etkisi

Klorofil b miktar1 (mg/ml)

Zaman(Giin)

3.3 Farkh Azot Kaynaklarimin C.vulgaris’ in Gelisim, Protein,
Gliserol ve Pigment (astaksantin ve klorofil a,b) Miktarina

Etkisi

3.3.1 Farkh Azot Kaynaklarmmin C. vulgaris’ in Hiicresel

Gelisimine Etkisi

Azot, mikroalglerin hiicre metabolizmasini kontrol eden en
onemli nutrientlerden birisidir. Azot; protein, klorofil, RNA, DNA

vb. gibi birgok makromolekiillerin temel yapitasidir.

Mikroalglerin gelisme ortamindaki azot degiskenligine

cevap olarak, hiicrelerin bir dizi metabolik aklimasyona ugradiklari

-75--



ve bu da genellikle hiicresel biyomolekiil bilesiminde degisiklikler
ile sonuglandigi bildirilmektedir (Illman ve ark., 2000; Gushina ve

Harwood, 2006; Widjaja ve ark., 2009; Chia ve ark., 2013a).

Algal biyoteknolojide genis bir kullanim alani bulunan
C.vulgaris’in kiiltiir ortamlarindaki azot kaynagini degistirerek
olusturulan stres kosullarimin ¢ogalma {izerindeki etkileri
belirlenmistir. Stok kiiltiirlerden C. vulgaris inokiilasyonun yapildigi
giin hiicre say1s1 11000 hiicre/ml olarak belirlenmistir. Birinci giinde
kontrol grubunda hiicre sayist 27000 hiicre/ml iken azot kaynagi
olarak amonyum nitrat’in kullanildig1 kiiltiirlerde 32000 hiicre/ml,
amonyum siilfatin kullanildig1 kiiltiirlerde 18000 hiicre/ml ve
sodyum nitratin kullamildig1 kiiltiirlerde ise hiicre sayist 12000
hiicre/mI’ye ulasmustir. Inokiilasyonu takip eden ikinci giinde azot
kaynagi olarak amonyum nitratin kullanildig1 kiiltiirlerde hiicre
sayisinin yaklagik iki katina ulasarak 64000 hiicre/ml oldugu, azot
kaynagi olarak amonyum siilfatin oldugu kiiltiirlerde 41000
hiicre/ml, azot kaynagi olarak sodyum nitratin kullanildig
kiiltiirlerde 26000 hiicre/ml ve kontrol kiiltiirlerinde ise 49000
hiicre/ml oldugu tespit edilmistir. Asilamay1 takip eden {iciincl ve
dordiincii glinlerde de C. vulgaris’in hiicre sayilart artmaya devam
etmis ve 6zellikle azot kaynagi olarak amonyum nitratin kullanildig:
kiiltiirlerde dikkate deger artisin oldugu belirlenmistir. Besinci glinde
kontrol grubunda dordiincii giline kiyasla yaklagik 10000 hiicre
civarinda bir artigsa rastlanilmig, amonyum nitratin azot kaynagi

olarak kullanildig1 kiiltiirlerde hiicre sayisinin 85000 hiicre/ml,
-76--



amonyum siilfat ve sodyum nitratl kiiltiirlerde ise mililitrede 58500

ve 47500 hiicre sayisina ulasilmistir.

Aragtirma siiresince maksimum hiicre yogunlugunun tespit
edildigi altinci1 giinde amonyum nitratin azot kaynagi olarak
kullanildig: kiiltiirlerde 96000 hiicre/ml, amonyum siilfat kullanilan
kiiltiirlerde 67000 hiicre/ml, sodyum nitrat kullanilan kiiltiirlerde
54000 hiicre/ml ve kontrol grubunda ise 85000 hiicre/ml oldugu
tespit edilmistir (Sekil 3.13).

Altinc1  giinden sonra hiicre sayisinda azalmalar
gbzlemlenmis ve calismanin son giiniinde kontrol grubunda hiicre
sayist 78000 hiicre/ml, amonyum nitratin kullanildig1 kiiltiirlerde
87.000 hiicre/ml, amonyum siilfat ve sodyum nitrath kiiltlirlerde ise
59.000 ve 36.000 hiicre/ml olarak tespit edilmistir. Altinc1 giinden

sonra biitiin kiiltlirlerde hiicre sayisinin azaldig tespit edilmistir.

Caligma tamamlandiginda inokiilasyon giiniine kiyasla
altinct glinde amonyum nitratin azot kaynagi olarak kullanildigi
kiiltiirlerde hiicre sayisinda ortalama %772 artisin  oldugu

gorilmiistiir.
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Sekil 3.13. Farkl azot kaynaklarimin C.vulgaris’in hiicre sayisina

etkisi
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3.3.2 Farkh Azot Kaynaklarimin C. vulgaris’ in Protein
Miktarmna Etkisi

Yapilan caligmalar c¢evresel faktorlerle birlikte kiiltiir
ortamlarinda kullanilan nutrientlerin de mikroalglerin biyokimyasal
kompozisyonu iizerinde degisikliklere neden oldugunu gdstermistir.
Farkli azot kaynaklar1 kullanilarak olusturulan sivi kiiltiirlere C.
vulgaris’in stok Kkiiltiirlerinden yapilan inokiilasyonda biitiin
kiiltiirlerde protein miktarin 55.00 pg/ml oldugu tespit edilmistir.
Inokiilasyonu takip eden birinci giin amonyum nitratin azot kaynagi
olarak kullanildig1 kiiltiirlerde protein miktar1 168.17 pg/ml,
amonyum stlfath kiiltiirlerde 92.37 pg/ml, sodyum nitratin azot
kaynag1 olarak kullanmildig: kiiltiirlerde 62.35 pg/ml iken kontrol

gruplarinda protein miktarinin 117.27 pg/ml oldugu belirlenmistir.
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Ikinci ve {iglincii giinlerde kiiltiirlerden alman 6rneklerde
protein miktarinda artisin devam ettigi belirlenmis ve azot kaynagi
olarak amonyum nitratin kullanildig: kiiltiirlerde protein miktarinin
kontrol grubu dahil olmak iizere tiim kiiltiirlerden yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Dordiincii glinde amonyum nitratla hazirlanan
kiiltiirlerde maksimum protein miktar1 olan 296.70 pg/ml’ye
ulagilirken bunu kontrol grubu (235.25 pg/ml) takip etmistir. Farkli
azot kaynaklar1 kullanilarak hazirlanan kiiltiirlerde maksimum
protein miktarlarina altinci giinde ulasilmistir. Altinct giinde azot
kaynagi olarak amonyum nitratin kullanildigi kiiltiirlerde protein
miktarinin 352.82 pg/ml, amonyum siilfatli kiiltiirlerde 264.83
pg/ml, sodyum nitrat ile hazirlanan kiiltiirlerde 182.37 pg/ml,
kontrol grubunda ise protein miktarinin 316.43 pg/ml oldugu
goriilmiistiir. Inokiilasyondan altinc1 giine kadar biitiin kiiltiirlerde
protein miktarinda artis olmasma karsilik azot kaynagi olarak
amonyum nitratin kullanildig1 siv1 kiiltiirlerde bu artig oraninin %
589 oldugu, kontrol gruplarinda % 470, amonyum siilfat ve sodyum
nitratin azot kaynag olarak kullanildig kiiltiirlerde ise % 377 ve %
228 oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. Farkl azot kaynaklarmmin C.vulgaris’in protein

miktarina etkisi
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3.3.3 Farkh Azot Kaynaklarinin C. vulgaris’ in Gliserol
Miktarina Etkisi

Farkli azot kaynaklari ile hazirlanan kiiltiirlere asilanan stok
C. vulgaris kiiltiirlerinde gliserol miktarindaki degisiklikler on giin
stiresince incelenmis ve farkli azot kaynaklarinin gliserol miktarini

etkiledikleri gortilmiistiir.

Stok kiiltiirlerden inoliilasyonun yapildig1 giin 95.65 pg/ml
olan gliserol miktarinin inokiilasyonu takip eden birinci giinde
amonyum nitratin azot kaynagi olarak kullanildig1 kiiltiirlerde
295.77 pg/ml, amonyum siilfatla hazirlanan kiiltiirlerde 145.12
pg/ml, sodyum nitratla hazirlanan kiiltiirlerde 101.58 pg/ml ve
kontrol grubunda ise 222.36 ng/ml oldugu tespit edilmistir.

Ikinci giinde kontrol grubunda 331.18 pg/ml olan gliserol

miktart azot kaynagi olarak amonyum nitratin kullanildig1
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kiiltiirlerde 380.26 pg/ml ve amonyum siilfatla hazirlanan
kiiltiirlerde 255.77 pg/ml’ye ulasirken en diisiik gliserol miktari

sodyum nitratla hazirlanan Kkiiltiirlerde tespit edilmistir (202.85
ug/ml).

Asilamay takip eden altinci giine kadar biitiin kiiltiirlerde
gliserol miktar1 artmig ve altinci giinde maksimum miktara

ulagmustir.

Altinct giinde kontrol grubunda 745.65 pg/ml olan gliserol
miktart, amonyum nitratla hazirlanan kiiltiirlerde 796.32 pg/ml,
amonyum siilfatll kiiltiirlerde 680.65 pg/ml ve Sodyum nitratla
hazirlanan kiiltiirlerde ise 605.32 pg/ml’ye ulasmis ve biitlin
kiiltiirlerde altinc1 giinde maksimum degerler tespit edilmistir (Sekil
3.15). Arastirma siiresince her giin gergeklestirilen analizler
sonucunda, gliserol miktarinin azot kaynagi olarak amonyum
nitratin kullanildig1 C. vulgaris kiiltiirlerinde diger kiiltiirlere oranla

daha fazla artis gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 3.15. Farkl azot kaynaklarmmin C.vulgaris’in gliserol

miktarina etkisi
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3.3.4 Farkh azot kaynaklarimmn C. vulgaris’in Astaksantin

Miktarina Etkisi

Farkli azot kaynaklar1 kullanilarak hazirlanan kiltiir
ortamlarina stok Chlorella vulgaris kiiltlirlerinden ekim yapilmis ve
inokiilasyon sonrasi biitlin kiiltiirlerde astaksantin miktarinin 8.50

mg/L oldugu tespit edilmistir.

Caligmanin birinci giiniinde amonyum nitratin azot kaynagi
olarak kullanildig1 kiiltlirlerde astaksantin miktar1 12.50 mg/L,
amonyum siilfatin kullanmildig1 kiiltiirlerde 10.35 mg/L, sodyum
nitratin kullanildig1 kiiltiirlerde 26.55 mg/L ve kontrol grubunda ise
16.65 mg/L oldugu goriilmiistiir.

Inokiilasyonu takip eden ikinci giinde sodyum nitratla

hazirlanan kiultirlerde astaksantin miktarinin tim kultirlerden daha
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yiiksek oldugu tespit edilmistir (37.22 mg/L). Ayn1 giin astaksantin
miktarmin kontrol grubunda 28.05 mg/L, amomyum nitratla
hazirlanan kiiltiirlerde 25.05 mg/L, amonyum siilfatla hazirlanan
kiiltiirlerde 20.00 mg/L’ye ulastig1 tespit edilmistir. Ugiincii ve
dordiincii giinlerde de astaksantin miktarindaki artis siirmiis besinci
giinde kontrol grubunda 42.20 mg/L. olan astaksantin miktari
amonyum nitratla hazirlanan kiiltiirlerde 37.05 mg/L, amonyum
silfath kiiltiirlerde 30.40 mg/L ve sodyum nitratla hazirlanan
kiiltiirlerde ise 53.59 mg/L olarak belirlenmistir. Maksimum

astaksantin miktarlarina altinci giinde ulasilmistir.

Inokiilasyonu takip eden altinc1 giinde astaksantin miktarinin
azot kaynag olarak sodyum nitratin kullanildig: kiiltiirlerde 58.13
mg/L, kontrol grubunda 45.15 mg/L, amonyum nitratla hazirlanan
kiiltiirlerde 40.05 mg/L ve amonyum siilfath kiiltiirlerde 35.05 mg/L
oldugu tespit edilmistir. Altinc1 glinden sonra ¢alismanin son giinii
olan onuncu giline kadar astaksantin miktarinda azalmalar
gozlemlenmis ve son giiniinde astaksantin miktar1 kontrol grubunda
40.75 mg/L olurken amonyum nitratta 37.35 mg/L, amonyum
stlfath kiiltiirlerde 30.90 mg/LL ve sodyum nitratla hazirlanan
kiiltiirlerde ise 52.42 mg/L olarak tespit edilmistir. Calisma sonunda
astaksantin miktar1 bakimindan inokiilasyon giiniine kiyasla %516
artigla en yiiksek astaksantin miktar1 altinci glinde azot kaynagi
olarak sodyum nitratin kullanildig: kiiltiirlerde elde edilmistir (Sekil
3.16).
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Sekil 3.16. Farkl azot kaynaklarimin C.vulgaris’in astaksantin

miktarina etkisi
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3.3.5 Farkh Azot Kaynaklarmmmm C. vulgaris’in Klorofil a
Miktarmna Etkisi

On giin boyunca farkli azot kaynaklari ile hazirlanan C.
vulgaris kiiltiirlerinde klorofil a miktarindaki degisiklikler
incelenmistir. Inokiilasyonun yapildig1 giin biitiin kiiltiirlerde
klorofil a miktarinin 0.030 mg/ml oldugu, inokiilasyonu izleyen
birinci giinde kontrol grubunda klorofil a miktarinin 0.109 mg/ml,
amonyum nitratla hazirlanan kiiltiirlerde 0.070 mg/ml, amonyum
stilfatli kiiltiirlerde 0.045 mg/ml ve sodyum nitratla hazirlananlarda
ise 0.175 mg/ml oldugu tespit edilmistir. inokiilasyonu takip eden
ikinci giliniinde, kontrol grubunda klorofil a miktar1 0125 mg/ml,
sodyum nitratla hazirlanan kiiltiirlerde 0.186 mg/ml, amonyum nitrat
0.088 mg/ml ve amonyum siilfatla hazirlanan kiiltiirlerde ise 0.072

mg/ml’ye ulastig1 belirlenmistir.
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Asilamay1 takip eden ii¢lincii ve dordiincii giinde de klorofil
a miktarinda artislar devam etmis ancak sodyum nitratla hazirlanan
kiiltiirlerde diger kiiltiirlere kiyasla klorofil a miktarinin daha fazla

artis gosterdigi tespit edilmistir.

Besinci giinde sodyum nitratla hazirlanan kiiltiirlerde klorofil
a miktarinin 0.233 mg/ml oldugu, kontrol grubunda 0.165 mg/ml ve
amonyum nitrat ile hazirlanan kiiltiirlerde 0.114 mg/ml ve amonyum
stilfatla hazirlanan kiiltiirlerde ise 0.098 mg/ml oldugu goriilmiistiir.
Biitiin kiiltiirlerde altinci giinde klorofil a miktarinin maksimum

oldugu goriilmiistiir.

Altinct giinde azot kaynagi olarak sodyum nitratin
kullanildig: kiiltiirlerde klorofil a miktarinin 0.255 mg/ml, kontrol
grubunda 0.186 mg/ml, amonyum nitratl kiiltlirlerde 0.126 mg/ml
ve amonyum siilfatli kiltlirlerde ise 0.112 mg/ml olarak tespit

edilmistir.

Altinct gilinde biitlin kiiltiirlerde maksimum miktara ulagan
klorofil a daha sonraki giinlerde azalmis ve ¢alismanin son giinii olan
onuncu giinde azot kaynagi olarak sodyum nitratin kullanildig:
kiiltiirlerde 0.209 mg/ml’ye, kontrol grubunda 0.166 mg/ml’ye

diismiistiir.

Arastirma sliresince inokiilasyon anindan maksimum
degerlerin hesaplandig1 altinc1 giine kadar klorofil a miktarinin

sodyum nitratl kiiltiirlerde ortalama %750, kontrol grubunda %520,
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amonyum nitrath kiiltiirlerde %320, amonyum siilfatla hazirlanan

kiiltiirlerde ise %273 arttig1 tespit edilmistir (Sekil 3.17).

Sekil 3.17. Farklr azot kaynaklarimin C.vulgaris’in klorofil a

miktarina etkisi
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3.3.6 Farkhh Azot Kaynaklarmmin C. vulgaris’in Klorofil b
Miktarna Etkisi

Farkli azot kaynaklarinin C. vulgaris’in klorofil b miktari
iizerindeki etkileri on giin siireyle incelenmistir. Stok C. vulgaris
kiiltiirlerinden inokiilasyonun yapildig: giin klorofil b miktarinin
0.020 mg/ml oldugu tespit edilmistir. Inokiilasyonu takip eden
birinci gilin klorofil b miktarinin kontrol kiiltiirlerinde 0.062 mg/ml,
amonyum nitratla hazirlanan kiiltiirlerde 0.036 mg/ml, amonyum
stilfatli kiiltiirlerde 0.024 mg/ml ve sodyum nitrath kiiltiirlerde ise
0.084 mg/ml oldugu goriilmiistiir. inokiilasyonu takip eden ikinci ve
ticilincii glinlerde klorofil b miktarinin arttig1 dordiincii glinde klorofil
b miktarinin kontrol grubunda 0.182 mg/ml, azot kaynagi olarak
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sodyum nitratin kullanildigr kiiltiirlerde 0.204 mg/ml, amonyum
nitratla hazirlananlarda 0.128 mg/ml ve amonyum  siilfatla

hazirlananlarda ise 0.108 mg/ml olarak belirlenmistir.

Besinci giinde klorofil b miktarindaki artis devam etmis ve
altinc1 glinde tiim kiiltiirlerde maksimum klorofil b miktari
hesaplanmistir. Altinci giinde kontrol grubunda klorofil b miktarinin
0.183 mg/ml, sodyum nitratla hazirlanan kiiltiirlerde 0.246 mg/ml,
amonyum nitrath kiiltiirlerde 0,183 mg/ml ve amonyum siilfath

kiiltiirlerde ise 0.153 mg/ml oldugu tespit edilmistir.

Arastirma siiresince klorofil b miktarinin azot kaynagi olarak
sodyum nitratin kullanildig1 kiiltiirlerde daima tiim kiiltiirlerden
yiiksek olmus ve altinci giinden sonra klorofil b miktar1 siirekli

olarak azaldig1 goriilmistiir. (Sekil 3.18).

Sekil 3.18. Farklr azot kaynaklarimin C.vulgaris’in klorofil b

miktarina etkisi
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3.4 Farkh Azot Konsantrasyonlarmmin C.vulgaris’ in Gelisim,
Protein, Gliserol ve Pigment (astaksantin ve klorofil a, b)

Miktarina Etkisi

3.4.1 Farkh Azot Konsantrasyonlarimin C.vulgaris’ in Gelisimine

Etkisi

C. wvulgaris’in gelisimi, protein, gliserol ve pigment
miktarlar1 lizerinde azot kaynaklarinin etkilerinin incelenmesinde

amonyum nitratin etkisinin yiiksek oldugu belirlenmistir.

Amonyum nitratin farkli konsantrasyonlarmin C.vulgaris’in
gelisim, protein, gliserol ve pigment (astaksantin ve klorofil a, b)
miktart tizerindeki etkilerini aragtirmak amaci ile amonyum nitratin
farkli konsantrasyonlar1 (0.3 g/L, 0.9 g/L, 1.5 g/L) kullanilarak s1v1
besi ortamlar1 hazirlanmis ve kiiltiirlerde hiicre sayisinda meydana
gelebilecek degisiklikler incelenmistir. Amonyum nitratin farkh
konsantrasyonlarinin C. vulgaris’in hiicre sayisi lizerindeki etkilerini
arastirmak amaci ile stok kiiltlirlerden amonyum nitratin farklh
konsantrasyonlarina sahip kiiltiir ortamlarina asilama yapilmis ve
inokiilasyon yapildig1 giin biitiin kiiltiirlerde C. vulgaris’in hiicre
sayisinin 4.200 hiicre/ml oldugu goriilmiistiir. Inokiilasyonu takip
eden birinci giinde kontrol grubunda 13500 hiicre/ml, 0.3 g/L
amonyum nitrata sahip kiiltiirlerde 4500 hiicre/ml, 0.9 g/L
konsantrasyonda 6400 hiicre/ml, 1.5 g/L konsantrasyonda ise 9800
hiicre/mI’ye ulasildig tespit edilmistir.
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Ikinci giinde kontrol grubunda 16900 hiicre/ml olan hiicre
sayisi, 0.3 g/L konsantrasyonda 6900 hiicre/ml, 0.9 g/L
konsantrasyonda ise 8500 hiicre/ml, 1.5 g/L 12100 hiicre/ml’ye artis
gosterirken bu artiglar tiglincii glinde de devam etmis en yiiksek
hiicre sayis1 kontrol grubundan (17.550 hiicre/ml) goriilmiis ve 1.5
g/L amonyum nitrat konsantrasyonuna sahip kiiltiirlerde 13.750
hiicre/ml’ye ulagmistir. Dordiincii glinde yapilan sayimlarda hiicre
sayisindaki artisin devam ettigi ve kontrol grubunda 18200 hiicre/ml,
0.3 g/L konsantrasyonda 9129 hiicre/ml, 0.9 g/L.’de 11800 hiicre/ml,
1.5 g/L konsantrasyonda ise 15400 hiicre/ml’ye ulasmistir.
Inokiilasyonu takip eden besinci giinde tiim kiiltiirlerde yaklasik
3.000 hiicre/ml’lik artiglar olurken, altinci giinde kontrol grubunda
hiicre sayisinin 22100 hiicre/ml, 0.3 g/L konsantrasyonda 14900
hiicre/ml, 0.9 g/L 17200 hiicre/ml, 1.5 g/L konsantrasyonda ise
21000 hiicre/ml oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.19).

Calismanin sekizinci ve son giiniinde kontrol grubunda hiicre
sayist 22100 ve 22180 hiicre/ml olarak hesaplanirken kontrol
grubunda oldugu gibi tiim konsantrasyonlarda altinci giinde elde
edilen degerlere yakin degerlerin oldugu goriilmiistiir. Inokiilasyon
giintine kiyasla kontrol grubunda altinc1 giine kadar %426 artis
gozlemlenirken bu grubu %400 artisla 1.5 g/L konsantrasyonlu
kiiltiirler takip etmis, 0.9 g/L ve 0.3 g/LL konsantrasyona sahip
kiiltiirlerde ise %309 ve %254’liik artislarin oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.19 Farkl azot konsantrasyonlarmnin C.vulgaris’ in hiicre

sayisina etkisi

Farkli amonyum nitrat konsantrasyonlar1 ile hazirlanmis
Jaworski besi ortaminda gelistirilen Chlorella vulgaris’in protein
miktarinda meydana gelen degisiklikler on giin siireyle
incelenmistir. ~ Stok C. vulgaris kiiltiirlerinden inokiilasyonun
yapildig1 giin protein miktarinin 45.00 pg/ml oldugu, inokiilasyonu
takip eden birinci giinde kontrol grubunda protein miktarinin 145.08
pg/ml, 0.3 g/L amonyum nitratla hazirlanan kiiltlirlerde 49.84 ng/ml,
0.9 g/L konsantrasyonlu kiiltiirlerde 68.69 pg/ml ve 1.5 g/L
konsantrasyonda ise 116.58 pg/ml’ye kadar ulastig1 tespit edilmistir.
Calismanin ikinci giiniinde kontrol grubunda ve diger tiim
kiiltiirlerde yaklagik 40 pg/ml’lik bir artis gozlemlenmis ve artis
ficiincii giinde de devam etmistir. Ugiincii giinde kontrol grubunda
protein miktarinin 224.93 pg/ml, sirastyla 0.3 g/L’de 110.83 pg/ml,
0.9 g/L 131.94 pg/ml ve 1.5 g/L konsantrasyonda ise 189.93 ug/ml
olarak belirlenmistir. Dordiincli ve besinci giinlerde protein
miktarindaki artis devam etmis ve altinci giinde maksimum degere
ulasmistir. Inokiilasyonu takip eden altinci giinde protein miktari,
kontrol grubunda 354.59 ng/ml, 0.3 g/L konsantrasyonda 214.39
pg/ml, 0.9 g/ konsantrasyonda 239.14 pg/ml ve 1.5 g/L
konsantrasyonda ise 314.77 pg/ml’ye ulasmistir.
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Altinc1 glinden c¢alismanin bittigi giine kadar protein
miktarinin ayn1 kaldigi ve c¢aligmanin son giliniinde protein
miktarinin kontrol grubunda 355.00 pg/ml, 0.3 g/L konsantrasyonda
215.11 pg/ml, 09 g1 de 240.00 pg/ml ve 1.5 g/L azot
konsantrasyonlu kiiltiirlerde ise 314.06 pg/ml oldugu tespit
edilmistir. Inokiilasyon giiniine kiyasla maksimum protein
miktarlarinin hesaplandigi altinc1 giine kadar protein miktarinda
kontrol grubunda %687 artis, 03 g/L, 0.9 g/L, 1.5 g/L
konsantrasyonlu kiiltiirlerde ise; % 376, % 431, % 599 artislar
gozlenmistir. (Sekil 3.20)

Sekil 3.20. Farklr azot konsatrasyonlarimin C.vulgaris’in protein

miktarina etkisi
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3.4.3 Farkh Azot Konsantrasyonlarinin C.vulgaris’ in Gliserol

Miktarina Etkisi

Mikroorganizmalarin ¢ogu izledikleri farkli metabolik
yollarla  hiicrelerinde  gliserol biriktirmektedirler.  Chlorella

vulgaris’in stres kosullart altinda gliserol iiretimindeki artisi
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belirlemek amaciyla, farkli amonyum nitrat konsantrasyonlu
kiiltiirler hazirlanarak bu kiiltiirlere C. vulgaris inokiilasyonu
yapilmis ve on giin siireyle gliserol miktarinda meydana gelen

degisiklikler belirlenmistir.

Stok C. vulgaris kiiltiirlerinden inokiilasyon yapildig1 giin
gliserol miktarinin  60.45 pg/ml oldugu tespit edilmistir.
Inokiilasyondan sonraki ilk yirmi dért saatte kontrol grubunda bu
degerin 207.75 pg/ml’ye wulastigt gozlenirken, 0.3 g/L
konsantrasyonlu kiiltiirlerde 150.15 pg/ml, 0.9 g/L konsantrasyonda
104.65 pg/ml ve 1.5 g/L konsantrasyonda ise 64.45 pg/ml olarak
belirlenmistir. Ikinci giin gliserol miktarinin kontrol grubunda
242.25 pg/ml, 0.3, 0.9, 1.5 g/L konsantrasyonlarda ise; 198.45
png/ml, 144.40 pg/ml, 104.32 pg/ml oldugu tespit edilmistir.

Inokiilasyonu takip eden dérdiincii giinde kontrol grubunda
gliserol miktarinin 340.25 pg/ml ve 0.3 g/L’de 295.55 pg/ml, 0.9
g/L’de 213.25 pg/ml ve 1.5 g/L konsantrasyonlu kiiltiirlerde ise
188.75 pg/ml’ye ulagsmistir. Gliserol miktar1 altinci giine kadar
artmaya devam etmis ve altinct giinde maksimum degere ulagmustir.
Altinct giinde kontrol grubunda 485.42 pg/ml olan gliserol miktari,
0.3 g/L amonyum nitrath kiiltiirlerde 445.15 pg/ml, 0.9 g/L’de
356.05 pg/ml ve 1.5 g/L konsantrasyonlarda ise 315.15 ug/ml ile
maksimum degere ulastig1 goriilmiistiir (Sekil 3.21).

Altinci giinden sonra gliserol miktari tiim kiiltlirlerde azalmis

ve c¢alismanin son giiniinde gliserol miktarinin kontrol grubunda
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27275 pg/ml, 0.3 g/L konsantrasyonda 235.85 pg/ml, 0.9
konsantrasyonda 156.6 pg/ml ve 1.5 g/L konsantrasyonda ise 80.25
pg/ml oldugu tespit edilmistir. Inokiilasyon giiniine kiyasla altinci
giinde kontrol grubunda %703’liik artis, 0.3 g/L konsantrasyonda
%636, 0.9 g/L konsantrasyonda %488, 1.5 g/L %421 artisin oldugu

belirlenmistir.

Sekil 3.21. Farklr azot konsatrasyonlarinin C.vulgaris’in gliserol

miktarina etkisi

~ 600 ——03g/L
i

E 500 098/l
5 —15g/L
= 400 1 == Kontrol
_a_;f 300 -
£ 200 -
e
g 100 g ~
G O T T T T T T T T T 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Zaman(Giin)

3.44. Farkh Azot Konsantrasyonlarinin C.vulgaris’in

Astaksantin Miktarma Etkisi

Chlorella vulgaris’in astaksantin miktar tizerinde farkli azot
konsantrasyonlarinin etkisi on giin siire ile incelenmistir. C.
vulgaris’in stok kiiltiirlerinden farkli azot konsantrasyonlarina sahip
stvi kiiltlirlere inokiilasyonun yapildigi giin 8.50 mg/L olan
astaksantin miktarinin c¢aligmanin ilk giiniinde kontrol grubunda

25.40 mg/L’ye 0.3 g/L amonyum nitrat konsantrasyonuna sahip sivi
--93-.



kiiltiirlerde 20.70 mg/L, 0.9 g/L’de 13.50 mg/L ve 1.5 g/ amonyum
nitrata sahip kiiltlirlerde ise 9.80 mg/L’ye ulastig1 tespit edilmistir.
Ikinci giin astaksantin miktarinda fark edilir bir artisa rastlanilmus,
bu artig {ligiincli ve dordiincii giinde de devam etmistir. Dordiinci
giinde kontrol grubunda astaksantin miktar1 51.85 mg/L ve
amonyum nitratin 0.3 g/L oldugu kiiltiirlerde 47.85 mg/L olurken 0.9
g/L’de 28.95 mg/L ve 1,5 g/L amonyum nitrat bulunan kiiltiirlerde
ise 25.70 mg/L olarak tespit edilmistir.

Altinct glinde tiim kiiltiirlerde astaksantin miktart maksimum
degere ulagsmis ve kontrol grubunda 70.85 mg/L, 0.3 g/L
konsantrasyonda 65.25 mg/L, 0.9 g/L konsantrasyonda 40.65 mg/L
olan astaksantin miktari, en diisiik 1.5 g/L amonyum nitrat miktarina
sahip kiiltiirlerde tespit edilmistir (37.15 mg/L). Altinc1 giinden
caligmanin son giinline kadar astaksantin miktarlarinda énemli bir
degisiklik gozlenmemis, onuncu giinde kontrol grubu kiiltiirlerde
astaksantin miktarinin 70.15 mg/L oldugu 0.3 g/L amonyum nitrat
miktarina sahip kiiltiirlerde 65.05 mg/L, 0.9 g/L’de 40.20 mg/L ve
1.5 g/L’de 1se 37.65 mg/L olarak tespit edilmistir.

Chlorella vulgaris kiiltlirlerinde astaksantin miktarindaki
artis 6nemli olmus ve inokiilasyonun yapildig1 giin ile altinci giin
arasinda kontrol grubunda %733, 0.3 g/L konsantrasyonda % 667,
0.9 g/I’da %378 ve 1.5 g/L konsantrasyonda ise % 337’lik artisin
oldugu tespit edilmistir ( Sekil 3.22).
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Sekil 3.22. Farkl azot konsantrasyonlarinin C.vulgaris’in

astaksantin miktarina etkisi
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3.4.5 Farkh Azot Konsantrasyonlarimin C.vulgaris’ in Klorofil a

Miktarina Etkisi

Chlorella vulgaris kiiltiirlerinde azot miktarinin klorofil a
tizerindeki etkilerini incelemek amaci ile farkli konsantrasyonlarda
amonyum nitrat kullanilarak hazirlanan kiiltiirlere ekim yapilmis ve
C. vulgaris’in klorofil a miktarindaki degisimler on giin siiresince
tespit edilmistir. Stok Chlorella vulgaris kiiltlirlerinden alinarak
hazirlanan siv1 kiiltlirlerde inokiilasyonun yapildig: giin klorofil a
miktarinin 0.080 mg/ml oldugu, inokiilasyonu takip eden birinci giin
kontrol grubunda 0.180 mg/ml olan klorofil a miktarinin, 0.3 g/L
amonyum nitrat bulunan kiiltiirlerde 0.155 mg/ml, 0.9 g/L’de 0.110
mg/ml ve 1.5 g/L’de ise 0.090 mg/ml oldugu belirlenmistir.

Calismanin ikinci gilinlinde kontrol grubunda klorofil a miktarinin
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0.205 mg/ml 0.3 g/L amonyum nitrat bulunan kiiltiirlerde 0.185
mg/ml, 0.9 g/I.’de 0.140 mg/ml ve 1.5 g/L’de ise 0.115 mg/ml oldugu
tespit edilmistir. Ugiincii ve dordiincii giinde artis gdstermeye devam
eden klorofil a degerleri besinci glinde kontrol grubunda 0.295
mg/ml, 0.3 g/l konsantrasyonda 0.262 mg/ml, 09 g/L
konsantrasyonda 0.212 mg/ml ve 1.5 g/L amonyum nitrat ihtiva eden
kiiltiirlerde ise 0.185 mg/ml olarak belirlenmistir. inokiilasyonun
altinc1 giliniinde klorofil a miktar1 maksimuma ulagmistir (Sekil
3.23). Kontrol grubunda klorofil a miktar1 0.325 mg/ml, 0.3 g/L
amonyum nitrath kiiltiirlerde 0.300 mg/ml, 0.9 g/L’da kiiltiirlerde
0.240 mg/ml ve 1.5 g/L konsantrasyonda hazirlanan kiiltiirlerde ise
0.225 mg/ml olarak tespit edilmistir. ~ Altinc1 giinden sonra
calisgmanin son giinline kadar klorofil a miktarinda 6nemli bir

degisim goriilmemistir.

Sekil 3.23. Farklr azot konsatrasyonlarimin C.vulgaris’in klorofil a

miktarina etkisi
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3.4.6 Farkh Azot Konsantrasyonlarinin C.vulgaris’in Klorofil b

Miktarina Etkisi

Amonyum nitrat miktarinin klorofil b miktar1 iizerindeki
etkileri Chlorella vulgaris Kkiiltiirlerinde on giin siiresince
incelenmistir. Stok kiiltlirlerden inokiilasyonun yapildigi giin
klorofil b miktarinin 0.030 mg/ml oldugu ve asilamay1 takip eden ilk
giin kontrol grubunda 0.140 mg/ml, 0.3 g/L. azot amonyum nitrat
ihtiva eden kiiltiirlerde 0.110 mg/ml, 0.9 g/L’de 0.070 mg/ml ve 1.5
g/L konsantrasyonlu kiiltiirlerde ise 0.044 mg/ml oldugu tespit
edilmigstir. Klorofil b miktarindaki artig biitiin kiiltiirlerde altinci
giine kadar devam etmis ve altinci giinde maksimum degere
ulagsmistir (Sekil 3.24). Calismanin altinci giiniinde kontrol grubunda
0.305 mg/ml olan klorofil b miktar1 0.3 g/ amonyum nitrat ihtiva
eden kiiltiirlerde 0.285 mg/ml, 0.9 g/L’de 0.195 mg/ml, 1.5 g/L’de
ise 0.155 mg/ml oldugu tespit edilmistir.

Sekil 3.24. Farkl: azot konsantrasyonlarimin C.vulgaris’in klorofil b

miktarina etkisi
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3.5 Farkh Fosfat Konsantrasyonlarinin C.vulgaris’in Gelisim,
Protein, Gliserol ve Pigment (astaksantin ve klorofil a, b)

Miktarina Etkisi

3.5.1 Farkh Fosfat Konsantrasyonlarimin Chlorella vulgaris’in

Hiicre Gelisimine Etkisi

Alglerin bulundugu ortamin igerigi biiyiime kinetigini
dogrudan etkileyebilmektedir. Ozellikle fosfatin (POs) alglerin
gelisimi tizerindeki etkisinin son derece Onemlidir. Fosfatin C.
vulgaris’in gelisimi lizerindeki etkileri farkli PO4 konsantrasyonlari

ile hazirlanan kiiltiirlerde incelenmistir.

Bu amagla, stok C. vulgaris kiiltiirlerinden 0.01, 0.04 ve 0.2
g/L PO4 bulunan sivi kiiltlirlere inokiilasyon yapilmis ve on giin

sliresince hiicre say1sinda meydana gelen degisiklikler belirlenmistir.

Stok kiiltiirlerden inkiilasyonun yapildig1 giin hiicre say1sinin
3200 hiicre/ml oldugu, inokiilasyonu takip eden birinci ve ikinci
giinde hiicre sayisinin artt181, ikinci giinde kontrol grubunda 21000
hiicre/ml olan hiicre say1sinin 0.01 g/L POy4 igeren kiiltiirlerde 15500
hiicre/ml, 0.04 g/L’de 12200 hiicre/ml ve 0.2 g/L PO4’da ise 8650
hiicre/m1’ye ulastig1 tespit edilmistir. Inokiilasyonu takip eden altinci
giine kadar hiicre sayis1 artmis ve altinci giinde maksimum sayiya

ulastig1 goriilmiistiir.

Altinc1 giinde kontrol grubunda 48.000 hiicre/ml’ye ulasan
hiicre sayist 0.01 g/L POy igeren kiiltiirlerde 43.000 hiicre /ml, 0.04
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g/L’de 36800 hiicre/ml ve 0.2 g/L PO4’da ise 33.000 hiicre/ml olarak

tespit edilmistir. Altinc1 giinden sonra biitiin kiiltiirlerde hiicre

sayilart azalmistir. (Sekil 3.25). Calismanin son giiniinde kontrol

grubunda hiicre sayisinin 25500 hiicre/ml, 0.01 g/L konsantrasyonlu

kiiltiirlerde 20000 hiicre/ml, 0.04 g/L’de 12800 hiicre/ml ve 0.2

g/L’de ise 10500 hiicre/ml oldugu tespit edilmistir.

Sekil 3.25 Farkli fosfat konsantrasyonlarinmin C.vulgaris’in hiicre

sayisina etkisi
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3.5.2 Farkh Fosfat Konsantrasyonlarinin Chlorella vulgaris’in
Protein Miktarma Etkisi

Chlorella vulgaris’in protein miktart {lizerinde PO4’in

etkilerini incelemek amaci ile farkli PO4 konsantrasyonu ile

hazirlanan kiiltiir ortamlarina stok kiiltiirlerden ekim yapilarak on

giin siiresince protein miktarindaki degisiklikler tespit edilmistir.
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Stok kiiltiirlerde inokiilasyonun yapildig1 giin protein
miktarinin 65.50 pg/ml oldugu, takip eden birinci glinde kontrol
grubunda protein miktarmin 174.54 ug/ml, 0.01 g/L POs4 igeren
kiiltiirlerde 135.69 ug/ml, 0.04 g/L’da 102.65 pg/ml ve 0.2 g/L
konsantrasyonda ise 76.65 pg/ml oldugu tespit edilmistir.

Ikinci ve iiciincii giinde de artmaya devam eden protein
miktarmin dordiincii giinde kontrol kiiltiirlerinde 315.25 pg/ml, 0.01
g/L POy igeren kiiltiirlerde 275.65 pg/ml, 0.04 g/L’de 220.65 pg/ml
ve 0.2 g/I’de ise 190.65 pg/ml oldugu tespit edilmistir.

Biitiin kiiltiirlerde maksimum protein miktarina altinci giinde
ulasilmis ve kontrol grubunda protein miktarinin 465.85 pg/ml, 0.01
g/L POyq igeren kiiltiirlerde 405.65 pg/ml, 0.04 g/L’de 345.95 ng/ml
ve 0.2 g/L’de ise 315.85 pg/ml oldugu goriilmiistiir. Inokiilasyonu
takip eden altinci giinden sonra protein miktarinin azaldigr ve
caligmanin son giiniinde kontrol grubunda protein miktarinin 280.65
pg/ml, 0.01 g/L’de 210.52 pg/ml, 0.04 g/L’de 155.86 ng/ml ve 0.2
g/L PO4 igeren Kkiiltiirlerde ise 105.95 pg/ml’ye azaldigi tespit
edilmistir (Sekil 3.26.).
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Sekil 3.26. Farkli fosfat konsantrasyonlarmmin C.vulgaris’in protein

miktarina etkisi
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3.5.3 Farkh Fosfat Konsantrasyonlarimin Chlorella vulgaris’ in

Gliserol Miktarmma EtKisi

Alglerde fotosentezin bir yan iriinii olan gliserol lizerinde
PO4 miktarmin etkilerini incelemek {izere farkli fosfat miktarlari ile
hazirlanan kiiltiirlerde on giin siiresince gliserol miktarlar1 tespit
edilmistir. Chlorella vulgaris’in stok kiiltiirlerinden inokiilasyonun

yapildig: giin gliserol miktar1 105.50 pg/ml oldugu tespit edilmistir.

Inokiilasyonu takip eden birinci giin kontrol grubunda
252.98 pg/ml olan gliserol miktarinin 0.01 g/L PO4 ihtiva eden
kiiltiirlerde 204.51 pg/ml, 0.04 g/L’de 172.19 pg/ml ve 0.2 pg/ml’de
ise 122.15 pg/ml oldugu tespit edilmistir.
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Ikinci giin kontrol grubunda 325.65 olan gliserol miktarmin
0.01 g/L PO4 miktarina sahip kiiltlirlerde 264.53 pg/ml, 0.04 g/L’de
211.35 pg/ml ve 0.2 pg/ml’de ise 165.32 pg/ml oldugu goriilmiistiir.

Ucgiincii ve dordiincii giinlerde biitiin kiiltiirlerde artmaya
devam eden gliserol miktar1 kontrol grubunda dordiincii gilinde
445.51 pg/ml, 0,01 g/L PO4igeren kiiltiirlerde 368.57 pug/ml, 0.04
g/L’de 318.10 pg/ml ve 0.2 g/L konsantrasyonda ise 279.31 pg/ml
oldugu tespit edilmistir. Altinc1 giine gelindiginde gliserol
miktarlarinin tiim kiiltiirlerde maksimum oldugu ve en yiiksek
degerin kontrol grubunda (585,65 pg/ml) oldugu goriilmiis, 0.01
g/L’de 528.50 pg/ml oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.27). Altinci
giiniiden sonra gliserol miktar1 azalmis ve inokiilasyonun son giinii
gliserol miktarlar1 kontrol grubunda 420.18 pg/ml, 0.01 g/L’de
360.20 pg/ml, 0.04 g/L’de 285.65 ng/ml ve 0.2 g/L’de ise 205.13
pg/ml degerlerine diistiigii tespit edilmistir.

Sekil 3.27. Farkl: fosfat konsantrasyonlarimin C.vulgaris’in

gliserol miktarina etkisi
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3.5.4 Farkh Fosfat Konsantrasyonlarinin Chlorella vulgaris’in

Astaksantin Miktarina Etkisi

Farkl1 fosfat konsantrasyonlu kiiltiirlerde inokiilasyon giinii
astaksantin miktar1 9.50 mg/L olarak hesaplanmis ve inokiilasyonu
takip eden birinci giinde fosfat konsantrasyonu 0.2 g/L olan
kiiltiirlerde astaksantin miktar1 10.6 mg/L, 0.04 g/L. konsantrasyonda
22.8 mg/L, 0.01g/L konsantrasyonda 42.3 g/L ve kontrol grubunda
ise 64.68 mg/L. astaksantin miktar1 analizler sonucunda tespit

edilmistir.

Kontrol grubunda ikinci giinde astaksantin miktar1 72.15
mg/L’ye ulasirken bu grubu 0.01 g/L konsantrasyonlu (48.35 mg/L)
kiiltiirler takip etmistir. 0.04 ve 0.2 g/L konsantrasyonlu kiiltiirlerde
ise astaksantin miktarlarinin 28.65 mg/L ve 18.45 mg/L’ye artis
gosterdigi  belirlenmistir. Ugiincii ve dordiincii giinlerde de
astaksantin miktar1 artmaya devam etmis altinci giinde maksimum

degere ulastig1 tespit edilmistir.

Altinct glinde kontrol grubunda astaksantin miktar1 106.56
mg/L, 0.01 g/L’de 82.35 mg/L, 0.04 g/I.’de 60.45 mg/L, 0.2 g/L’de
ise 50.35 mg/L oldugu belirlenmistir (Sekil 3.28). Altinc1 giinden
sonra biitlin  kiiltiirlerde astaksantin miktar1 azalmis ve
inokiilasyonun son giiniinde kontrol grubunda astaksantin miktari
80.35 mg/L’ye diiserken, 0.01 g/L konsantrasyonda 60.15 mg/L,
0.04 g/I’de 39.54 mg/L ve 0.2 g/L fosfat konsantrasyonlu kiiltiirlerde

ise 27.45 mg/L olarak tespit edilmistir.
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Sekil 3.28. Farkl fosfat konsantrasyonlarimin C.vulgaris’in

astaksantin miktarina etkisi
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3.5.5 Farkh Fosfat Konsantrasyonlarinin Chlorella vulgaris’in

Klorofil a Miktarina Etkisi

Farkli fosfat konsantrasyonlarina sahip kiiltiir ortamlarinda
gelisme tabi tutulan Chlorella vulgaris Orneklerinin pigment
miktarindaki degisimler on giin boyunca izlenmistir. Stok C.
vulgaris kiiltirlerinden farkl fosfat konsantrasyonlarina sahip kiiltiir
ortamlarina C. vulgaris inokiillasyoun yapildig1 giin biitiin
kiilttirlerde klorofil a miktarinin 0.020 mg/ml oldugu belirlenmistir.
Inokiilasyonu takip eden birinci giin klorofil a miktarmin kontrol
grubunda 0.178 mg/ml oldugu, 0.01 g/L PO4 konsantrasyonda 0.109
mg/ml, 0.04 g/L PO4’da 0.066 mg/ml ve 0.2 g/L. PO4’da ise 0.035
mg/ml’ye ulastig1 tespit edilmistir.
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Inokiilasyonu takip eden ikinci giinde kontrol grubunda
klorofil a miktar1 0.253 mg/ml olurken 0.01 g/ml PO4 miktarina
sahip kiiltiirlerde 0.195 mg/ml, 0.04 g/L’de 0.155 mg/ml ve 0.2
mg/ml POs’de ise 0.115 mg/ml olarak tespit edilmistir.

Inokiilasyonu takip eden iigiincii ve dérdiincii giinde biitiin
kiiltiirlerde artmaya devam eden klorofil a miktar1 besinci giinde
kontrol kiiltlirlerinde 0.415 mg/ml’ye ulasirken 0.01 g/L POg4
miktarma sahip kiiltiirlerde 0.345 mg/ml, 0.04 g/L’de 0.285 mg/ml
ve 0.2 g/L PO4’de ise 0.230 mg/ml olmustur. Altinci giinde biitiin
kiiltiirlerde maksimum miktarina ulasan klorofil a kontrol
kiiltiirlerinde 0.496 mg/ml, 0.01 g/L’de 0.454 mg/ml, 0.04 g/L’de
0.386 mg/ml ve 0.2 mg/ml PO4s’de ise 0.342 mg/ml olarak tespit
edilmistir. Altinc1 giinden sonra ¢alismanin son giiniine kadar farkl
fosfat konsantrasyonlarina sahip biitiin kiiltlirlerde klorofil a

miktarmin azaldig: tespit edilmistir (Sekil 3.29).

Sekil 3.29. Farkl: fosfat konsantrasyonlarimin C.vulgaris’in klorofil

a miktarina etkisi
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3.5.6 Farkh Fosfat Konsantrasyonlarinin Chlorella vulgaris’in

Kklorofil b Miktarina Etkisi

Chlorella vulgaris kiiltiirlerinde klorofil b miktar1 {izerinde
fosfat miktarinin etkisi hazirlanan kiiltiirlerde on giin siiresince her
giin alinan 6rneklerde incelenmistir. Stok C. vulgaris kiiltiirleriinden
inokiilasyonun yapildigi giin klorofil b miktarinin 0.020 mg/ml

oldugu belirlenmistir.

Calismanin ilk giiniinde kontrol grubunda klorofil b
miktarinin 0.154 mg/ml, 0.01 g/L PO4’a sahip kiiltiirlerde klorofil b
miktarinin 0.112 mg/ml, 0.04 g/L’de 0.065 mg/ml ve 0.2 g/L PO4’da
ise 0.021 mg/ml oldugu tespit edilmistir. Inokiilasyonu takip eden
ikinci giinde kontrol grubunda 0.185 mg/ml olan klorofil b miktar
0.01 g/L POg4’a sahip kiiltiirlerde klorofil b miktarinin 0.132 mg/ml,
0.04 g/Ide 0.089 mg/ml ve 0.2 g/L PO4’da ise 0.045 mg/ml olarak

belirlenmistir.

Uciincii, dérdiincii ve besinci giinde de klorofil b
miktarindaki artisini devam etmis ve altinci giinde maksimum

miktara ulagtig1 gézlenmistir (Sekil 3.30).

Altinc1 giinde klorofil b miktar1 kontrol grubunda 0.452
mg/ml iken 0.01 g/L POg4’a sahip kiiltiirlerde 0.389 mg/ml, 0.04
g/L’de 0.355 mg/ml ve 0.2 g/L konsantrasyonlarda ise 0.312 mg/ml
tespit edilmistir. Altinci giinden sonra fosfat miktari farkli olan biitiin

kiiltiirlerde klorofil b miktarinin azaldig: tespit edilmistir.

—-106--



Sekil 3.30 Farkli fosfat konsantrasyonlarmmin C.vulgaris’in klorofil

b miktarina etkisi
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4. Tartisma ve Sonuc¢

Algler, bulunduklar1 ekosistemlerdeki primer {reticiler
olmalarinin ~ yaninda  yapilarinda  bulundurduklart  degerli
metabolitler ile en dikkat ¢ekici organizmalar arasinda yer
almaktadirlar. Bu degerli metabolitlerin basinda lipitler,
karbonhidratlar, proteinler ve pigmentler gelmektedir. Mikroalglerin
sahip oldugu bu metabolitlerin her birinin spesifik igerigi tiirlere
ozgidiir ve kullanilan kiiltiir kosullarina gore degisebilmektedir.
Mikroalgler, vitamin, mineral, farmasotik bilesenler ve antioksidan
kaynagi olan pigment formlar1 bakimindan zengin bir kaynak olarak
dikkate alinirlar (Converti, 2009). Bu pigment formlarindan olan
astaksantinler, ustiin antioksidan aktiviteye sahip
ketokarotenoidlerdir (Miki, 1991), baz1 kanser hiicrelerinin
proliferasyonuna potansiyel engelleyici olarak etki ederler (Tanaka,

1995) ve insanlarda T hiicresi aktivitesinin arttiritlmasi ile ilgili bir
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iliskisi oldugu ifade edilen degerli alg metabolitlerindendir

(Jynouchi, 1995).

Son zamanlarda algler {izerinde yapilan arastirmalar,
heterotrofik kosullarda biiylime ve lipit tiretimi, atiklarin hidrolizati
(Wen vd., 2013), biyodizel tiirevi ham gliserol (Chen ve Walker,
2011) ve miksotrofik biiyiime altinda fazla CO; ve gliserol kullanim1
(Sforza vd., 2012) gibi farkli karbon kaynaklarinin kullanimi {izerine
yogunlagsmistir. Bunun yani sira mikroalgler sahip oldugu degerli
metabolitlerle biyodizel eldesi sayesinde sadece enerji ihtiyacina
cevap vermekle kalmayip, mineraller ve omega 3 yag asitleri (Mata
vd., 2010) gibi driinlerin kaynagi olduklart i¢in genellikle gida
takviyesi olarak da tiiketilmektedirler (Fradique vd., 2010). Son
yirmi yilda mikroalgler ve makroalglerden elde edilen bu
molekiillerin  antibiyotik, antiviral, antikanser, antifungal,
antibakteriyel, antiinflamatuar etkilerinin yant sira
hipokolestrolemik, enzim inhibisyonu ve diger bazi farmakolojik

etkileri ortaya ¢ikmistir.

Bu dogal iiriinler sadece ilag hammaddesi olarak degil,
sentetik molekiillerin yapiminda da yapisal birer model olarak gorev
almaktadirlar  (Quinn vd., 1993, El-Sheekh vd,. 2006).
Mikroalglerin ~ biliylime ve biyokimyasal kompozisyonunu
tyilestirmek i¢in cesitli stratejiler kullanilmistir. Bu stratejilerin
basinda organizmay1 belirli stres faktorlerine tabi tutmak

gelmektedir. Cevresel bazi kosullarda degisiklik yapmak suretiyle
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olusturulan stres faktorleri organizmay1 dogrudan
etkileyebilmektedir. Bu stres faktorlerinden biri olan 1518in hem
fotosentez hizin1 hem de mikroalg hiicre biiylimesini ve metabolik
aktiviteleri etkileyebilen en 6nemli gevresel faktorlerden biri oldugu

vurgulanmaktadir (Wahidin vd, 2013).

Gongalves ve arkadaslar1 (2014)’te Chlorella vulgaris ve
Pseudokirchneriella subcapitata ile yaptiklar1t c¢alismada 1s1k
isinimindaki artisin spesifik biiyiime hizi ve biyokiitle verimliligini
arttirdigin1 bildirmislerdir. Wang vd., (2007) yaptiklar1 ¢alismada
15181n dalga boyundaki degisimin kiiltiirlerin gelisimi {izerindeki
etkisinin belirlenmesi amaciyla fototrofik kiiltir kosulunda
Spirulina platensis’in kirmizi, yesil, mavi, sar1 ve beyaz 1sik ile
aydinlatilan kiiltiir ortamlarindaki gelisim orani arastirilmis ve
caligma sonucunda en iyi hiicre gelisiminin kirmizi dalgaboyu ile
aydinlatilan kiiltiirlerde gerceklestigini belirtmislerdir. Mohsenpour
ve Willoughby (2013), Chlorella vulgaris’in fotobiyoreaktorlerde
kiiltiire alindig1 calismada ise diger ¢alismalara benzer sonuglarin
elde edildigini ve kirmiz1 dalga boyuyuna sahip 151k ile aydinlatilan
kiiltiirlerde en iyi hiicresel gelisim elde edilirken klorofil a ve b
miktarinin ise yesil 151k ile aydinlatilan kiiltlirlerde maksimum
oldugunu belirlemislerdir. Katsuda (2004), 1s1¢in mikroalglerde
sadece hiicresel gelisimi degil ayn1 zamanda biyokimyasal yapiy1 da
etkiledigini ifade ederek mavi led 151k ile aydinlatilan kiiltiirlerde

astaksantin miktarinin maksimuma ulastig1 belirtmistir.

—109--



Calismamizda, farkli dalga boyuna sahip 151k ile
aydinlatilan  kiiltiirlere  inokiille edilen Chlorella  vulgaris
orneklerinde kirmizi 1s1k ile aydinlatilan kiiltiir ortaminda hiicre
say1sinin maksimum degere ulastigini tespit ettik. Protein ve gliserol
miktarmin da hiicre sayisindaki artista oldugu gibi kirmizi 1s1k ile
aydinlatilan kiiltiirlerde oldukga yiiksek oldugu ortaya konulmustur.
Wang vd., 2007, yaptiklar1 calismada kirmizi dalga boyu ile
aydinlatilan kiiltiirlerdeki hiicre sayisinin ¢alismamizda elde edilen
sonuclarla benzerlik gosterdigi goriildii. Calismamizin sonuglari,
yapilan ¢aligmalarin sonuglari ile paralellik gdstermis ve kirmizi 151k
ile aydmlatilan mikroalglerin hiicre gelisimi, protein ve gliserol
miktarmin artis1 lizerinde olumlu etkiye sahip oldugu fikrini

desteklemistir.

Mohsenpour ve Willoughby, (2013) yaptiklar1 ¢alismada,
klorofil a ve b miktarinin yesil 151k ile aydinlatilan kiiltiirlerde
maksimum oldugunu astaksantin miktarinin ise Katsuda, (2004)’nin
yaptig1 ¢aligmada mavi 1sikla aydinlatilan kiiltlirlerde en yiiksek
degere ulastigim1 belirtmislerdir. Calismamizda pigment ve
astaksantin  analizleri neticesinde elde ettigimiz verilerin
Mohsenpour ve Willoughby, (2013) ve Katsuda, (2004)’nin

caligmalarina uyumluluk gosterdigi ortaya konulmustur.

Cesitli arastirmalar, farkli ortam kosullarinin (6rn. karbon,
azot, fosfor ve demir kaynaginin konsantrasyonu) ve cevresel

parametrelerin  (6rn. sicaklik, 151k kalitesi ve pH miktarn),

—-110--



mikroalglerin biyokiitle ve lipit verimliligini 6nemli derecede
etkiledigini gostermistir (Ben-Amortz ve Shaish, 1992; Asulabh vd.,
2012; Mata vd., 2010). Gong vd., (2014), ortam pH’smnin
mikroalglerin gelisimi ve biyokimyasal yapisi tizerindeki etkisini
incelemek lizere gerceklestirdikleri ¢calismada pH 7, 8, 9 ve 10
araliginda kiiltlir ortamlar1 hazirlamis ve 20 giinliik inokiilasyon
stiresi sonunda pH 10’da hazirlanan besiyerinde kiiltiire alinan

orneklerde hiicre sayisinin maksimum oldugunu tespit etmislerdir.

Khalil vd., (2010) yaptiklar1 calismada, pH 4-10 araliginda
stv1 kiiltiirlerde inokiile edilen Chlorella elipsoidea ve Dunaliella
bardawil’in hiicresel gelisim ve biyokimyasal iceriklerindeki
degisim belirlenmis ve neticede Chlorella ellipsoidea’nin pH
artisina paralel olarak kuru agirlik miktarimin arttifini, protein
miktarmin pH 4’te ve klorofil a,b miktarlarinin ise pH 4, 6 ve 7
araliginda maksimum miktara ulastigin tespit etmislerdir. Sakarika
vd., (2016), Chlorella vulgaris’in gelisimi i¢in optimum pH’in
belirlenmesine yonelik yaptiklar1 calismada, pH artikga gelisim
oranin arti§in1 belirlenmis ve bazik ortamda hiicre sayisinin ¢ok daha

yiiksek oldugunu ortaya koymuslardir.

Rafiqul vd., (2005), Spirulina plantesis ve Spirulina
Sfusiformis’in gelisimi i¢in optimum pH degerini belirlemek {izere
yaptiklar1 ¢aligmada kiiltiir ortaminin pH’sinin hiicre gelisimi igin
onemli oldugu ve pH 10’un gelisim igin elverigli olduguna vurgu

yapmiglardir. Calismamizda Chlorella vulgaris’in gelisimi igin
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optimum pH degerinin 10 oldugu belirlenmis, g¢alismamizin
sonuclart mevcut calismalarin sonuglari ile benzerlik gostermis ve
caligmadan elde ettigimiz veriler mikrolglerin gelisimi i¢in bazik
ortam pH’sinin uygun oldugunu gostermistir. Gond vd., (2014),
Khalil vd., (2010) ve Skarika vd., (2016) yaptiklar1 ¢alismalarda
bazik pH’larda (pH 8 ve 10) hiicre sayisinin diger Ph lara gore
yiiksek oldugunu ifade etmislerdir. Caligmamizda hiicre sayisinin
maksimum degerlere ulastig1 inkiibasyonun altinci1 giinlinde bazik
kiiltiir ortaminda (pH 8 ve 10) yiiksek olan hiicre sayisi pH 10’da
97400 hiicre/ml olarak hesaplanmistir. Protein analizinden elde
ettigimiz sonuglar, Khalil vd., (2010) yaptiklari ¢alisma ile paralellik
gdstermis ve protein miktarinin asidik pH’larda (pH 4 ve 6) 6zellikle

pH 4’te maksimuma ulastig1 tespit edildi.

Farkli pH’ya sahip siv1 kiiltiirlerde gelisime tabi tuttugumuz
C. vulgaris’in gliserol miktarinin bazik ortamda ytiksek oldugu ve
pH 10°da (inokiilasyonun altinc1 giinii pH 10°da gliserol miktari;
920.47 pg/ml) en yiiksek degere ulastigini tespit ettik. Ayrica pH
miktarindaki degisimin astaksantin tiretimini tesvik ettigi ve asidik
pH’larda on giinliik inokiilasyon siirecinde oOzellikle pH 6°da
astaksantin miktarinin maksimum diizeye ulastig1 tespit edilmistir.
Klorofil a ve b analizleri neticesinde elde ettigimiz sonuglar Khalil
vd., 2010 yilinda yaptiklar1 calismanin sonuglar1 ile benzerlik
gostermis ve pigment miktarinin pH 4, 6 ve 7°de maksimum oldugu

goriilmiistiir. Azot yoksunlugu, biyodizel iiretimi amaciyla
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mikroalglerin biyokiitle degerini arttirmaya yonelik en yaygin kabul
goren stratejilerden biridir (Hu vd., 2008).

Bir¢ok ¢alisma, azot siirlamasi veya yoksunlugunun hiicre
boliinmesini inhibe ettigini ve mikroalglerin biyokiitle verimliligini
azalttigin1 gostermistir (Dean vd., 2010; Breuer vd., 2012; Adams
vd., 2013). Azot simirlamasi veya eksikligi, mikroalglerdeki karbon
dagilimmi etkilemektedir (Li vd., 2014). Mikroalgler tarafindan
fotosentez yoluyla sabitlenen karbon kaynagi ¢ogunlukla lipitleri,
proteinleri ve karbonhidratlari sentezlemek i¢in kullanilmaktadir. Bu
nedenle bu ana bilesiklerin oranindaki degisiklikler mikroalglerdeki
karbon dagilimindaki degisime gore farklilik gosterebilmektedir.
Kiiltir ortaminin azot kaynaginda yapilan degisiklikler, alg
tirlerinin hiicresel biyomolekiil bilesiminde degisimlere sebep

olabilmektedir.

Gonzalez-Garccinuno vd., (2014) Scenedesmus abundans ve
Chlorella ellipsoidea ile gerceklestirdikleri caligmada kiiltiir
ortaminda farkli azot kaynaklar1 olarak; NaNOs;, NH4NOs3,
(NH4)2S0O4 kullanmis, hiicresel yogunluk ve lipid miktarindaki
degisimleri incelenmistir. ~ Arastirma sonucunda NH4NOs ile
hazirlanan kiiltiir ortamlarinda hiicre sayist ve lipid miktarinin diger
azot kaynagi ile hazirlanan kiiltlir ortamlarma kiyasla ¢ok daha

yiksek oldugunu tespit etmistir.

Petkov ve Garcia (2007), Azot yoksunlugu ile

olusturduklart stres kosulunda gerceklestirdikleri c¢alismada, azot
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stresinin  Chlorella tiirlerinde lipit oranim1 nasil etkiledigi
belirlenmeye ¢alismis ve neticede azot eksikliginin lipid ve yag asidi

miktarinda artisa sebep oldugu ifade etmislerdir.

Sarada vd., (2002) yaptiklar1 calismada ise farkli azot
kaynaklar ile hazirlanan kiiltiirlerde Haematococcus pluvialis’de
biomas, astaksantin, klorofil miktarlarindaki degisimler arastirilmig
ve klorofil miktarinin en yiiksek oldugu azot kaynagimnin NaNOs3

oldugu belirlenmistir.

Calismamizda  farkli  azot  kaynaklari  kullanarak
hazirladigimiz siv1 besiyerlerine inokiile edilen Chlorella vulgaris
kiiltiirleriyle gergeklestirdigimiz ¢alismizda, maksimum hiicre sayisi
NH4NO;3 ile hazirlanan sivi kiiltiirlerde elde edilmistir. Inokiilasyon
giiniinden itibaren altinci giinde maksimum olan hiicre sayisi
NH4NO; ile hazirlanan kiiltiirlerde 96000 hiicre/ml’ye ulasmistir,
caligmamizin sonuglar1 Gonzalez-Garccinuno ve arkadaslarinin
(2014) calismalarinin sonuclar1 ile paralellik gostermis ve azot
kaynag1 olarak NH4NO3’mn kullanildig1 sivi kiiltiirlerde gelisimin
daha iyi oldugu sonucuna varilmistir. Calismamizda protein ve
gliserol analizlerin sonucunda hiicre sayisindaki sonuglara benzer
sekilde azot kaynagi olarak NH4NO3’in kullanildig kiiltiirlerde
maksimum protein ve gliserol miktarlar1 elde edilirken astaksantin
analizlerinde en yiiksek astaksantin miktarina NaNOs ile hazirlanan
kiiltiirlerde ulasilmistir. Pigment analizleri sonucunda, klorofil a ve

b miktarlarinin  NaNO; ile hazirlanan Chlorella vulgaris
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kiiltiirlerinde  maksimum  diizeye ulastigt  belirlenmis ve
calismamizda elde ettigimiz bu sonuglar Sarada vd. (2002)’nin

yaptiklar1 ¢alisma ile benzerlik gostermistir.

Proteinlerin, klorofillerin, genetik materyalin (DNA ve
RNA), adenozintrifosfatin ~ ve  mikroalg  biiyiimesinin
strdiirilmesinde ~ gerekli  olan  diger  nitrojen  igerikli
makromolekiillerin  vazgecilmez bir bileseni olan azotun
besiyerindeki konsantrasyonu, mikroalglerin hiicresel gelisimi ve
biyokimyasal miktarlar1 iizerine oldukca etkilidir (Li vd., 2012;
Simionato vd.; 2013). Wu ve Miao’nun (2014), yaptiklarn
calismada, 14 giin siiresince 0, 0.3, 0.6, 0.9 ve 1.5 g/L azot
konsantrasyona sahip s1vi kiiltiirlerde gelisime tabi tutulan Chlorella
pyrenoidosa’nin kuru agirlik, lipit, protein ve karbonhidrat gibi

metabolitlerinin miktarindaki degisimler aragtirmislardir.

Caligmada, 1.5 g/L konsantrasyonlu kiiltiirlerde, kuru agirlik
ve protein miktarinin maksimum diizeyde oldugu sonucuna
ulasmislardir. Converti vd., (2009), stvi  kiiltiirlerde azot
konsantrasyonunun, hiicresel gelisim ve lipit verimliligine olan
etkisini inceledikleri ¢calismalarinda, Chlorella vulgaris 'in s1vi kiiltiir
ortamlarinin  sicaklik ve azot konsantrasyonunda degislikler
yapilmiglar ve arastirma sonunda en iyi gelisimin 1.5 g/L azot
konsantrasyonlu kiiltiirlerde oldugunu belirlemislerdir. Li vd.
(2008), yaptiklar1 ¢aligmada lipit miktarinin kiiltiir ortamindaki azot

miktarin artig1 ile ters orantili olarak azaldigina isaret etmisler ve
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azot konsantrasyonunun protein miktar1 iizerindeki etkilerini ortaya
koymuslardir. Ip vd., (2005), Chlorella zofingiensis ile yaptiklari
caligmada diisiik azot konsantrasyonlarinin, alg kiiltiirlerinde
astaksantin iiretimini etkiledigi belirtmislerdir. Calismamizda, 0.3,
0.9, 1.5 g/L azot konsantrasyonuna sahip kiiltiirlerinde gelisime
birakilan Chorella vulgaris’in hiicre sayisinin ve protein miktarinin
1.5 g/L konsantrasyonlu orneklerde maksimum oldugu tespit
edilmistir. Altinc1 giinde tiim kiiltlirlerde maksimuma ulasan protein
miktarlar1 i¢in kontrol grubunda bu deger 354.59 pg/ml olarak
belirlenirken 1.5 g/L konsantrasyonlu kiiltiirlerde ise 314.77 pg/ml

olarak tespit edilmistir.

Calismamizda hiicre say1s1 ve protein miktarinin Wu ve Miao
(2014) ve Converti vd. (2009)’nin ¢aligmalariyla benzerlik gostermis
ve 1.5 g/L azot konsantrasyonunda maksimum protein ve gliserol
miktarina ulastig1 tespit edilmistir. Yine calismamizda maksimum
gliserol miktarmin diisiik azot konsantrasyonuna sahip kiiltiirlerde
oldugu tespit edilmistir. Astaksantin miktarlarinin ise Ip vd., (2005),
yaptiklar1 ¢alismanin sonuglarina benzer sekilde ¢alismamizda da
diisiik azot konsantrasyonuna sahip sivi besi ortamlarinda yiiksek
degerlerde oldugu tespit edilmistir. Klorofil miktar1 da, astaksantin
de oldugu gibi 0.3 g/L diisiik azot konsantrasyonlarinda maksimum

olarak belirlenmistir.

Fosfat, fotosentez siirecinde ve kiltir ortaminda

organizmanin metabolik biiylimesinin kontroliinde temel bilesen
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olarak kabul edilmektedir (Hu vd., 2012; Wang vd., 2012;
Roopnarain vd., 2014). Biyodizel iiretim imkanlarin1 artirma
acisindan, farkli fosfat konsantrasyonlari ile azot eksikligi kosullar
altinda kiltiire edilen Chlorella vulgaris o6rneklerinin biyodizel
dretimi i¢in umut verici bir aday oldugu kabul edilmektedir
(Griffiths ve Harrison, 2012). Reitan vd., 1994’te yaptiklari
calismada fosfat smirlamasinin mikroalglerde lipit iiretkenligini
onemli 6l¢iide tesvik ettigini ortaya koymuslardir. Feng vd. (2012),
Chlorella zofingiensis’in kuru agirlik ve lipit birikimi lizerinde fosfat
konsantrasyonlarinin etkisinin arastiridiklari ¢alismada KH2PO4’iin
0.01, 0.04, 0.2, 0.5 g/L konsantrasyonlarinin etkilerini incelemis ve
sonucta kuru agirhk miktarinin  0.01 g/ konsantrasyonda
maksimum seviyede oldugunu tespit edilmislerdir.Calismamizda,
KH>POy4’iin 0.3, 0.9, 1.5 g/L konsantrasyonlarinda hazirlanan sivi
kiiltiirlere inokiile edilen Chlorella vulgaris Orneklerinin hiicre
say1s1, protein, gliserol ve pigment analizleri yapilmis ve Feng vd.,
(2012), yaptiklar1 calismanin sonuglariyla benzer sekilde en diisiik

fosfat konsantrasyonunda maksimum hiicre sayisina ulasilmistir.

Calismamizda bu maksimum deger inokiilasyonun altinct
giininde 0.01 g/l konsantrasyonda 43000 hiicre/ml olarak
hesaplanmistir. Caligmamiz siiresince kontrol grubundaki hiicre
say1sl, tiim fosfat konsantrasyonlarlarina sahip besi yerlerinden daha
yliksek miktarlara ulasmistir. Protein ve gliserol miktar ise yine en
diisiik fosfat konsantrasyonunda (0.01 g/L) maksimum olarak tespit

edilmistir. Caligmamizdan elde ettigimiz sonuclar, daha 6nce yapilan
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caligmalarin sonuglari ile benzerlik gostermis ve basta hiicre sayisi
Olg¢timleri olmak iizere protein, astaksantin, gliserol ve pigment
(klorofil a wve b) analizlerinin timiinde 0.01 g/L POgs
konsantrasyonasahip sivi besiyerlerinde inokiilasyon siiresince

maksimum degerlere ulasildig tespit edilmistir.

Yapilan bu ¢aligmada, yesil algler igerisinde 6nemli bir yer
tutan C. vulgaris’in hiicre sayist, protein, pigment ve gliserol miktari
iizerinde 151k dalga boyu, pH, azot kaynagi ve konsantrasyonu ile
fosfat konsansantrasyonunun etkileri incelenmistir. Bu ¢alisma ile
gelecegimizi tehdit eden protein eksikligi, enerji problemi ve saglik
sorunlarmin giderilmesine yonelik calismalara 1s1k tutacak sonuglar
elde edilmistir. C.vulgaris’in protein miktarindaki artisin; kirmizi
dalga boyuna sahip olan 1sikta, pH 4’de, azot haynagi olarak
amonyum nitratla hazirlanan ve 1.5 g/ konsantrasyondaki
besiyerinde gerceklestigi tespit edildi. Maksimum gliserol
miktarinin ise kirmiz1 dalga boyuna sahip olan 1g1kta, pH 10°da, azot
haynagi olarak amonyum nitratla hazirlanan ve 0.3 g/L
konsantrasyona sahip besiyerinde oldugu belirlendi. Astaksantin
miktarinin mavi dalga boyuna sahip 1sikta, pH 6’da, azot kaynagi
olarak sodyum nitratla hazirlanan ve 0.3 g/L konsantrasyona sahip
besiyerinde artis gosterdigi tespit edildi. Klorofil a ve klorofil b
miktarmin ise yesil dalga boyuna sahip olan 1s1kta, pH 7’de, azot
haynag1 olarak sodyum nitratla hazirlanan ve 0.3 g/L konsantrasyona

sahip besiyerinde gergeklestigi belirlendi.
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Calismamizdan elde ettigimiz bu sonuglar, yapilacak olan
mikroalg kiiltiir ¢alismalarma ve mikroalglerin ihtiva ettikleri
ekonomik degere sahip olan metaboltlerin eldesine ve miktarlarinin

artirilmasina yonelik ¢caligmalara katki saglayacaktir.
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