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ATIK SU ORTAMINDA YETISTIRILEN Scenedesmus aequicaudatus
ALGININ BiYOKIMYASAL VE BiYOLOJIiK AKTiVITELERININ
BELIiRLENMESI

OZET

Cesitli atiksular (evsel, endiistriyel ve tarim kaynakli) ve substratlar (siit atiklari,
peynir ve seker fabrikalarinin atiklar1), mevcut su rezervlerini korumak ve kullanilan
kimyasallarin maliyetini minimuma diisiirmek icin alg yetistiriciliginin yapildig1
ortamlar olarak kullanilmaktadir. Alg yetistiriciligi ile biyokiitle elde edilmesi i¢in
temel ihtiyaclar; yiiksek miktarda enerji, su ile karbondioksit, makro ve mikro besin
tuzlar1 seklinde siralanabilmektedir. Algal biyokiitle {liretiminden ekonomik fayda
saglanabilmesi i¢in, iiretim siirecinde kullanilan girdilerin diisiik maliyetli olmas1 ve
elde edilmesi hedeflenen ham maddenin ticari 6lgekte uygun fiyatla iiretilebilmesi
gerekmektedir. Mikroalg biyokiitlesi iiretiminde kullanilan yonteme bagli olarak
maliyetin kilogram bagma yaklasik 20 ila 200 dolar arasinda degistigi tahmin
edilmektedir. Bu nedenle, son yillarda gerceklestirilen arastirmalarda besin tuzu
maliyetlerini diisiirmek amaciyla; belediye, endiistriyel ve tarimsal atiksular gibi
uygun ve diigiik maliyetli kaynaklar alternatif besin tuzu kaynagi olarak kullanilmaya
baslanmistir. Atik sudaki besin tuzlari algler tarafindan kullanildigindan dolay1 atik
suyun temizlenmesi de saglanarak cevresel siirdiiriilebilirlik arttirilmis olacaktir.
Endiistrinin tiirline bagli olarak ortaya cikan atiksular; mineraller, ugucu organik
bilesikler, yag ve gresler, agir metaller ile pestisitler gibi ¢esitli kirletici maddeleri
icerebilmektedir. Ayrica, endiistriyel ve kanalizasyon kaynakli atiksular genellikle
besin tuzlar1 bakimindan oldukca zengindir. Bu kirleticilerin dogada birikmesi ve
cevreye salinmasi hem tatli su hem de denizel ekosistemler iizerinde ciddi olumsuz
etkiler yaratabilmektedir. Ote yandan, atiksulardaki besin tuzlar1 mikroalgler i¢in bir
besin kaynagi islevi gorerek, hiicrelerinde biyokimyasal bilesenlerin sentezlenmesini
miimkiin kilmaktadir. Atiksu temelli alg tiretimi, enerji agisindan siirdiirtilebilir bir
yaklasim sunarken; ekonomik degeri yiiksek iirlinlerin elde edilmesi, ¢evresel geri
kazanim ve kirlilik kontrolii gibi pek ¢ok avantaji da beraberinde getirmektedir. Bu
entegre yaklasim, yalmizca ekonomik ve c¢evresel siirdiiriilebilirligi desteklemekle
kalmaz, ayn1 zamanda atik yonetimi politikalarina katki saglayarak cevre kirliliginin
azaltilmasina da yardimci olur. Atiksularin bu sekilde degerlendirilmesi, geleneksel
aritma yontemlerine kiyasla daha diisiik maliyetli ve ¢evre dostu bir alternatif sunar.
Ayrica mikroalgler bazi agir metalleri ve toksik bilesikleri biinyelerine alarak
ortamdan uzaklagtirabilme yetenekleri sayesinde biyoremediasyon potansiyeli de
tasimaktadir. Bu yoniiyle mikroalg temelli {iretim sistemleri hem atiklarin bertarafi
hem de degerli iiriinlerin kazanimi agisindan ¢ift yonli bir fayda sunmaktadir. Ayrica
son yapilan caligmalar, atiksu ortaminda yetistirilen mikroalglerin lipid, protein ve
karbohidrat igeriklerinin optimize edilerek biyoyakit, hayvan yemi ve biyoplastik gibi
farkli alanlarda kullanilabilecegini gostermektedir. Boylece bu sistemlerin sadece
cevresel degil, ayn1 zamanda ticari potansiyeli de 6n plana ¢ikmaktadir. Gelecekte,
mikroalg temelli {retim teknolojilerinin daha da gelistirilmesiyle, atiksularin
degerlendirilmesine yonelik uygulamalarin yayginlagmasi beklenmektedir.
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Yapmis oldugumuz bu g¢aligmada alg iiretim maaliyetini minimuma indirmek ve
cevresel siirdiiriilebilirligi arttirmak adina atiksu destekli alg iiretimine odaklanilmistir.
Yeryiiziinde c¢esitli mikroalg tiirleri kullanilarak biyokimyasal icerikleri, biyolojik
aktiviteleri ve biyodizel iiretim potansiyelleri {izerine arastirmalar yapildig
goriilmektedir. Yapmis oldugumuz bu ¢aligmada, daha 6nce tizerinde yapilmis higbir
calisma bulunmayan Scenedesmus aequicaudatus algi, Sapanca Golii'nden izole
edilmistir ve Sakarya ili sinirlart igerisinde yer alan Karaman Atiksu Aritma
Tesisi'nden almman atiksu ile hazirlanan Kkiiltiir ortaminda biiylime ve gelisme
parametreleri arastirilmigtir.  Toplanan atiksu Ornekleri Whatman filtre kagidi
kullanilarak filtrelendikten sonra 121°C, 20 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
Daha sonra adi siizge¢ kagidindan gegirilip 100 litrelik su deposunda homojen olarak
kanistirilmistir. 10 giinliik 6lgiimlere baslamadan 6nce standart metodlar kullanilarak
inorganik besin giderimini tespit etmek iizere baslangic kimyasal analizleri (NO2-N,
NOs-N, PO4-P) yapilmistir. %100 BG11, 80 BG11- %20 Atiksu, %60 BG11- %40
Atiksu, %40 BG11- %60 Atiksu ve %20 BG11- %80 Atiksu ve %100 Atiksu olacak
sekilde 6 farkli kiiltiir ortami kullanilmistir. Hazirlanan kiiltlir ortamlar1 sicaklik:
25+1°C, aydmlatma: 93 umol foton m2 s7!, 151k periyodu: 12 saat aydinlik: 12 saat
karanlik olacak sekilde biiyltime kabininde inkiibe edilmistir. Calismada kontrol grubu
olarak %100 BG11 ortam1 kullanilmistir. Scenedesmus aequicaudatus alginin gelisim
parametreleri (OD680, kl-a, pH); %100 BG11, 80 BG11- %20 Atiksu, %60 BG11-
%40 Atiksu, %40 BG11- %60 Atiksu ve %20 BG11- %80 Atiksu ve %100 Atiksu
ortamlarinda 10 giin boyunca takip edilmistir. Giinliik 6l¢timler tamamlandiktan sonra
baslangi¢c kimyasal analizleriyle karsilagtirmak i¢in final kimyasal analizleri
yapilmistir. 10. giinde elde edilen kuru biyokiitleden toplam protein, toplam
karbohidrat, klorofil-a (kl-a), klorofil-b (kl-b), toplam karotenoid degerleri tespit
edilmistir. Bunun yaninda ekstraksiyon yontemiyle hazirlanan etanolik ekstraktlardan
toplam fenolik madde, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazin (DPPH) radikali siiptirme aktivitesi
ve antibakteriyel aktivite tespit edilmistir. Ayrica lipid ekstraksiyonu yapilarak toplam
lipid ve yag asit icerigi tespit edilerek bu algin biyodizel potansiyeli arastirtlmistir.

Baslangi¢ ve final kimyasal analizleri laboratuvar ortaminda standart yontemlerle
gerceklestirilmistir (APHA, 2012). OD680 degerleri 10 giin  boyunca
spektrofotometrik dlclimlerle tespit edilmistir. Ayni sekilde kl-a degerleri de 10 giin
boyunca spektrofotometre kullanilarak elde edilmistir. pH degerleri ise 10 giin
boyunca masaiistii pH metre kullanilarak (HI 2211pH-HANNA) belirlenmistir. 6 farkl
kiiltiir ortaminda yetistirilen Scenedesmus aequicaudatus alginin toplam protein
degerleri Bradford (1976) yontemi kullanilarak belirlenmistir. Toplam karbohidrat
degerleri belirlenirken Fenol-Siilfiirik Asit Yontemi kullanilmistir (Kochert, 1975).
Toplam pigment degerleri (kl-a, kl-b ve toplam karotenoid) ise Tavakoli ve digerlerine
(2021) gore spektrofotometrik yontemlerle tespit edilmistir. Toplam fenolik madde
miktary, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazin (DPPH) radikali siipiirme aktivitesi ve
antibakteriyel aktivite belirlenirken Oncelikle ultrason destekli ekstraksiyon metodu
uygulanmistir. Ultrasonik banyodan gecirilen numuneler filtre kagidi ile siiziilerek kati
partikiillerinden ayrilmistir. Elde edilen s1ivi numuneler doner buharlastiricida 50 °C'de
vakum altinda dondiiriilerek ¢oziicii madde uzaklastirilmistir. Buharlastirma islemi
sonrasi elde edilen ekstratlar stok olarak (10 mg mL™! konsantrasyonda) +4°C'de
saklanmistir. Bu ekstraktlar kullanilarak yapilan toplam fenolik madde analizi Folin-
Ciocalteu Yontemi kullanilarak yapilmistir. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazin (DPPH)
radikali siipiirme aktivitesi Blois yontemi (Blois, 1958) ile gerceklestirilmistir.
Antibakteriyel aktivite ise disk diflizyon yontemi kullanilarak belirlenmistir.
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Alt1 farkl kiiltiir ortaminda yetistirilen Scenedesmus aequicaudatus alglerinin biiylime
parametrelerinde (OD680, kl-a ve pH) maksimum degerler sirasiyla %80 BG11-%20
Atiksu, %80 BG11-%20 Atiksu ve %60 BG11-%40 Atiksu (pH=11,61) ile %80 BG11-
%20 Atiksu (pH=11,6) olarak tespit edilmistir. 10 giin siiren ¢alismamizda, algler
oncelikli azot kaynagi olarak amonyagi tercih ettikleri igin nitrit ve nitrat
konsantrasyonlarinda deney siiresine bagli olarak hicbir kiiltiir ortaminda giderim
gozlemlenmemigken, en etkili PO4-P giderimi %100 Atiksu ortaminda tespit
edilmistir. Kuru biyokiitledeki pigment miktarlarindaki (kl-a, kl-b ve toplam
karotenoid) en yiiksek ve en diisiik degerler kontrol grubundan (%100 BG11) sonra
sirastyla; %60 BG11-%40 Atiksu, %80 BG11-%20 Atiksu ve %40 BG11-%60 Atiksu
seklinde izlenmistir. Atiksu ile belirli oranlarda seyreltilmis kiiltiir ortamlarinda
yetistirilen alglerin en yliksek biyokiitle miktarina %80 BG11-%20 Atiksu ortaminda,
toplam protein (%60 BG11-%40 Atiksu) ve toplam karbohidrat (%60 BG11-%40
Atiksu) yiizdelerine sahip oldugu belirlenmistir. En yiiksek DPPH siipiirme etkisinin
pH, kl-a, toplam protein ve toplam karbohidrat miktariile ayni1 olarak %60 BG11-%40
Atiksu ortaminda oldugu tespit edilmistir. Toplam fenolik miktar1 karotenoid
miktariyla benzer olarak kontrol grubundan sonra en yiiksek %40 BG11-%60 Atiksu
ortaminda gozlemlenmistir. Setan sayisi, iyot degeri ve sabunlagsma miktarlarina bagh
olarak %60 BG11-%40 Atiksu ve %20 BG11-%80 Atiksu ortamlarindan elde edilen
biyokiitlenin biyodizel potansiyelinin oldugu tespit edilmistir. Farkli ortamlardaki
biyokiitlelerden hazirlanan etanolik ekstraklarin ¢alismada kullanilan test bakterileri
tizerinde (Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Salmonella typhimurium ATCC 14028,
Escherichia coli ATCC 25922 ve Staphylococcus epidermidis ATCC 12228)
antibakteriyel etkisinin olmadig1 belirlenmistir.

Sonug¢ olarak bu calisma, alg yetistiriciliginin yiiksek maliyetlerini iyilestirme
girisimlerinde atiksu ortamini standart besin ortamiyla destekleyerek alg iiretimi
alaninda kullanilabilirligini gosterilerek Sapanca Golii'nden izole edilen bu tiiriin
biyokimyasal bilesenleri literatiire kazandirilmistir. Ozellikle S. aequicaudatus'un yag
asidi profili ve biyolojik aktiviteleri ilk kez belgelenmistir. S. aequicaudatus alginin
yenilebilir yaglar, protein ve nisasta gibi gida {iriinlerinin iiretimi acisindan 6nemli bir
potansiyele sahip oldugu tespit edilmistir.
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DETERMINATION OF BIOCHEMICAL AND BIOLOGICAL ACTIVITIES
OF Scenedesmus aequicaudatus ALGAE CULTIVATED IN WASTEWATER
ENVIRONMENT

SUMMARY

Various wastewaters (domestic, industrial and agricultural) and substrates (dairy
waste, cheese and sugar factory waste) are used as algal cultivation medium to preserve
existing water reserves and minimize the cost of chemicals used. The basic needs for
obtaining biomass through algae cultivation can be listed as high amounts of energy,
water, carbon dioxide, macro and micronutrients. In order to obtain economic benefits
from algal biomass production, the inputs used in the production process must be low-
cost and the targeted raw material must be produced at an affordable price on a
commercial scale. It is estimated that the cost varies from approximately $20 to $200
per kilogram, depending on the method used to produce microalgae biomass. For this
reason, in order to reduce nutrient costs in recent years, suitable and low-cost sources
such as municipal, industrial and agricultural wastewater have begun to be used as
alternative nutrient salt sources. Since the nutrients in the wastewater are used by
algae, the wastewater will also be cleaned, thus increasing environmental
sustainability.

Depending on the type of industry, the resulting wastewater may contain various
pollutants such as minerals, volatile organic compounds, oil and grease, heavy metals
and pesticides. Additionally, industrial and sewage wastewater is generally rich in
nutrients. The accumulation of these pollutants in nature and their release into the
environment can have serious negative effects on both freshwater and marine
ecosystems. On the other hand, nutrients in wastewater serve as a nutrient source for
microalgae, enabling the synthesis of biochemical components in their cells. While
wastewater-based algae production offers a sustainable approach in terms of energy, it
can also bring many advantages such as obtaining products with high economic value,
environmental recovery and pollution control. This integrated approach not only
supports economic and environmental sustainability, but also helps reduce
environmental pollution by contributing to waste management policies. This way of
evaluating wastewater offers a more cost-effective and environmentally friendly
alternative to traditional treatment methods. Microalgae also have the potential for
bioremediation thanks to their ability to absorb and remove some heavy metals and
toxic compounds from the environment. In this respect, microalgae-based production
systems offer a dual benefit in terms of both waste disposal and the acquisition of
valuable products. In addition, recent studies show that microalgae grown in
wastewater can be used in different areas such as biofuel, animal feed and bioplastic
by optimizing their lipid, protein and carbohydrate contents. Thus, not only the
environmental but also the commercial potential of these systems come to the fore. In
the future, with the further development of microalgae-based production technologies,
it is expected that applications for the evaluation of wastewater will become
widespread.
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In this study, we focused on wastewater-supported algae production in order to
minimize algae production costs and increase environmental sustainability. It is seen
that research is being carried out on biochemical contents, biological activities and
biodiesel production potential using various microalgae species on earth. In this study,
Scenedesmus aequicaudatus alga, which has not been studied before, was isolated
from Sapanca Lake and its growth and development parameters were investigated in
the culture medium prepared with wastewater taken from Karaman Wastewater
Treatment Plant within the borders of Sakarya province. The collected wastewater
samples were filtered using Whatman filter paper and then sterilized by autoclaving at
121°C for 20 minutes. Then it was passed through ordinary filter paper and mixed
homogeneously in a 100-liter water tank. Before starting the 10-day measurements,
initial chemical analyses (NO>-N, NOs3-N, PO4-P) were performed to determine
inorganic nutrient removal using the standard methods (APHA, 2012). 6 different
culture medium were used as 100% BG11, 80 BG11- 20% Wastewater, 60% BG11-
40% Wastewater, 40% BG11- 60% Wastewater and 20% BG11- 80% Wastewater and
100% Wastewater. Prepared culture media were incubated in the growth cabinet at
temperature: 25+1°C, illumination: 93 pmol photon m™ s, photoperiod: 12 hours
light: 12 hours dark. 100% BG11 medium was used as the control group in the study.
The growth parameters of Scenedesmus aequicaudatus algae (OD680, chl-a, pH) were
followed for 10 days in 100% BG11, 80% BG11- 20% Wastewater, 60% BG11- 40%
Wastewater, 40% BG11- 60% Wastewater and 20% BG11- 80% Wastewater and 100%
Wastewater environments. After the daily measurements were completed, final
chemical analyses were performed to compare with the initial chemical analyses. Total
protein (Bradford, 1976), total carbohydrate (Kochert, 1978) and chlorophyll-a (chl-
a), chlorophyll (chl-b), total carotenoid values were determined from the dry biomass
obtained on the 10th day. In addition, total phenolic content, 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazine (DPPH) radical scavenging activity and antibacterial activity were
determined from ethanolic extracts prepared by the extraction method. Also, the
biodiesel potential of this algae was investigated by lipid extraction to determine total
lipid and fatty acid content.

Initial and final chemical analyses were carried out in a laboratory environment using
standard methods (APHA, 2012). OD680 values were determined by
spectrophotometric measurements for 10 days. Similarly, kl-a values were obtained
using a spectrophotometer for 10 days. pH values were determined using a desktop pH
meter (HI 2211pH-HANNA) for 10 days. Total protein values of Scenedesmus
aequicaudatus algae grown in 6 different culture media were determined using the
Bradford (1976) method. The Phenol-Sulfuric Acid Method (Kochert, 1975) was used
to determine total carbohydrate values. Total pigment values (kl-a, kl-b and total
carotenoid) were determined by spectrophotometric methods according to Tavakoli et
al. (2021). While determining the total phenolic substance amount, 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazine (DPPH) radical scavenging activity and antibacterial activity,
ultrasound-assisted extraction method was first applied. The samples passed through
the ultrasonic bath were filtered with filter paper to separate the solid particles. The
obtained liquid samples were rotated in a rotary evaporator under vacuum at 50 °C to
remove the solvent. The extracts obtained after the evaporation process were stored as
stock (at a concentration of 10 mg mL™") at +4 °C. Total phenolic substance analysis
using these extracts was carried out using the Folin-Ciocalteu Method. 1,1-diphenyl-
2-picrylhydrazine (DPPH) radical scavenging activity was carried out by the Blois
method (Blois, 1958). Antibacterial activity was determined using the disk diffusion
method.
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The maximum values in the growth parameters (OD680, chl-a and pH) of
Scenedesmus aequicaudatus grown in six different culture medium were determined
as 80% BGI11-20% Wastewater, 80% BG11-20% Wastewater, 60% BG11-40%
Wastewater (pH=11,61) and 80% BG11-20% Wastewater (pH=11,6), respectively. In
our 10-day study, since algae prefer ammonia as their primary nitrogen source, no
removal was observed in any culture medium depending on the duration of the
experiment in nitrite and nitrate concentrations, while the most effective PO4-P
removal was determined in the 100% Wastewater medium. The highest and lowest
values in pigment amounts (chl-a, chl-b and total carotenoids) in dry biomass were
observed as 60% BG11-40% Wastewater, 80% BG11-20% Wastewater and 40%
BG11-60% Wastewater, respectively, after the control group (100% BG11).

It was determined that algae grown in culture media diluted with wastewater at certain
ratios had the highest biomass amount (80% BG11-20% Wastewater), total protein
(60% BG11-40% Wastewater) and total carbohydrate (60% BG11-40% Wastewater)
percentages. It was determined that the highest DPPH scavenging effect at all
concentrations was in 60% BG11-40% wastewater medium with the same pH, chl-a,
total protein and total carbohydrate amount. The total phenolic amount was observed
to be the highest in the 40% BG11-60% wastewater environment, similar to the
carotenoid amounts, after the control group. Depending on the cetane number, iodine
value and saponification amounts, it was determined that biomass obtained from
60%BG11-40% Wastewater and 20%BG11-80% Wastewater environments had
biodiesel potential. It was determined that ethanolic extracts prepared from biomass in
different environments had no antibacterial effect on the test bacteria used in the study
(Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli ATCC
25922 and Staphylococcus epidermidis ATCC 12228).

In conclusion, this study has demonstrated the usability of this species isolated from
Sapanca Lake in the field of algae production by supporting the wastewater medium
with standard nutrient medium in attempts to improve the high costs of algae
cultivation, and the biochemical components of this species have been introduced to
the literature. In particular, the fatty acid profile and biological activities of S.
aequicaudatus have been documented for the first time. S. aequicaudatus has been
found to have significant potential for the production of food products such as edible
oils, protein and starch.

xxvii



Xxviii



1. GIRIS

Diinya iizerinde niifusun giderek artmasiyla birlikte gida yetersizliginden ve gelismis
iilkelerin yasam tarzlar1 nedeniyle yiiksek kalorili yiyecekler tiiketilmesinden
kaynaklanan obezite, diyabet, kolesterol ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi saglik
sorunlart meydana gelmektedir. Arastirmacilar, diinya genelinde gida yetersizliginin
artmasina bir ¢oziim iliretmek amaciyla insan viicudunun ihtiyaglarini karsilayacak
alternatif besleyici iirlin arayisi icerisindedir. Bu nedenle protein, karbohidrat, yag
asitleri ve dogal pigment gibi zengin besleyici igerige sahip olan mikroalglere olan ilgi
git gide artmaktadir (Demircan, 2022). Mikroalgler; tek hiicreli fotosentez yapabilen,
icerigi uzun zincirli ¢oklu doymamais yag asitleri, karotenoidler, proteinler, vitaminler,
mineraller ve fenolikler gibi molekiiller ac¢isindan zengin olan canli grubudur. Bu
organizma grubu zengin iceriklerinden dolay1 gida, kozmetik, biyoyakit ve farmasotik
endistrileri icin yenilikci ve umut vadeden biyobilesik kaynagr olarak
arastirilmaktadir (Manning, 2022; Russel ve ark., 2022). Biyokiitlelerinden hayvan ve
insan beslenmesi, kozmetik ve farmasdtiklerden biyodizel, biyogaz ve hidrojen gibi
biyoyakitlara kadar birgok degerli iiriin elde edilebilmektedir (Zuliani ve ark., 2016).
Bu canlilar yiiksek verimlilikleri sayesinde degerli besinlerin alternatif kaynaklar
olarak kabul edilirler (Vigani ve ark., 2015). Uygun iklim sartlarinda tiim sene
boyunca {iretilebilirler ve geleneksel mahsullerle kiyaslandiginda ¢ok daha hizl
bliytirler fakat alglerin biliyiik boyutlu ticari liretimi, geleneksel mahsul iiretimiyle
kiyaslandiginda potansiyel olarak daha maliyetlidir. Alg yetistiricili§inde yiiksek
miktarlarda enerji, su, karbondioksit ve mikro-makro besin maddesi kullanimi
gereklidir. Alglerin gelismeleri i¢in ihtiya¢ duyduklari temel besinler; azot, fosfor ve
potasyum gibi bazi makro ve mikro maddelerdir. Besin tuzlarin1 COs ile birlikte alarak
fotosentez yoluyla biyokiitle tiretimi gergeklestirirler (Jalilian ve ark., 2020; Kumar ve
ark., 2021). Bu besin maddelerinin temin edilmesi de yiiksek maliyetlere
dayanmaktadir. Son yillarda yapilan ¢caligmalarda besin maliyetini azaltmak i¢in uygun
besin maddesi kaynagi olarak; belediye, endiistriyel ve tarimsal atik sular1 kullanmaya

baslanmistir (Zhou ve ark., 2018; Ye ve ark., 2020).



Atiksu igerisinde, mikroalg kiiltiirleri i¢in faydali olan azot ve fosfor gibi bazi
bilesikler bulunmaktadir (Chiu ve ark., 2015). Mikroalg biiylimesi ve atiksu aritiminin
kombinasyonu, mikroalg yetistiriciliginin neden oldugu mevcut yliksek maliyetlerin
iistesinden gelmek i¢in umut verici bir ¢éztimdir (Kadir ve ark., 2018; de Souza Leite
ve ark., 2019). Atiksularin kullanilarak mikroalglerin biyokiitle iiretmesi ile birlikte
atiksularinin geri doniistiiriilmesi i¢in de bir imkan sunulmus olur (Wollmann ve ark.,

2019).

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada esas amag, Scenedesmus aequicaudatus tiiriiniin atik
su ortaminda diisiik maliyetli olarak yetistiriciliginin yapilmasi1 ve bu mikroalg tiiriiniin
farmasotik, kozmetik, gida, biyoyakit vb. sektorlerde biyokaynak olarak

kullanabilirlik potansiyelinin agiga ¢ikarilmasidir.



2. LITERATUR TARAMASI

2.1. Algler

Algler temel olarak makroalgler ve mikroalgler olarak iki gruba ayrilir. Makroalgler,
tathi sularda ve denizlerde yasayan tiirleri icermesine ragmen ¢ogunlukla deniz yosunu
olarak bilinen, gozle goriinen biiylik alg popiilasyonlaridir (Ge ve ark., 2018).
Mikroalgler ise 0karyotik protistler ve prokaryotik siyanobakterilerden meydana gelen
cok biiytik bir canli grubudur (Bello ve ark., 2021). Mikroalgler gozle goriilmese de
kendi aralarinda gruplar halinde koloniler olusturabilirler (Aktar ve Cebe, 2010).
Algler, su ekosistemlerinin birincil iiretici canlilaridir ve besin piramidinin énemli bir
basamagini olustururlar (Cirik ve Cirik, 2011). Ayrica algler giines 1s13indan
faydalanarak CO;’ i potansiyel biyoyakitlara, besin maddelerine, yemlere ve yiiksek

degerli biyoaktif maddelere doniistiiren organizmalardir (Paul Abishek ve ark., 2014).

2.1.1. Alglerin genel ozellikeri

Algler tatli-tuzlu lentik ve lotik sistemlerde, denizlerde ve bazi asir1 kosullara sahip
habitatlar da dahil olmak {izere pek ¢ok farkli ekosistemlerde yasamlarini
stirdiirebilmektedirler (Sahoo ve Baweja, 2015). Hizli cogalip biiyiiyebilme
ozelliklerine sahiptirler. Bazi makroskobik alg tiirleri giinde 50 cm’e kadar
uzayabilmektedirler (Aktar ve Cebe, 2010). Algler; kok, govde, yaprak ve vaskiiler
sistemleri bulunmayan organizmalardir (Barsanti ve Gualtieri, 2022). Klorofil igeren,
dolayistyla fotosentez yaparak ¢ogunlukla kendi besinini kendi iireten ototrofik
canlilardir. Mikroalgler kendi igerisinde igerdikleri pigmentlere goére kirmizi,
kahverengi ve mavi-yesil algler gibi adlarla da anilmaktadirlar (Dineshkumar ve ark.,
2017). Biyokimyasal icerigini; karbonhidratlar, proteinler, pigmentler ve yaglar
olusturmaktadir (Sajjadi ve ark., 2018). Yapilar1 ve yasadiklar1 habitat bakimindan
cesitlilik gosterdikleri igin lireme ve yasamlarini siirdiirebilme stratejilerinde ¢ok fazla

cesitlilik vardir (Sahoo ve Baweja, 2015).

2.1.2. Alglerin besin maddesi icerikleri
Algler igerdikleri; karbonhidrat, protein, lipid, pigmentler (klorofiller, karotenoidler,

fikobilinler), coklu doymamis yag asitleri ve amino asitler bakimidan olduk¢a zengin



bir yapiya sahiptir. Bunlara ek olarak mineral, vitamin ve polifenoller gibi
antibakteriyel, antifungal ve antiviral 6zellige sahip biyoaktif maddeler igerdikleri de
tespit edilmistir. (Arasaki ve Arasaki, 1983; Gokpinar ve ark., 2001; Durmaz ve ark.,
2002; Chandini ve ark., 2008).

2.1.2.1. Alglerin karbonhidrat icerikleri

Mikroalgal karbonhidratlar karmasik yapiya sahiptir. Notr sekerler, amino sekerler ve
tironik asitlerin bir karisimindan meydana gelirler ve bu bilesimler tiirlere ve bliyiime
kosullarma gore degisiklik gosterir (Templeton ve ark., 2012). Ornegin Spirulina’nin
hiicre duvar1 %86 sindirilebilirlige sahip ve insan viicudu tarafindan kolayca absorbe

edilebilen polisakkaritlerden olugsmaktadir. (Akyil ve ark., 2016).

Yesil makroalgler; glukanlar (selilloz ve nisasta) ve siilfatlanmis polisakkaritler
(6rnegin ulvan) igerir. Kirmizi makroalgler; agar, karajenan ve glukanlar igerir.
Kahverengi makroalgler; mannitol, aljinat ve glukanlar (seliiloz ve laminarin) igerir.
Yesil makroalglerin ana karbonhidratlar (glukan) nispeten kolay fermente olabilirken,
kirmiz1 ve kahverengi mikroalglerin ana karbonhidratlar1 (kahverengi makroalglerin
aljinat ve mannitol, kirmiz1 makroalglerin 3,6-anhidro-l-galaktozu kolay fermente
edilememesi nedeniyle zor olarak kabul edilmistir (Yanagisawa ve ark., 2013; Kawai

ve Murata, 2016).

2.1.2.2. Alglerin protein ve amino asit icerikleri

Protein kaynagi olarak basvurulan alternatiflerden biri olan mikroskobik tatli su algleri
tireme kosullarina bagli olarak %16-70 oraninda protein igerirler. Yiiksek protein
degerleri nedeniyle insan ve hayvan besini olarak kullanilmaktadirlar (Katircioglu ve
Akso6z, 2003). Spirulina, yiiksek protein i¢eriginden dolay1 yaygin olarak yetistiriciligi
yapilan bir siyanobakteridir. Ham protein igerigi %60 civarindadir. Ayrica Chlorella
vulgaris, Scenedesmus obliqguus ve Chlorella pyrenoidosa tiirleri kendi hiicre
kiitlesinin %50’ sini asan miktarda protein icermektedir. Alglerin yiiksek protein
igerigi pazar degerini arttirmaya katkida bulunmaktadir (Aky1l ve ark., 2016). Ayrica
bir¢ok tiir i¢in, proteinleri olusturan amino asitlerin biiylik bir kismini aspartik ve
glutamik asitler teskil eder. Aspartik ve glutamik asitler lezzet artirict olarak
bilinmektedir. Laminaria japonica (kombu) Asya’da yaygin olarak kullanilan

monosodyum glutamatin (Cin tuzu) orijinal kaynagidir (MacArtain ve ark., 2007).



Algler; alanin, valin, izoldsin, 16sin, tirozin, fenilalanin, lizin, arginin gibi bir¢ok

amino asidi de icermektedirler (Dawczynski ve ark., 2007).

2.1.2.3. Alglerin lipid ve yag asidi icerigi

Algler, diinyanin hemen hemen her yerinde dagilim gosteren fotosentetik
organizmalardir ve asirt habitat g¢esitliligi nedeniyle cesitli lipit formlar1 igerirler
(Kumari ve ark., 2013). Lipid smiflar1 temelde iki gruba ayrilabilir: polar lipitler
(fosfogliseritler, glikosilgliseritler) ve polar olmayan lipidler (agilgliseroller, steroller,
esterlestirilmemis yag asitleri, balmumu ve steril esterler). Alglerin membran lipidleri;
glikosilgliseritler, fosfogliseritler ve betain eter lipidleridir. Depolama lipidleri ise
triagilgliserol formundadir (Guschina ve Harwood, 2009; Li-Beisson ve ark., 2019).
Cogunlukla triagilgliseroller veya hidrokarbonlar seklinde polar olmayan lipidler
biriktirirler ve igerdikleri lipid miktarlar1 kuru hiicre agirhiginin %20-%50'sine kadar
ulasabilir (Guschina ve Harwood, 2012). Ayrica mikroalglerin yapisinda nutrasétikler
ve gida takviyeleri olarak kullanilan ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA) omega-3 ve

omega-6 vardir (Castejon ve Sefiorans, 2020).

2.1.2.4. Alglerin icerdigi pigmentler

Alglerden elde edilen énemli maddelerden biri pigmentlerdir (Tiiney Kizilkaya ve
Bayraktar, 2018). Baslica alg pigment gruplari; klorofiller, karotenoidler ve
fikobilinlerdir (Bidigare ve ark., 1990).

Klorofiller yesilimsi renkte ve porfirin halkasi iceren pigmentlerdir. Birgok ¢esidi (kl-
a, kl-b, kl-c) bulunmaktadir. En 6nemlisi, fotosentezin kilit elemani1 olan klorofil-a
pigmentidir. Klorofil-a’dan sonra en ¢ok bulunan pigment klorofil-c, Chromista ve
Dinophyta gruplarinda bulunur. Bunun disinda yesil algler ve bitkilerde klorofil-b
bulunmaktadir (Tiiney Kizilkaya ve Bayraktar, 2018).

Karotenoidler, genellikle kirmizimsi-turuncu renklidir. Bu bilesikler, birbirine karbon
zinciriyle bagli iki kiigiik 6 karbonlu halkadan olugmustur. Suda ¢6ziinmezler. Giines
enerjisinden gelen enerjiyi dogrudan fotosentetik yolaga sokamazlar ancak absorbe
ettikleri enerjiyi klorofile aktarabilirler. Bu nedenle de yardimci pigment olarak

adlandirilirlar (Tiiney Kizilkaya ve Bayraktar, 2018).

Fikobilinler ise suda ¢ézilinebilen pigmentlerdir. Genellikle siyanobakteriler ve kirmizi

alglerde bulunurlar (Tiiney Kizilkaya ve Bayraktar, 2018).



2.1.2.5. Alglerin icerdigi vitaminler

Alglerin i¢cermis oldugu zorunlu vitaminler (A, B1, B2, B6, B12, C, D, E, K, nisin,
biyotin, folik asit ve pantotenik asit), bu organizmalarin besin degerinin artmasina
katkida bulunurlar. Ayrica Dunaliella tertiolecta, Nannochloropsis oculata, Spirulina
platensis, Tetraselmis suecica, Euglena gracilis ve Undaria pinnatifida gibi alg tiirleri
bu vitaminlere ek olarak E ve C vitamini tiretmektedirler (Akyil ve ark., 2016; Alcay
ve ark., 2017).

2.1.2.6. Alglerin icerdigi mineraller
Algler biinyelerinde dengeli miktarlarda kalsiyum, fosfor, magnezyum, sodyum,
demir, krom, kloriir, potasyum, germanyum, ¢inko, manganez, bakir, selenyum,

molibden ve iyot gibi bircok minerali barindirir (Polat ve Polat, 2022).

2.1.3. Alglerin antioksidan ozellikleri

Algler fotosentetik organizmalar oldugu icin, yiiksek oksijen konsantrasyonlarina ve
1s18a maruz kaldiklarinda serbest radikaller ve diger oksidatif reaktifler iiretirler.
Yapisal hasarlarin gerceklesmemesi i¢in bu organizmalarda kendilerini oksidasyona
kars1 korumak amaciyla tiretilen, antioksidan aktivite gosteren maddeler bulunmugtur.
Bu nedenle algler, viicudun normal metabolizmast sonucu iiretilen reaktif oksijen
tiirlerinin zararh etkisine kars1 viicudumuzu korumak i¢in de uygun olabilecek giiclii
bir antioksidan bilesik kaynagidirlar. Alg antioksidanlari; karotenoidler ve E vitamini
(a-tokoferol) gibi cok farkli bilesikleri igerir. Vitaminler, fikobiliproteinler ve
polifenoller suda ¢oziinen giiclii antioksidanlardir (Ikeda ve ark., 2003; Ina ve Kamei,

2006; Munir ve ark., 2013; Stabili ve ark., 2023).

Giliniimiliz diinyasinda, sentetik antioksidanlar saglik icin gilivenlik endiseleri
olusturmalar1 sebebiyle dogal antioksidanlar git gide 6nem kazanmaistir ve giiniimiizde

algler bu amagla yaygin olarak kullanilmaktadir (Stabili ve ark., 2023).

2.1.4. Alglerin antibakteriyal ozellikleri

Mikroalglerin antibakteriyel aktiviteleri lizerinde ¢oklu doymamis yag asitleri ve
kolesterol gibi baz1 bilesikler dnemli bir rol iistlenmektedir. Bu canlilarin gostermis
oldugu antibakteriyal aktivite, zincir uzunluguna ve doymamislik derecesine bagh
oldugundan serbest yaglarin gdstermis oldugu kompozisyon ve konsantrasyon
miktarlar1 ¢cok 6nemlidir (Akyil ve ark., 2016). Arastirmacilar tarafindan yapilan bazi

calismalarda farkli tlirdeki alglerin antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmis ve cesitli



bakteri tiirlerini inhibe edici etkilerinin oldugu bildirilmistir (Demiriz, 2008).
Chlorella ve Scenedesmus cinsinden yesil mikroalgler, 6zellikle antimikrobiyal
aktiviteye sahip ¢ok cesitli biyoaktif bilesiklerin degerli kaynaklaridir. Bir¢ok
calismada her iki tiirtin de farkli patojenik bakteri tiirlerine karsi antimikrobiyal

aktivitesi bildirilmistir (Jafari ve ark., 2018, Zielinski ve ark., 2020).

2.1.5. Alglerin kullamim alanlar:

Mikroalgler; yag asitleri, proteinler, pigmentler ve vitaminler bakimindan oldukc¢a
zengin bir igerige sahip olan mikroskobik organizmalardir (Hoppe ve ark., 1979). Bu
canlilardan ilk olarak icerdikleri pigmentler nedeniyle Roma imparatorlugunda Virjil
ve Heros zamaninda, kozmetik alaninda renk maddesi olarak yararlanilmistir. Alglerin
bilinen en eski diger bir kullanim alani ise giibre yapimidir. Bu amagcla en ¢ok Uzak

Dogu’da kullanilmistir (Cirik, 1981).

Yine gilinlimiizde insanlarin ve hayvanlarin beslenmesinde, ilag sektoriinde,
yenilenebilir kaynaklarin {iretimi, su kalitesinin degerlendirilmesinde, geri kazanilmis
su eldesi, enerji amagl bir biyokiitle kaynagi (biyometan, biyodizel, biyohidrojen),
biyogiibre ve biyopestisit olarak kullanilmaktadirlar (Sekil 2.1.) (Piwowar ve
Harasym, 2020; Dalrymple ve ark., 2013; Patrick, 1973).
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Sekil 2.1. Mikroalglerin kullanim alanlari.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/chlorella
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/scenedesmus
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/bioactive-compound

Ayrica alg icerigine gore: alg biyokiitlesinden; biyoetanol, biyogaz veya biyoyag;
lipitten biyodizel; karbonhidrattan biyoetanol veya biyodizel; proteinden biyogaz veya
biyodizel; CO; ve H>O’dan biyohidrojen gibi ¢esitli maddeler elde edilebilmektedir
(Caliskan Eleren ve Oner, 2019). Mikroalglere ait birincil metabolitler arasinda yer
alan lipidler, siklikla biyoyakit {iretimi, gida takviyesi ve hayvan yemi amaclartyla
degerlendirilmektedir. Farkli biyoyakit gesitleri igerisinde, yenilenebilir, biyolojik
olarak parcalanabilir ve ¢evre dostu bir segenek olan biyodizel; fosil kokenli dizel
yakitlara alternatif olarak 6ne ¢ikmakta ve arastirmacilarin ilgisini gekmektedir (Saidi
ve Jahangiri, 2017; Moradi ve Saidi, 2022). Atik su destekli mikroalg iiretiminin lipid
verimini artirdig1 ve bu alglerin biyodizel iiretimi agisindan yiiksek potansiyele sahip
oldugu belirlenmistir. Bu nedenle, iiretim maliyetlerini azaltma amaci dogrultusunda
son yillarda gerceklestirilen calismalar, agirlikli olarak atik su kullanilarak yapilan
tiretim sistemlerine odaklanmistir (EI-Sheekh ve ark., 2017; Sharma ve ark., 2018;
Lutzu ve ark., 2021). Atik su kullanilarak yapilan bir calismada, Scenedesmus obliquus
tiirlii mikroalglerin biyodizel iiretimi i¢in ideal lipid igerigi ile yetistirildigi ve biyodizel
{iretimi i¢in verimli bir kaynak sagladig1 tespit edilmistir (Alvarez-Diaz ve ark., 2015).
Baska bir ¢alisma, atik su kullaniminin biyoyakit iiretimi i¢in ¢gevresel ve ekonomik
acidan uygun bir se¢enek sundugunu vurgulamaktadir (Sirin ve Sillanpaa, 2015).
Nannochloropsis oculata tiirii mikroalglerin, zengin lipid igerigi sayesinde biyodizel
tiretiminde yiiksek verim sagladigi belirlenmistir. Calismada, uygun 151k kosullar ve
azot smirlamasi uygulanan kiiltiirlerde lipid birikiminin 6nemli 6l¢iide arttig1 tespit
edilmistir (Rodolfi ve ark., 2009). Yapilan bir diger calismada ise, Scenedesmus
dimorphus tlirii mikroalglerin fotobiyoreaktdrde yetistirilmesi sonucunda ytiksek
diizeyde biyokiitle ve lipid iiretildigi gézlemlenmis; bu lipitlerin transesterifikasyonu
ile kaliteli biyodizel elde edilmistir (Zhang ve ark., 2015). Chlorella vulgaris tirii
mikroalglerin atik su ortaminda yetistirilmesiyle hem su aritimi saglandig1 hem de elde
edilen biyokiitleden basarili bir sekilde biyodizel iiretildigi bildirilmistir. Arastirma,
cevresel siirdiiriilebilirligi destekleyen bir yaklagim olarak alg tabanli sistemlerin

potansiyelini vurgulamaktadir (Mohan ve ark., 2015).

Mikroalgler, yenilenebilir enerji, nutrasotikler, farmasoétikler ve diger yiiksek degerli
endistriyel triinler i¢cin umut verici bir hammaddedir. Mikroalgler, amino asit
bilesimine, protein kalitesine ve sindirilebilirlige dayali alternatif bir "protein

mahsulii" olarak da kullanilabilmektedir (Shahid ve ark., 2020).



2.1.6. Alglerin simiflandirilmasi

Algler genellikle mikroalgler ve makroalgler olarak boyutlarina gére siniflandirilmasi
yapilan heterojen bir organizma grubudur (Abubakar ve ark., 2012; Leal ve ark., 2013;
Siriny1ldiz ve Yorulmaz, 2022). Bir¢ok alg boliimiiniin (divisio) ortak adi o kategoride

bulunan canli grubunun rengine atifta bulunur (Doyle, 1970).

Makroalgler ve mikroalgler, Chlorophyta (yesil algler), Cyanobacteria (mavi-yesil
algler), Bacillariophyta (diatomlar), Chrysophyta (altin algleri), Cryptophyta,
Euglenophyta, Dinoflagellata, Haptophyta, Rhodophyta (kirmiz1 algler) ve
Phaeophyta (kahverengi algler) olarak siniflandirilmaktadirlar (Kawai ve Murata,

2016; OzIii, 2019).

2.1.7. Scenedesmus sp. genel ozellikleri

Chlorophyta (Yesil algler) grubunda yer alan Scenedesmus sp.’nin sistematik
kategorisi su seklidedir:

Alem: Plantae

Altalem: Viridiplantae

Grup: Chlorophyta

Sinif: Chlorophceae

Takim: Sphaerosleales

Aile: Scenedesmaceae

Cins: Scenedesmus

Genel olarak tatl sularda dagilis gosteren Chlorophyta sinifi alglerinin yaklasik %10’u
denizel ortamlarda yasamlarini siirdiirmektedir (Kilig, 2017). Bu siifa ait tiirlerin
cogunlugu sucul olmasina ragmen kar iizerinde, agaclarin govdelerinde ve toprakta
simbiyotik olarak yasayanlar1 da mevcuttur (Kurusakiz, 2020). Bu organizmalarin
hiicreleri mekik seklindedir ve bu sinifin iiyeleri tek hiicreli olarak veya 2, 4, 8, 16’ Ih
koloniler halinde yagamlarini stirdiiriirler. G6z ve kamg1 yapisi bulunmaz fakat bazi
tiirlerinde sayist ve sekli degisen boynuzsu cikintilar mevcuttur (Mercado ve ark.,
2020). Ek olarak bu organizmalarda birer adet kromotofor, pirenoid ve cekirdek
bulunmaktadir (Giiner ve Aysel, 2009). Scenedesmus cinsine ait mikroalglerin yapisi;
lipit, protein ve lutein bakimindan oldukg¢a zengindir (Giiner ve Aysel, 2009). Bu cinse
ait tlirlerin biyokiitlesinde bulunan protein orani genellikle %50-%53 arasindadir.
Hiicre ceperi hiicre agirliginin yaklasik olarak %5-%6’sin1 olusturmaktadir. Hiicre

¢eperinin igerigini kuru agirlik olarak %31 hemiseliiloz, %28 seliiloz, %14 protein,



%09 lipid, %1,7 pektin olusturmaktadir. Hiicrenin seklini koruyan ve ona dayaniklilik
veren ¢eper igerisindeki polisakkaritler; glikoz, galaktoz ve mannozdur (Jakobsson ve
Svantesson, 2019). Tiirlerin sahip oldugu toplam yag asidi miktar1 genellikle kuru
agirhigin yaklagik olarak %5’1dir. Ancak yapilan bazi ¢aligmalarda bu toplam yag asidi
iceriginin %70’ lere kadar ulastig1r da ileri siirlilmiistiir. Scenedesmus tiirlerinin
hidrojenaz enzimi iiretme kabiliyetleri vardir. Nisasta hidroliz edilecegi durumda
ckstraseliiler amilaz salgilarlar. Uremeleri genellikle eseysiz olarak otokoliyel olarak

veya zoosporlar ile gerceklesir (Borowitzka ve Borowitzka, 1992).

Bu cinse ait mikroalgler hizli biiylime 6zelligine sahiptir ve 10°C ile 40°C arasinda
genis bir sicaklik skalasinda yasamlarini siirdiirebilirler. Ayrica 7-9,5 pH araliginda
hayatta kalabilirler (Jakobsson ve Svantesson, 2019). Zorlu c¢evresel kosullara karsi
dayanikli olmalar1 sayesinde bu tiirlerin kiiltlir yetistiriciligi kolay yapilmaktadir.
Scenedesmus cinsine ait tiirler ilk kiiltiirii yapilan mikroalgler arasinda yer alir (Kilig,

2017).

Bu tez ¢alismasinda kullanilan tiir Scenedesmus aequicaudatus (Sekil 2.2.) bu cins

icine dahil edilir.

Sekil 2.2. Scenedesmus aequicaudatus alginin 151k mikroskobu goriintiisii.

2.2. Atik Su

Mikroalglerin yetistiricigi i¢in kullanilan besin tuzlarinin fiyatlari, bu organizmalardan
elde edilen biyokiitlenin yiiksek maaliyetinin ana sebeplerinden biridir. Bu nedenle
mikroalglerin endiistriyel yetistiriciligi i¢in sinirlayict bir faktordiir. Atiksular sahip

olduklar1 yiiksek besin igerigi nedeniyle diisiik maliyetle besin elde etmek igin
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alternatif bir ¢ozlim gibi goriinmektedir, bu da biyoyakit iiretiminin atiksu aritimu ile
birlestirilmesi olasiligini diisindiirmektedir (Oswald ve ark., 1957; Pittman ve ark.,
2011; Koller ve ark., 2012; Zuliani ve ark., 2016). Dolayisiyla, atik tiiretilmis
substratlardan yararlanarak mikroalg yetistiriciliginin maliyetlerini diisiirmeye yonelik

olas1 ¢oziimler tanimlanabilir (Zuliani ve ark., 2016).

Atiksudaki mikroalglerin verimli biiyiiyiip gelisebilmeleri ¢esitli degiskenlere baglhidir.
Herhangi bir biiyiime ortaminda oldugu gibi, mikroalglerin biiyiimesi {izerinde etkili
olan kritik degiskenler; ortamin pH'1 ve sicakligi, azot (N), fosfor (P) ve organik
karbon (ve bu bilesenlerin oranlar1) dahil olmak tizere temel besin maddelerinin
konsantrasyonu ve 15181n belli siddet ve siirelerdeki varligidir (Pittman ve ark., 2011).
Atiksu ortamu ile diger biiylime ortamlar1 arasindaki dnemli bir fark, atiksudaki N ve
P gibi maddelerin yiiksek besin konsantrasyonudur. Azotun ¢ogu genellikle yiiksek
konsantrasyonda alg biiylimesini engelleyebilen amonyak formundadir (Ip ve ark.,
1982; Konig ve ark., 1987; Wrigley ve Toerien, 1990; Pittman ve ark., 2011).
Kadmiyum veya civa gibi toksinlerin veya organik kimyasallarin varligi, atiksudaki
alg biiylimesi iizerinde etkili olan bir baska kritik faktordiir. Bu durum o6zellikle
endustriyel kaynakli atiksularla alg yetistiriciliginde bir sorun teskil edebilmektedir

(Lau ve ark., 1995).

Alg biliylimesini olumsuz etkileyebilecek biyotik faktdrler arasinda patojenik
bakteriler ve yirtici zooplankton tiirleri bulunur. Bunlara ek olarak, atiksudaki diger
mikroorganizmalar, temel besinler i¢in mikroalglerle rekabet edebilir. Atiksudaki
mikroalglerin baslangic yogunlugunun da tiim popiilasyonun biiylimesi i¢in kritik bir

faktor olmas1 muhtemeldir (Lau ve ark., 1995).

Farkl1 alg tiirlerinin belirli bir atiksu durumunu tolere etme yeteneklerinde farkliliklar
olacaktir. Tek hiicreli klorofitik mikroalglerin birgok atiksu kosuluna ozellikle
toleransli oldugu ve atiksudan besin biriktirmede ¢ok verimli oldugu gosterilmistir
(Gonzalez ve ark., 1997; Aslan ve Kapdan, 2006; Ruiz-Marin ve ark., 2010; Pittman
ve ark., 2011).

2.3. Calismanin Amaci

Yapilan bu calismada atiksu ortaminda mikroalg yetistiriciligi yapilarak, yiiksek
yetistiricilik maliyetlerinin diisiiriilmesi amac¢lanmistir. Scenedesmu aequicaudatus

mikroalgi; %100 BG11 medium, %80 BG11: %20 Atiksu, %60 BG11: %40 Atiksu,

11



%40 BGI11: %60 Atiksu, %20BG11: %80 Atiksu, %100 Atiksu ortamlarinda
yetistirilip elde edilen biyokiitlelerin biyokimyasal icerikleri (klorofil-a, klorofil-b,
toplam karotenoid, toplam protein, toplam karbohidrat, toplam lipid) ve antioksidan
aktivitesi ile antibakteriyel aktivitesi tizerindeki etkisi incelenmistir. Scenedesmus
aequicaudatus alginin biyodizel potansiyelinin degerlendirilmesi icin yag asidi
icerigine bakilarak; setan sayisi, iyot degeri (IV), ve oksidasyon stabilitesi gibi
biyodizel kalitesini etkileyen ana parametreler tespit edilmistir. Siirdiiriilebilir geri
donilisiimiin saglanmasi i¢in atiksuyun NO2-N, NO3-N ve POs-P miktarlarinin ne

kadarinin bu alg tarafindan ortamdan temizlendigi belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Calisma Materyali

Caligsmada kullanilan evsel atiksu, Sakarya Biiyiiksehir Belediyesi'ne bagli Adapazari
ilcesinde yer alan Karaman Atiksu Aritma Tesisi'nden Kasim 2023 tarihinde temin
edilmistir (Sekil 3.1.). Belirli oranlarda kiiltiir ortaminda kullanilacak olan atiksu
ornekleri, mikroalglerin monospesifik kiiltlirlerini  saglamak ve bakteriyel
kontaminasyonu 6nlemek i¢in 1,2 um gozenek boyutuna sahip Whatman filtre
kagidindan siiziilmiis (Sekil 3.2.) ve 1 atmosfer buhar basincinda 121°C'de 20 dakika

boyunca otoklavlanmistir.

Calismada kullanilan Scenedesmus aequcaudatus (Hortobagyi) algi Sapanca
Goli'nden (400 44' 06" N, 30° 19' 07" E) 2023 Mayis ayinda izole edilerek Sakarya
Universitesi Alg kiiltiir yetistiriciligi laboratuvarinda kiiltiire almmustir. Tiir Huber-
Pestalozzi (1983) teshis kitabi1 kullanilarak tanimlanmistir ve Sakarya Universitesi
Bitki Fizyolojisi ve Alg Kiiltlirii Laboratuvari'nda aksenik kosullar altinda BG11
Medium'da (Rippka ve ark., 1979) yetistirilmeye devam edilmektedir.

Sekil 3.1. Karaman Atiksu Tesisi ve su 6rnegi toplama stireci.



Sekil 3.2. Atiksu filtrasyonunda kullanilan sistem.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Yapilan bu ¢alismada kullanilan cihazlar Tablo 3.1.” de verilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan cihazlar.

Cihaz islev Marka

Buzdolab1 Numune ve ¢ozeltilerin Beko
saklanmasi

Etliv Kurutma ve sterilizasyon Niive

Hassas terazi

Isiticilt manyetik karistiric

iklimlendirme kabini

Sogutuculu mikrosantrifiij

Sogutuculu santrifiij

Spektrofotometre

Mikropipet

Mikropipet

Mikropipet

Otoklav

pH metre
Ultrasonik banyo

Tartim

Cozelti hazirlanmasi

Alg kiiltiirii

Siipernatant eldesi

Pelet eldesi

Absorbans ol¢iimii

Enzim analizleri

Enzim analizleri

Soliisyon  hazirlanmast  ve

enzim analizleri

Sterilizasyon
pH o&lgiimleri

Ekstraksiyon

Schimadzu SLB
320

Dragon med M
10068

Dev/Pet

Centrion scientific
K3

Niive

Shimadzu  mini
UV 1240
Nichipet (100-
1000 pL)
Eppendrof  (10-
100 pL)
Eppendorf (1-10
mL)

Alp
Metler Toledo
Wisd WiseClean
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3.3. Metot

3.3.1. Hiicre Kkiiltiiriiniin hazirlanmasi

Scenedesmus aequcaudatus susu aksenik kosullarda hazirlanmis BG11 ortaminda
(Rippka ve ark., 1979) yetistirilmistir (Tablo 3.2.). 300 mL alg kiiltiirii steril olarak
hazirlanmis 2700 mL kiiltiir besiyerine inokiile edilerek iklimlendirme kabininde
25+1°C’lik sicaklikta, 93 pmol foton m? s! (12 saat aydinlik, 12 saat karanlik) 10 giin

inkiibasyona birakilmigtir.

Tablo 3.2. BG11 ortami icerigi (Rippka ve ark., 1979).

Bilesik Miktar
NaNO; 1,5gL!
NaHCO; 1gL!
K>HPO4 (1M) 0,2mL L"!
BGl11 konsantre stok soliisyonu 10 mL L™

3.3.2. Deney ortami ve diizenegi

Deney oncesi alg kiiltiirleri 10 giin boyunca iklimlendirme kabininde adaptasyona
birakilmistir. Scenedesmus aequcaudatus deney ortami hazirlanirken, evsel atiksu 5 I
lik kavanozlara 3 tekrarli olarak 6nceden hesaplanan oranlarda (%80 BG11-%20
Atiksu, %60 BG11-%40 Atiksu, %40 BG11-%60 Atiksu, %20BG11-%80 Atiksu,
%100 Atiksu) homojenize edilerek hazirlandi. Ayrica pozitif kontrol olarak da BG11
ortaminda (%100 BGI11) yetistirildi. Her bir tekrar grubunda 2700 mL hacim
karistirildi. Adaptasyonda 10. gilinlinii tamamlayan Scenedesmus aequcaudatus
kiiltiirii test gruplarina 300 mL ekilerek toplam hacim 3000 mL’ ye tamamlandi. Bu
sayede adaptasyondaki kosullara uygun bir deney grubu (1/10) olusturuldu (Sekil
3.3.). Hazirlanan deney gruplariyla ilgili yapilan ¢aligmalar Sekil 3.4’ de verilmistir.
Her 10 giinde bir test grubu santrifiijlenerek elde edilen yas biyokiitleler 40 °C'de
kurutulmak iizere inkiibasyona birakildi. Toplanan biyokiitler ileriki analizler igin

kullanilmak tizere +4 °C’ de saklanda.
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Sekil 3.3. Farkli konsantrasyonlarda atiksu ile hazirlanan S. aequicaudatus kiiltiirleri.

' ™y

8. aequicaudatus Kiiltiirleri

\ J/
' ™\
Biiyiime inorganik Biyokimyasal Antioksidan Antibakteriyel Biyodizel
parametreleri besin giderimi icerik aktivite aktivite potansiyeli
\ J/

Sekil 3.4. S. aequicaudatus kiiltiirleri ile yapilan deneyler.

3.4. Ol¢ciimler ve Analizler
3.4.1. inorganik besin tuzu giderimi

3.4.1.1. Nitrit azotu (NO2-N) analizi

NO:>-N konsantrasyonu; su Orneklerinin standart metotlara gore spektrofotometrik
olarak ol¢tlilmesi sonucu belirlenmistir. Bu analiz icin seriler; 0, 0.5, 1, 1.5 ve 2 mL
olarak kullanilmistir (Sekil 3.5.). Serilerin bulundugu erlenlere 50 mL distile su
konulmustur ve erlenlerden sirayla 0, 0.5, 1, 1.5, 2 mL su ¢ikartilip yerine ¢ikarilan su
miktar1 kadar calisma soliisyonu eklenmistir. Kullanilan c¢alisma soliisyonu, stok
sollisyonunun 1:1000 oraninda seyreltilmesi ile hazirlanmistir (99,9 mL saf su + 0,1

mL stok soliisyonu). Stok soliisyonu ise 2,482 g sodyum nitritin (NaNO2) 1 L saf suda
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¢cozlinmesiyle hazirlanmigtir. Analizi yapilacak 6rneklerin konuldugu diger erlenlere
ise 0,5 ornek ve 49,5 distile su konularak 1:100 oraninda seyreltilmistir. Daha sonra
hem serilere hem 6rneklere 1 mL siilfanilamid soliisyonu eklenerek 5 dk beklenmistir.
1 mL N (1-naftil) etilin-diamin soliisyonu eklenip ve karistirmistir. 10 dk beklendikten
sonra 550 nm dalga boyunda absorbans ol¢iimii yapilmistir. 10. giiniin 6lgiimleri

tamamlandiktan sonra siiziilen besiyeri 6rneklerine NO»-N analizi yapilmistir.

Sekil 3.5. Nitrit azotu (NO2-N) analizi.

3.4.1.2. Nitrat azotu (NO3-N) analizi

NO;-N konsantrasyonu; su Orneklerinin standart metotlara gore spektrofotometrik
olarak ol¢iilmesi sonucu belirlenmistir. Bu analiz i¢in kullanilan seriler; 0, 0.25, 0.5,
1, 2 ve 3 mL olarak kullanilmistir (Sekil 3.6.). Serilere yazan miktarlarda ¢alisma
soliisyonu konulmustur ve saf su eklenmemistir. Calisma soliisyonu, stok
solisyonunun 1:10 seyreltilmesi ile hazirlanmigtir (9 mL saf su + 1 mL stok
sollisyonu). Stok soliisyonu 0,722 gr potasyum nitratin (KNOs3) 1 L distile suda
coziilerek hazirlanmistir. Analizi yapilacak orneklerin konuldugu diger erlenlere 0,5
ornek ve 49,5 distile su konularak 1:100 oraninda seyreltilmistir. Daha sonra hem
serilere hem Orneklere 1 mL Na-salisilat soliisyonu eklenmistir ve bir gece 95°C’de
etlivde kuruyana kadar bekletilmistir. Ertesi giin iizerlerine 1 mL H>SO4 eklenerek

tyice ¢alkalanmistir. Ardindan 50 mL distile su eklenmistir. Sonrasinda 7 mL NaOH-
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tartarat ¢ozeltisi eklenmistir. Orneklere distile su ilavesi yapilarak toplam 100 mL’ye
tamamlanir (42 mL distile su). Iyice karistirildiktan hemen sonra 420 nm dalga
boyunda absorbans degeri Ol¢iilmiistiir. 10. giiniin 6l¢iimleri tamamlandiktan sonra

stiziilen besiyeri orneklerine NO3-N analizi yapilmistir.
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Sekil 3.6. Nitrat azotu (NOs3-N) analizi.

3.4.1.3. Ortofosfat (PO4-P) analizi

PO4-P konsantrasyonu, su orneklerinin standart metodlara gore spektrofotometrik
olarak ol¢iilmesi sonucu belirlendi. Bu analiz i¢in seriler; 0, 0.25, 0.5, 1, 2 ve 5 mL
olacak sekilde kullanilmistir (Sekil 3.7.). Serilere 50 mL saf su konulmustur ve
erlenlerden sirayla 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 5 mL saf su ¢ikartilmistir. Calisma soliisyonu,
stok soliisyonunun 1:1000 oraninda seyreltilmesi ile hazirlanmigtir (99,9 mL saf su +
0,1 mL stok soliisyonu). Stok soliisyonu 24,393 gr potasyum dihidrojen fosfat
(KH2PO4) + 800 mL saf su +1 mL siilfiirik asit (H2SO4) ile hazirlanip 1 L’ye
tamamlanmistir. Cikarilan saf su yerine ayni miktarlarda ¢aligma soliisyonu
eklenmistir. Diger erlenlere ise 50 mL orneklerden konulmustur. Sonrasinda hem
serilere hem de O6rneklere 5’er mL ¢ozelti karisimi eklenip karistirilmistir. Cozelti
karisimi 100 mL amonyum molibdat ¢6zeltisi, 250 mL siilfiirik asit ¢ozeltisi, 100 mL
askorbik asit ¢ozeltisi ve 50 mL potasyum antimonil tartarat ¢ozeltisi eklenerek

hazirlanmistir. 5 dk beklendikten sonra 720 nm dalga boyunda absorbans degeri
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Olciilmiistiir. 10. giiniin Sl¢limleri tamamlandiktan sonra siiziilen besiyeri o6rneklerine

PO4-P analizi yapilmistir.

Sl -
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Sekil 3.7. Ortofosfat (POs-P) analizi.

3.4.2. Biiyiime parametreleri (OD, Klorofil-a) ve pH

Scenedesmus aequcaudatus alginin gelisim parametreleri OD680 ve klorofil-a
analizleriyle belirlenmistir. 10 giin boyunca hergiin 1/10 oraninda seyreltme yapilan
alg kiiltiirlerinin spektrofotometrede 680 nm’deki (100 pL kiiltiir, 900 pL saf su)

absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Kor ¢ozelti olarak saf su kullanilmigtir.

Klorofil-a 6l¢iimii i¢in 1/10 oraninda saf metanol ile ekstraksiyon yapilmistir (100 pL
kiiltiir, 900 pL saf metanol). Bunun i¢in 1 dk vortekslenen 6rnekler 2 dk 13.800 rpm
ve +4°C’de mikrosantrifiij ile santrifiijlenmistir. Daha sonra spektrofotometrede 665
nm dalga boyunda absorbansda Olg¢iilmiistiir. Kor cozeltisi olarak saf metanol
kullanilmistir (Mackinney, 1941). Olgiimler 10 giin boyunca her 24 saatte bir
yapilmustir. Ayrica deney gruplarinin pH Sl¢limleri masaiistii pH metre (HI 2211pH-
HANNA) kullanilarak deney siiresince her giin takip edilmistir.

3.4.3. Kuru alg biyokiitlesi
Alg biyokiitlesi, 10 giinlik kiiltiirlerin Whatman GF/C filtre kagidindan vakum
filtrasyonu ile elde edilmistir. Daha sonra, kuru alg biyokiitlesi Whatman kagidi
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tizerinde 35°C'de 24 saat boyunca fanl bir etiivde kurumaya birakilmistir. Boylece 1

L s1vi1 kiiltiirdeki kuru biyokiitle (mg) mg L' olarak tespit edilmistir.

3.4.4. Toplam pigment analizi

Orneklerin kuru biyokiitledeki pigmentlerinin (klorofil-a, klorofil-b ve toplam
karotenoid) belirlenmesi spektrofotometrik olarak Tavakoli ve ark. (2021) yontemi
kullanilarak gercgeklestirilmistir. Ekstraktlar, kurutulmus 6rneklerden %70 etil alkol
kullanilarak 1 mg mL™! konsantrasyonlarinda hazirlanmistir. Orneklerin absorbanslari
spektrofotometre ile 470, 648 ve 664 nm'de Olciilmiistiir. Klorofil-a, klorofil-b ve
toplam karotenoid miktarlar1 (mg g kurutulmus ekstrakt) asagidaki esitliklere (3.1.,
3.2. ve 3.3.) gore hesaplanmustur.

Kla = 1336 X A664— 5,19 X A648 (3.1.)

Kl-b = 27,43 X A648 — 8,12 X A664 (3.2)

1000 x A470 — 1,63 X Kl-a — 104,96 x Kl-b
221

(3.3.)

Toplam karotenoid =

3.4.5. Toplam protein analizi

Toplam protein, Bradford (1976) yontemi degistirilerek uygulanmistir. 0,01 kuru alg
biyokiitlesi 2 mL 0,031 M Sitrat-Fosfat tamponu (pH: 5,5) ¢ozeltisi ile homojenize
edilmistir. Homojenize edilmis numuneler +4°C’de 14.000 rpm’de 20 dk boyunca
santrifiijlenmistir ve siipernatantlari ayrilmistir. Karisim, siipernatanlara 0,031 M
Siilfat-Fosfat tamponu (pH:5,5) ve %0,01 Coomassie Brilliant Blue G-250 eklenerek
hazirlanmistir. Protein miktarlarinin belirlenmesi hazirlanan standart ¢izelge (bovin

serum albumin) kullanilarak mg g™ cinsinden hesaplanmistur.

3.4.6. Toplam karbohidrat analizi

Karbonhidrat miktariin belirlenmesinde Fenol-Siilfiirik Asit Yontemi kullanilmistir
(Kochert, 1975). 0,5 mg mL™! konsantrasyondaki 1 mL alg numunesi, 3 mL konsantre
siilfiirik asit ile karistirnlmistir ve 1 mL %35 fenol ilave edildi. Karisim daha sonra
90°C'deki su banyosunda 5 dakika inkiibe edildi ve absorbansi 490 nm'de 6l¢iilmiistiir.
Hazirlanan d-glukoz standart grafigi kullanilarak orneklerin karbonhidrat igerikleri

hesaplanmastir.
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3.4.7. Toplam lipid iceriginin belirlenmesi

Ogiitiilmiis alg drnekleri iizerine 3 mL ekstraksiyon soliisyonu (kloroform-metanol
((v/v) 2:1)) siseye eklenerek 24 saat 27°C de karistirildi. Uzerine 1 mL distile su ilave
edilerek 5000 rpm de 10 dk santrifiij edildi. Ust faz metanol ve suyu, alt faz kloroform
ve lipidi icermektedir. Ust faz atilarak 2 mL ekstraksiyon soliisyonu eklenmistir ve 2
saat slireyle ekstraksiyon yontemi tekrarlanmistir. Daha sonra siipernatant faz ve geri
kalan mikroalg biyokiitlesi ayrilarak kloroform, 50 °C de evaporatorde
uzaklagtirllmigtir.  Ekstrakte edilen lipidin = agirhigi, kloroformun tamamen
buharlastirilmasindan sonra sisenin agirligi ile sisenin baslangic agirligi arasindaki

farka gore belirlenmistir.

3.4.8. Ekstraksiyon metodu

10 giinliik biiyiimenin ardindan, filtrelenen kiiltiirlerden elde edilen biyokiitle distile
su ile yikanarak ortamdan arindirilmigtir. Ultrason destekli ekstraksiyon metoduyla
sabit 30 kHz (f) frekansinda 100 W maksimum gii¢ (W) saglayan bir ultrasonik banyo
kullanilarak gerceklestirilmistir. 3g mikroalg biyokiitlesine 100 mL metanol eklenmis
ve 12 saat boyunca karistirllmistir. Daha sonra ultrasonik banyoya yerlestirilen
karisimlar 100 W gii¢ uygulanarak 60 dk boyunca ekstrakte edilmistir (Tavakoli ve
ark., 2021). Ornekler filtre kagidindan siiziilmiistiir. Daha sonra ¢dziiciileri déner
buharlastiricida 50°C'de vakum altinda uzaklagtirilmistir (Sekil 3.8.). Ekstraktlar stok
olarak hazirlanmistir (10 mg mL"! konsantrasyonda) ve deneye kadar +4°C'de

saklanmistir (Semerci ve ark., 2020).
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Sekil 3.8. Ekstraksiyon agamalari.

3.4.9. Toplam fenolik madde (TPC) miktarimin belirlenmesi

Toplam fenolik madde tayini Folin-Ciocalteu Yontemi kullanilarak belirlenmistir.
Folin-Ciocalteu yontemi modifiye edilerek calisilmistir. Hazirlanan ekstrakttan 100
mL alinarak, 200 mL %50’lik Folin-Ciocalteu reaktifi eklenmis ve 2 dk bekletilmistir
(%50’lik Folin-Ciocalteu reaktifi: 1000 mL distile su ile 1000 mLFolin-Ciocalteu
reaktifi karistirilarak hazirlanmustir). Uzerine 1 mL %2’lik Na,CO; ¢ozeltisi ilave
edilerek 1 saat karanlikta bekletilmis ve 760 nm’de absorbanslar1 okunmustur. Ornegin
toplam fenolik madde igerigi Gallik Asit Standart’1 kullanilarak mgGA mg™ cinsinden
hesaplanmistir (Singleton ve Rossi, 1965).

3.4.10. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazin (DPPH) analizi

DPPH radikal siipiirme aktivitesini belirlemek icin modifiye Blois ydntemi
kullanilmistir (Blois, 1958). En ¢ok kullanilan antioksidan analizlerinden biridir. 1 mL
alg ekstraktiyla 1 mL %0,04’liik DPPH ¢ozeltisi ile karistirilip vortekslenmistir
(%0,004°1lik DPPH c¢ozeltisi: 20 mg 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl reaktifi 500 mL
metanol ile ¢oziilerek elde edilmistir). 30 dk oda kosullarinda karanlikta bekletildikten
sonra 517 nm’de absorbans degeri dl¢iilmiistiir. Kontrol 1 mL DPPH ¢d6zeltisine 1 mL

%70’1ik metanol eklenerek hazirlanmistir.
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Antioksidan aktivite asagidaki esitlige (3.4.) gore hesaplanmistir:

) ... kontrol — &rnek (3.4.)
DPPH giderme aktivitesi = ———————— X 100
kontrol

3.4.11. GC-MC analizi

Hazirlanan metanolik ekstraktlarin detayli kimyasal igeriklerinin belirlenmesi igin
GC-MC analizi yapildi. GCMS-QP2010 plus cihazt (Shimadzu, Kyoto, Japonya)
otoenjektdr ve 30x0.25 mm'lik 0.25 um film kalinligina sahip HP-5MS kolonu ile GC-
MS profilini olusturmak i¢in kullanildi. Tastyic1 gaz olarak helyum, 1.15 mL dk!' kis
hizinda kullanildi. Kiitle spektroskopik analizi 70 eV iyonizasyon sistemi ile
gergeklestirildi. Birincil sicaklik 2 dk boyunca 80 °C'ye ayarlandi ve 10 °C dk™' hizinda
5 dk boyunca 280 °C'ye kademeli olarak artirildi. Numune enjeksiyonu 250 °C'de
boliinmiis modda gergeklestirildi. Cikarilan bilesenlerin alikonma siiresi ve kiitle
spektrumlarina dayali karakterizasyonu i¢in Wiley 10th/NIST 2014 kiitle spektral
kiitliphanesi (W10N14) kullanildi.

3.4.12. Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi

Hazirlanan ekstraklarin disk diflizyon yontemi kullanilarak antibakteriyel aktiviteleri
arastirilmistir. Bakteri suslart olarak Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Salmonella typhimurium
ATCC 14028, Escherichia coli ATCC 25922 ve Staphylococcus epidermidis ATCC
12228 kullanilmustir.

Disk diflizyon metodu: Alg ektraklar1 %1°lik dimetil siilfoksit (DMSO c¢oziilerek 10
mg mL"! konsantrasyonda ayarlanarak 6 mm capindaki steril disklere 20’ser pL
emdirilmistir. 24 saatlik taze sus kiiltiirlerinden densitometer kullanilarak 0.5
Mcfarland (108) yogunlukta siispansiyonlar hazirlanmigtir. Daha sonra hazirlanan
siispansiyonlardan ekiivyon ¢ubukla alinan 6rnekler Miieller Hinton Agar besiyerine
inokiile edilmistir. Onceden hazirlanan ekstrakt emdirilmis diskler miikroorganizma
ekimi yapilan petrilere yerlestirilmistir. 24 saat 37 °C’deki inkiibasyon sonrasi1 petride
olusan inhibisyon bdlgeleri dijital kumpas yardimiyla ©6lgiilerek sonuglar
degerlendirilmistir (Semerci ve ark., 2020). Pozitif kontrol olarak Gentamicin
antibiyotigi yiikli diskler kullanilmistir. Tim deneyler {i¢ tekrarli olarak

gergeklestirilmis olup sonuglar ortalama olarak verilmistir.
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3.4.13. Istatiksel analizler

Her bir deney seti ii¢ tekrar olarak gerceklestirilmistir. Verilerin normal dagilimina
bagl olarak, biiyiime parametreleri (OD680, klorofil-a), pH, nitrit (NO2-N), nitrat
(NOs-N) ve ortofosfat (PO4-P) giderimi, biyokimyasal icerikler (toplam protein,
toplam karbohidrat, toplam yag asiti, toplam fenolik madde) ve antioksidan (DPPH)
aktivite ile antibakteriyal aktivite acisindan 6 farkli kiiltliir ortami arasindaki
farkliliklar1 tespit etmek i¢in verilere SPSS 22.0 yazilimi ile tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) veya Kruskal-Wallis testi uygulanmistir. Biiylime parametreleri (OD680,
klorofil-a) ve pH’ta 10 giin arasindaki farkliliklar1 tespit etmek i¢in de ANOVA veya
Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Parametrik veya parametrik olmayan Post-hoct

testleri ¢oklu karsilagtirma yapmak amaciyla kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Optik Yogunluk (OD)

S. aequicaudatus’ un besiyer ve atiksu ortamlarindaki gelisiminin 10 giin boyunca
OD680 absorbansi tizerine etkisi Sekil 4.1.’de verilmistir. Kiiltiirler kendi aralarinda
kiyaslandiginda %100 BG11, %80 BG11-%20 Atiksu ve %60 BG11-%40 Atiksu
ortaminda yetistirilen alglerin, %100 Atiksu ortaminda yetistirilen alglere gore
bliylime ve gelisim miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis gorilmiistiir
(Kruskal-Walis H (1,6) =16,303; df=5, p<0,05). %100 Atiksu kiiltiir ortam1 ile %40
BG11- %60 Atiksu ve %20 BG11- %80 Atiksu ortamlar1 arasinda anlamli bir fark
goriilmemistir (p > 0,05). Hazirlanan besiyeri ortamlar1 igerisinde en yiiksek alg
gelisimi %80 BG11-%20 Atiksu ortaminda, en diistik alg gelisimi ise %100 Atiksu

ortaminda tespit edilmistir.

Her bir kiiltlir ortammin OD degerleri kendi iginde kiyaslandiginda %100 BGI1
ortaminda istatistiksel olarak 1. giinden 9. giine kadar anlaml1 bir artig goriiliirken, 10.
giinde azalma goriilmiistiir (Kruskal-Walis H (1,1)=31,678; df =10, p <0,01). Benzer
olarak %80 BG11-%20 Atiksu ortaminda 1. glinden 9. giine kadar anlamli bir artis
gozlemlenmisken, 10. giinde azalma meydana gelmistir (Kruskal-Walis H (1,11) =
31,743; df = 10, p<0,05). %60 BG11-%40 Atiksu ortamindaki biiyiime 8. giine kadar
istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermisken 9. ve 10. giinlerde biiylime sabit
kalmistir (Kruskal-Walis H (1,11) = 31,363; df = 10, p <0,05). %40 BG11-%60 Atiksu
ortaminda 9. giine kadar anlamli bir artis meydana gelmistir ve 10. glinde azalma
goriilmiistiir (Kruskal-Walis H (1,11=31,513; df =10, p <0,05). %20 BG11-%80 Atiksu
ortamindaki bliylime 8. giline kadar anlaml1 bir artis géstermistir, 9. giin sabit kalip, 10.
giinde diisiis 1zlenmistir (Kruskal-Walis H (1,11) = 31,600; df = 10, p <0,05). %100
Atiksu ortaminda ise 7. giine kadar istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edilmistir.
8. ve 9. giinlerde sabit kalip 10. giinde azalma goriilmiistiir (Kruskal-Walis H (1,11) =
31,450; df =10, p<0,05).
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Sekil 4.1. S. aequicaudatus’un 10 gilinliik OD680 absorbansindaki degisim grafigi.

4.2. Fotosentetik Pigment Analizi (Klorofil-a)

S. aequicaudatus’ un besiyer ve atiksu ortamlarindaki gelisiminin klorofil-a tizerine
etkisi Sekil 4.2.°de verilmistir. 10 giinliik takip siiresi boyunca kiiltiirler kendi
aralarinda kiyaslandiginda %100 BG11 ortami, %80 BG11-%20 Atiksu ortaminda ve
%60 BGI11-%40 Atiksu ortaminda yetistirilen alglerin %100 Atiksu ortaminda
yetistirilen alglere gore klorofil-a (kl-a) miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis
oldugu belirlenmistir (Kruskal-Walis H (1,6) = 28,331; df = 5, p < 0,01). %80 BG11-
%20 Atiksu ortami1 ve %60 BG11-%40 Atiksu ortami, kontrol grubuyla
kiyaslandiginda anlaml bir fark olmadigi gézlemlenmistir (p > 0,05). %100 Atiksu
ortaminin ise %20 BG11- %80 Atiksu ve %40 BG11-%60 Atiksu ortamiyla arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig: tespit edilmistir (p > 0,05). Kiiltiirler
arasindaki en yliksek kl-a gelisimi %80 BG11-%20 Atiksu ortaminda gbzlemlenirken,
en diisiik gelisim ise %100 Atiksu ortaminda tespit edilmistir.

Kiiltiirler kendi i¢inde kiyaslandiginda %100 BG11 ortaminda yetistirilen algin kl-a
degerlerinde 1. giinden 8. gline kadar istatistiksel olarak anlamli bir artig, 9. giin stabil
kalip, 10. giin tekrar artis goriilmiistiir (Kruskal-Walis H 1,11y = 31,729; df= 10, p
<0,05). %80 BG11-%20 Atiksu ortamindaki kl-a degerlerinde 1. giin artis olup 2. giin
sabitlendikten sonra tekrar 3. glinden 8. giine kadar artma, 9. giin sabitlenme ve 10.
giin tekrar artisa gecerek dalgali bir gelisim gozlemlenmistir (Kruskal-Walis H (1,11) =
31,695; df =10, p < 0,05). %60 BG11-%40 Atiksu ortaminin kl-a degeri %80 BG11-
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%20 Atiksu ortamindaki gibi 1. gilinde artis gdsterip 2. giin sabit kalmistir. Bu
ortamdan farkli olarak ise 7. giine kadar siirekli bir artig, 8. ve 9. giinlerde sabit kalma
izlenmistir. 10. giinde yine benzer olarak artig goriilmiistiir (Kruskal-Walis H (1,11) =
31,284; df = 10, p < 0,05). %40 BG11-%60 Atiksu ortamindaki kl-a degeri 1. giinde
artig gosterip 2. giinde sabit kalmistir. Tekrar artis 5. giine kadar devam etmistir. 6. giin
sabitlenerek, 7. ve 8. giin artma gdézlemlenmistir. 9. giin stabil kalip 10. giin yine artig
tespit edilmistir (Kruskal-Walis H (1,11) = 31,563; df = 10, p <0,05). %20 BG11-%80
Atiksu ortamindaki kl-a degerindeki gelisim ilk 2 giin sabit olup, 3. giinden 6. giine
kadar siirekli bir artis gostermistir. 7. 8. ve 9. giin stabil kalip 10. giin tekrar artig
gozlemlenmistir (Kruskal-Walis H 1,11y = 31,104; df = 10, p <0,05). %100 Atiksu
ortamindaki kl-a degeri yavas bir gelisim izlemistir. Sadece 3. ve 7. gilin anlamli artis
egilimi gosterip diger tiim giinlerde (1., 2., 4., 5., 6., 8., 9. ve 10. giin) sabit kalmistir
(Kruskal-Walis H (1,11) = 29,925; df = 10, p <0,05).
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Sekil 4.2. S. aequicaudatus ’un 10 giinliik klorofil-a miktarindaki degisim grafigi.

4.3. pH

S. aequicaudatus ’un besiyer ve atiksu ortamlarindaki gelisiminin pH degeri tizerindeki
degisimi Sekil 4.3.”de verilmistir. 1. giinden 10. giine kadar pH degerlerinde biiylimeye
baglh olarak artis gozlemlense de hazirlanan kiiltiir ortamlar1 kendi igerisinde
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir (p > 0,05).

%100 BG11 ve %80 BG11-%20 Atiksu kiiltiir ortamlarinin pH degerleri 9. giine kadar
anlaml bir artis gosterip 10. giin sabitlenmistir (Kruskal-Walis H 1,11y = 31,625,
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Kruskal-Walis H (1,11) = 31,690, sirastyla; df = 10, p < 0,05). %60 BG11-%40 Atiksu
ortaminin pH degeri de benzer olarak 9. giine kadar anlaml1 bir artis gosterip, farkli
olarak 10. giin diisiise gecmistir (Kruskal-Walis H 1,11y = 31,734; df = 10, p < 0,05).
%40 BG11-%60 Atiksu ortaminda pH artis1 2. giin baslamakla birlikte 6. giine kadar
anlamli bir artig gostermistir. Diger giinler (7., 8., 9. Ve 10. Giin) stabil kalmistir
(Kruskal-Walis H (1,11 =29,774; df = 10, p < 0,05). %20 BG11-%80 Atiksu ortaminda
1. giinden 8. giine kadar siirekli bir artis gdzlemlenirken, %100 Atiksu ortaminda 7.
giine kadar siirekli bir artis gézlemlenmistir. %20 BG11-%80 Atiksu ortaminda 9. ve
10. giinlerde diisiis goriiliirken, %100 Atiksu ortaminda 8. ve 9. giinler sabit olup 10.
giinde diislis gortilmiistiir (Kruskal-Walis A (1,11) = 31,776, Kruskal-Walis H (1,11) =
31,461, sirastyla; df = 10, p < 0,05).

9. giinde en yiliksek pH degerine (pH=11,61) %60 BG11-%40 Atiksu ortaminda
ulasilmis olup %80 BG11-%20 Atiksu ortamindaki pH degeriyle (pH=11,6) benzerlik
gostermistir. En diisikk pH degeri biiyiimeye paralel olarak %100 Atiksu ortaminda
(pH=11,08) izlenmistir.

%100 BG11 %80 BG11 %20 AS == %60 BG11 %40 AS
%40 BG11 %60 AS %20 BG11 %80 AS e %100 AS

11,65 4

11,15 o

10,65

pH

10,15 4

9,65

9,15 —
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Giinler

Sekil 4.3. S. aequicaudatus kiiltlir ortamlarinin 10 giinliik pH degeri degisimi.

4.4. Nitrit Azotu (NO2-N) Analizi

6 farkhi kiiltiir ortaminin baslangic nitrit azotu (NO2-N) konsantrasyonu ve S.

aequicaudatus alginin 10 giin yetistiriciligi yapildiktan sonraki final nitrit azotu (NO2-
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N) konsantrasyonu Sekil 4.4.’de verilmistir. Tiim kiiltlir ortamlar1 kendi aralarinda
kiyaslandiginda anlamli bir fark olmadig istatistiksel olarak tespit edilmistir (p >
0,05). Tiim kiiltiir ortamlar1 kendi i¢inde kiyaslandig1r durumda ise her bir grup icin

anlamli bir artig goriilmiistiir (z =-1.964, p < 0,05).

2,7 - m Baslangi¢c Konsantrasyonu Final Konsantrasyonu
2,4 A
2,1 A
1,8 A
1,5 ~
1,2 ~
0,9 -
0,6 -

NO,- N Konsantrasyonu (mg L)

0,3 -

0
%100 %80BG11 %60BG11 %40BG1ll %20BG11 %100
BG11 %20 AS %40 AS %60 AS %80 AS AS

Sekil 4.4. Nitrit azotu (NO2-N) baslangi¢ ve final konsantrasyon seviyeleri grafigi.

4.5. Nitrat Azotu (NO3-N) Analizi

6 farkli kiiltiir ortamimin baglangi¢c nitrat azotu (NO3-N) konsantrasyonu ve S.
aequicaudatus alginin 10 giin yetistiriciligi yapildiktan sonraki final nitrat azotu (NOs3-
N) konsantrasyonu Sekil 4.5.°de verilmistir. 10. giiniin sonunda tim kiiltiir
ortamlarindaki baslangi¢ nitrat azotu (NO3-N) konsantrasyonunda istatistiksel olarak

anlaml artis tespit edilmistir (Kruskal-Walis H (1,6) = 34,054; df=5, p <0,01).

Ayrica 10. giiniin sonunda tiim kiiltiir ortamlar1 kendi i¢inde kiyaslandigi durumda
%100 BGI11, %60 BG11-%40 Atiksu ve %100 Atiksu ortamlarinin NOs3-N
konsantrasyonlarinda anlaml1 bir artis oldugu tespit edilmistir (z=-1,964, p<0,05). %80
BG11-%20 Atiksu ve %20 BG11-%80 Atiksu ortamlarinda yine anlamli bir artig
gbzlemlenirken (¢ =-13,057, ¢ = -13,175; sirasiyla, p < 0,01), %40 BG11-%60 Atiksu

ortaminda anlamli bir artis gézlemlenmemistir (p > 0,05).
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Sekil 4.5. Nitrat azotu (NO3-N) baslangi¢ ve final konsantrasyon seviyeleri grafigi.

4.6. Ortofosfat (PO4-P) Analizi

6 farkli kiiltiir ortaminin baslangic ortofosfat (PO4-P) konsantrasyonu ve S.
aequicaudatus alginin 10 giin yetistiriciligi yapildiktan sonraki final ortofosfat (PO4-
P) konsantrasyonu Sekil 4.6.°da verilmistir. 10. giiniin sonunda tiim kiiltiir
ortamlarindaki baslangi¢ ortofosfat (POs-P) konsantrasyonunda istatistiksel olarak
anlamli azalis gbzlemlenmistir (Kruskal-Walis H (1,6) = 16,579; df =5, p <0,01).
Ayrica 10. giinlin sonunda tiim gruplar kendi i¢inde kiyaslandigi durumda %100
BG11, %80 BG11-%20 Atiksu, %60BG11-%40 Atiksu ve %100 Atiksu ortamlarinin
PO4-P konsantrasyonlarinda anlamli bir azalis oldugu tespit edilmistir (z=-1,964,
2<0,05). %40 BG11-%60 Atiksu ortamindaki PO4-P konsantrasyonunda anlamli bir
azalis gozlemlenirken (=5,652, p <0,01) yine %20 BG11-%80 Atiksu ortamindaki
PO4-P konsantrasyonunda anlamli bir azalis izlenmistir (#=3,951, p <0,05).

Ortofosfat (PO4-P) giderim miktarlari Tablo 4.1.’de gosterilmistir. Gruplarin baglangic
ve final konsantrasyonlar1 kendi igerisinde kiyaslandiginda en yiiksek % giderim
miktar1 %100 Atiksu ortaminda gozlemlenmistir. En diigiik giderim miktar ise kontrol
grubunda (%100 BGI11), daha sonra %80 BG11-%20 Atiksu ortaminda tespit

edilmistir.
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Sekil 4.6. Ortofosfat (POs-P) baglangic ve final konsantrasyon seviyeleri grafigi.

Tablo 4.1. S. aequicaudatus alginin Ortofosfat giderme degerleri (%)

PO4-P

Biiytime Ortami Baslagic Son Giderim

konsantrasyon konsantrasyon

mgl? gL W
%100 BG11 5,91 +£0,01 1,87+1,29 %68,34
%80 BG11-%20 AS 5,09 + 0,02 0,32+0,05 %93,57
%60 BG11-%40 AS 4,27+ 0,02 0,11£0,02 %97,27
%40 BG11-%60 AS 3,44 £ 0,04 0,08+0,79 %97,40
%20 BG11-%80 Atiksu 2,41+ 0,01 0,07+1,46 %97,07
%100 Atiksu 1,69 +0,05 0,03+0,001 %98,01

4.7. Toplam Pigment

6 farkl kiiltiir ortaminda yetistirilen S. aequicaudatus alginin 10. giin sonunda elde
edilen kuru biyokiitlesinden klorofil-a, klorofil-b6 ve toplam karotenoid miktarlar
Sekil 4.7.°de gosterilmistir. Kiiltiir ortamlar1 kendi aralarinda kiyaslandiginda kl-a
miktarinda anlaml bir fark gézlemlenmistir (Kruskal-Walis H (1,6) = 16,229; df =5, p
<0,05). Kuru biyokiitledeki kl-a miktarlar1 en yiiksekten en diisiige siralandiginda
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%100 BGI11, %60 BG11-%40 Atiksu, %80 BG11-%20 Atiksu, %40 BG11-%60
Atiksu, %20 BG11-%80 Atiksu, %100 Atiksu seklindedir.

Benzer olarak kl-b miktarinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir
(Kruskal-Walis H (1,6)=16,580; df = 5, p <0,05). Toplam kl-b miktarlar1 en yiiksekten
en diisiige siralandiginda; %100 BG11 (Kontrol), %80 BG11-%20 Atiksu, %60 BG11-
%40 Atiksu, %40 BG11- %60 Atiksu, %20 BG11- %80 Atiksu ve %100 Atiksu
seklindedir.

6 farkli kiiltiir ortaminda yetistirilen alglerin toplam karotenoid miktarlar1 kendi
arasinda kiyaslandiginda anlamli bir fark belirlenmistir (Kruskal-Walis H 16y =
15,555; df= 5, p <0,05). Toplam karotenoid miktarlar1 en yliksekten en diisiige
siralandiginda ise; %100 BG11 (Kontrol), %40 BG11-%60 Atiksu, %60 BG11- %40
Atiksu, %80 BG11- %20 Atiksu, %100 Atiksu ve %20 BG11-%80 Atiksu seklindedir.

= K- i .
14 - Kl-a Kl-b Karotenoid
12 -
W 10 -
£
- 81
8
= 6 - =
=
]
g 4 - 1
I
E I ;
o 2
: : I P
0 - - -
%100 %80BG1ll %60BG1ll %40BGll %20BG1l1l %100
BG1l1 %20AS %40AS %60AS %80AS AS

Sekil 4.7. S. aequicaudatus alginin toplam kl-a, kl-b, karotenoid miktarlari.

4.8. Kuru Biyokiitle

6 farkl kiiltiir ortaminda yetistirilen S. aequicaudatus alginin kuru biyokiitle miktar
Sekil 4.8.’de ve Tablo 4.2.’de verilmistir. Besiyeri ortamlarindan elde edilen kuru
biyokiitle miktarlar1 en yiiksekten en diisiige sirasiyla %80 BG11-%20 Atiksu, %60
BG11-%40 Atiksu, %40 BG11-%60 Atiksu, %20 BG11-%80 Atiksu, %100 Atiksu ve
%100 BG11 seklindedir.
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%100 ATIK SU
%20BG11
%80 ATIKSU
%40 BG11
%60 ATIKSU

%80 BG11
%20 ATIKSU

Kuru Biyokiitle (g L'1)

%60 BG11
%40 ATIKSU

Sekil 4.8. S. aequicaudatus alginin kuru biyokiitle miktarlari.

Tablo 4.2. S. aequicaudatus alginin kuru biyokiitle miktari.

S. aequicaudatus Kuru Biyokiitle (g L)
%100 BG11 0,108
%80 BG11 %20 Atiksu 0,193
%60 BG11 %40 Atiksu 0,184
%40 BG11 %60 Atiksu 0,160
%20 BG11 %80 Atiksu 0,109
%100 Atiksu 0,108

4.9. Toplam Protein

S. aequicaudatus alginin farkl kiiltiir ortamlarindaki toplam protein miktar1 Sekil 4.9.
ve Tablo’4.3.’de verilmistir. Farkli besiyeri ortamlarinda yetistirilen S. aequicaudatus
alginin kuru biyokiitlelerinden elde edilen protein miktar1 kendi aralarinda
kiyaslandig1 durumda istatistiksel olarak anlamli fark gozlemlenmistir (F=59,881,
df=5, p <0,05). Sadece %80 BG11-%20 Atiksu ile %40 BG11-%60 Atiksu ortami
arasinda fark goriilmemistir (p > 0,05). Yiiksekten diistige siralandiginda; %60 BG11-
%40 Atiksu, %100 BG11, %80 BG11-%20 Atiksu, %40 BG11-%60 Atiksu, %20
BG11-%80 Atiksu ve %100 Atiksu seklindedir.
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%100 ATIKSU

%20BG11
%80 ATIKSU

%40 BG11
%60 ATIKSU

%60 BG11
%40 ATIKSU

%100 BG11

%80 BG11
%20 ATIKSU

Toplam Protein (%)

Sekil 4.9. S. aequicaudatus alginin toplam protein miktarlari.

Tablo 4.3. S. aequicaudatus alginin toplam protein miktari.

S. aequicaudatus Protein Miktar1 (%KA)
%100 BG11 20,63 + 1,96

%80 BG11 %20 Atiksu 17,07 £ 0,95

%60 BG11 %40 Atiksu 24,63 +£2,23

%40 BG11 %60 Atiksu 15,46 +£ 1,43

%20 BG11 %80 Atiksu 10,39 + 1,78

%100 Atiksu 4,66 + 0,65

4.10. Toplam Karbohidrat

6 farkl kiiltiir ortaminda yetistirilen S. aequicaudatus alginin toplam karbohidrat
miktart Sekil 4.10. ve Tablo 4.4.de verilmistir. S. aequicaudatus alginin kuru
biyokiitlelerinden elde edilen karbohidrat miktarlar1 kendi aralarinda kiyaslandiginda
anlamli bir fark tespit edilmistir (F=40,819, df=5, p<0,05). %100 BG11 ile %100
Atiksu ortam1 ve %40 BGI11-%60 Atiksu ile %20 BGI11-%80 Atiksu ortaminda
yetistirilen alglerden elde edilen toplam karbohidrat miktarlar1 arasinda istatistiksel
olarak bir fark belirlenmemistir (p > 0,05). Farkl kiiltiir ortamlarinda yetistirilen alg
biyokiitlelerindeki en yiiksek karbohidrat miktar1 %40 BG11-%60 Atiksu ortaminda,

en diisiik karbohidrat miktari ise %100 Atiksu ortaminda gézlemlenmistir.
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%100 ATIKSU

%20BG11
%80 ATIKSU

%100 BG11
%80 BG11
%20 ATIKSU
%60 BG11
%40 ATIKSU

%40 BG11
%60 ATIKSU

Toplam Karbohidrat (%)

Sekil 4.10. S. aequicaudatus alginin toplam karbohidrat miktarlari.

Tablo 4.4. S. aequicaudatus alginin toplam karbohidrat miktari.

S. aequicaudatus Karbonhidrat Miktar1
(YKA)

%100 BG11 27,99 +£2.5

%80 BG11-%20 Atiksu 31,45+0,12

%60 BG11-%40 Atiksu 41,38 £ 1,86

%40 BG11-%60 Atiksu 35,47 +£ 0,08

%20 BG11-%80 Atiksu 34,65 +1,78

%100 Atiksu 26,54 £ 0,46

4.12. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazin (DPPH)

S. aequicaudatus alginin antioksidan aktivitesi DPPH siipiirme yontemi ile
degerlendirilmistir ve sonuglar Sekil 4.11.'de verilmistir. %80 BG11-%20 Atiksu ile
%60 BG11-%40 Atiksu ortaminin diger tiim ortamlarla arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gézlemlenmistir (Kruskal-Walis H (16) = 15,441; df = 5, p <0,05). 500
png mL! konsantrasyonundaki degerler sirasiyla %60 BG11-%40 Atiksu ortaminda
%351, %80 BG11-%20 Atiksu ortaminda %20,66, %100 BG11 ortaminda %18,33, %40
BG11-%60 Atiksu ortaminda %15,66, %20 BG11-%80 Atiksu ortaminda ve %100
Atiksu ortaminda ise %14,33 seklindedir.
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Sekil 4.11. S. aequicaudatus alginin antioksidan aktivitesi.

4.13. Toplam Fenolik I¢erigi (TPC)

S. aequicaudatus alginin farkli ortamlardaki toplam fenolik icerikleri Sekil 4.12.°de
verilmistir. Tiim kdltiir ortamlarinda yetistirilen alg biyokiitlelerindeki TPC miktar1
kendi aralarinda kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmistir
(F=30,459, df=5, p < 0,05). %60 BG11-%40 Atiksu ortam1 ile %80 BG11-%20
Atiksu ve %20 BG11-%80 Atiksu arasinda; %20BG11-%80 Atiksu ortami ile %100
Atiksu ortaminda yetistirilen mikroalglerin TPC miktarlar1 arasinda anlamli bir fark
belirlenmemistir (p > 0,05). En yiiksek TPC miktar1 kontrol grubundan (25,31mg GA
mg!) sonra %40 BG11-%60 Atiksu ortaminda (19,04 mg GA mg"') olarak
belirlenmistir. En diisiik TPC miktar1 ise %80 BG11-%20 Atiksu ortaminda tespit

edilmistir.
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Sekil 4.12. S. aequicaudatus alginin toplam fenolik miktarlar.

4.14. Antibakteriyel Aktivite

S. aequicaudatus alginin farkli ortamlardaki antibakteriyel aktiviteleri Tablo 4.5.de
verilmigtir. Farklr kiiltiir ortamlarinda yetistirilen S. aequicaudatus alginin, ¢alismada
kullanilan test bakterileri {lizerinde anlamli bir antibakteriyel etkisinin olmadigi

belirlenmistir (p > 0,05).

Tablo 4.5. Ekstraktlarin antibakteriyel aktivite sonuglari.

Ekstrakt Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)

E.coli  S.epidermidis  B.subtilis  S.aureus E.faecalis S.typhimurium

%100 Atiksu 0 0 0 0 0 0
%20 BGl11- 0 0 0 0 0 0
%80 Atiksu

%40BG11- 0 0 0 0 0 0
%60 Atiksu

%60 BGI11- 0 0 0 0 0 0
%40 Atiksu

%80BG11- 0 0 0 0 0 0
%20 Atiksu

%100 BG11 0 0 0 0 0 0
Gentamicin 18 22 20 21 20 19
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4.15. Toplam Lipit Icerigi ve Biyodizel Potansiyeli

6 farkli ortamda yetistirilen S. aequicaudatus alginin toplam lipid icerigi degisiklikler
gostermistir (Sekil 4.13.). %100 Atiksu ortam1 %18, %20 BG11-%80 Atiksu ortami
%16, %40BG11-%60 Atiksu ortamu %16,1, %60 BG11-%40 Atiksu ortami %24,
%80BG11-%20 Atiksu ortami1 %22 ve %100 BG11 ortami %21 oraninda toplam lipit
icerdigi tespit edilmistir.

30 1
25 A

20 A

15 A
10 A
5
0 T T T T T

%100 %80 BG11 %60 BG11 %40 BG11 %20 BG11 %100
BG11 %20 Atiksu%40 Atiksu%60 Atiksu%80 Atiksu Atiksu

% Lipid

Sekil 4.13. S. aequicaudatus alginin toplam % lipid igerigi.

Farkl1 kiiltiir ortamlarda yetistirilen S. aequicaudatus alginin yag asit icerikleri Tablo
4.6’da verilmistir. %80 BG11- %20Atiksu ortaminda gelistirilen biyokiitle 5 farkli yag
asidi metil esterini (9,12,15-Octadecatrienoic acid, methyl ester, Pentadecanoic acid,
14-methyl-, methyl ester, 9,12-Octadecadienoic acid, methyl ester, 11-Octadecenoic
acid, methyl ester ve 9-Hexadecenoic acid, methyl ester) icermektedir. 9,12,15-
Octadecatrienoic acid, methyl ester, %100 BG11, %80 BG11-%20 Atiksu, %40 BG11-
%60 Atiksu ve %20 BG11-%80 Atiksu besiyeri ortaminda iiretilen biyokiitlelerde

baskin yag asidi olarak tespit edilmistir.
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Tablo 4.6. S. aequicaudatus alginin yag asit igerigi.

%100BG11 BILESIK %
MIKTARI
1 9,12,15-Octadecatrienoic acid, methyl ester, (Z,Z,Z)- 15,6459
2 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, methyl ester 4,5177
3 7,10,13-Hexadecatrienoic acid, methyl ester 1,3756
%80BG11-20AS BILESIK %MIKTARI
1 9,12,15-Octadecatrienoic acid, methyl ester, (Z,Z,7)- 18,3952
2 Pentadecanoic acid, 14-methyl-, methyl ester 9,6549
3 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, methyl ester 9,6625
4 11-Octadecenoic acid, methyl ester 1,6403
5 9-Hexadecenoic acid, methyl ester, (Z)- 1,4779
%60BG11-40AS BILESIK %MIKTARI
1 9-Octadecenoic acid, methyl ester, (E)- 19,5618
2 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, methyl ester 6,2307
3 11-Octadecenoic acid, methyl ester 2,5036
4 9-Octadecenoic acid, methyl ester, (E)- 1,4232
5 7-Hexadecenoic acid, methyl ester, (Z)- 0,6504
%40BG11-%60AS BILESIK %
MIKTARI
1 9,12,15-Octadecatrienoic acid, methyl ester, (Z,Z,7)- 16,9854
2 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, methyl ester 6,5728
%20BG11-0AS BILESIK %MIKTARI
1 9,12,15-Octadecatrienoic acid, methyl ester, (Z,Z,Z)- 19,4595
2 Pentadecanoic acid, 14-methyl-, methyl ester 8,0393
3 7-Octadecenoic acid, methyl ester 1,7261
4 9-Octadecenoic acid, methyl ester, (E)- 1,7064
%100 ATIK BILESIK %MIKTARI
1 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester 19,5618
2 Hexadecanoic acid, methyl ester 6,2307
3 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, methyl ester 2,5036
4 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester 1,4232
5 7-Hexadecenoic acid, methyl ester, (Z)- 0,6504
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6 farkl kiiltiir ortaminda gdzlemlenen iyot degeri, sabunlasma degeri ve setan sayist
Tablo 4.7.” de verilmistir. En yiiksek setan sayist %20BG11-%80Atiksu ortaminda
tespit edilirken en yiliksek sabunlagsma degeri ve iyot degeri %40BG11-%60Atiksu

ortaminda belirlenmistir.

Tablo 4.7. S. aequicaudatus alginin biyodizel potansiyeli.

Kiiltiirler Iyot Degeri Sabunlasma Setan Sayis1 (CN)
(Iv) Degeri (SV)
%100BG11 17,38 13,81 43,3
%80BG11-%20Atiksu 11,22 13,28 45.4
%60BG11-%40Atiksu 6,32 11,51 51,9
%40BG11-%60Atiksu 27,79 22,52 28,4
%20BG11-%80Atiksu 11,86 10,81 54,8
%100 Atiksu 4,92 12,87 46,9
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5. TARTISMA VE SONUC

Atiksuda alg yetistiriciligi, ortamdaki besin maddelerinin giderilmesi ve geri
dontistiiriilmesi i¢in siirdiirtilebilir bir ¢dziim olarak dnerilmistir. Mikro ve makroalgler
biliylime ve gelismeleri i¢in ihtiyaglar1 olan inorganik besin maddelerini yasadiklar
sucul ekosistemden dogal olarak alabilirler. Laboratuvar ¢aligsmalari, inorganik besin
maddesi gideriminde alg yetistiriciliginin 6nemini basariyla géstermistir. Yapilan bu
calismada 6 farkli atiksu igerikli kiiltiir ortaminda yetistiriciligini yaptigimiz S.
aequicaudatus alginin biyokimyasal igerikleri (klorofil-a, klorofil-b, toplam
karotenoid, toplam protein, toplam karbohidrat, toplam lipid, yag asit iceriklerl)
belirlenerek, antioksidan aktivitesi ile antibakteriyel aktivitesi incelenmistir. Bu algin

atiksu aritiminda kullanilabilirligi aragtirilmastir.

6 farkl kiiltiir ortaminda yetistirilen S. aequicaudatus alginin gelisim parametreleri
(OD680, kl-a) incelendiginde tiim gruplarda logaritmik gelisim fazina bagli olarak bu
parametrelerde 9. giine kadar stirekli bir artis gézlemlenmistir. Ayrica pH degerleri de
gelisime paralel olarak genel bir artis gostermistir. CO», suda c¢oziinerek geri
dontistimlii bir sekilde H,CO3, HCO3 ve COs bilesiklerini olusturur. Bu bilesikler,
ortamin pH dengesini koruyan tampon sistemini meydana getirir. Fotosentez
hizlandiginda, CO; yogun sekilde tiiketildiginden, H2COs tersinir tepkime yoluyla
COz’ye doniisiir ve ortamin asitligi azaldig1 i¢in pH degeri yiikselir. Bunun tersine,
fotosentezin yavaslamasit durumunda, kullanilmayan CO>’nin H>COs’e doniistimii
artar ve bu da ortamin asitligini artirarak pH’1n diismesine neden olur (Wetzel, 2001).
Ayrica pH degerlerinde gozlemlenen diizenli artiglar fotosentezin siirekliliginin
gostergesidir (Tekbaba ve ark., 2025). 10 giin siiren 6l¢timlerde tespit edilen klorofil-
a miktarindaki artig bu durumu desteklemektedir. Literatiire gore, kl-a seviyelerindeki
degisimler alg tiirlerinin biiylime asamalar1 ve ¢evresel kosullarla yakindan iligkilidir.
Scenedesmus quadricauda ve Chlorella vulgaris gibi mikroalgler igin, kl-a igerigi
genellikle ilk biiylime evresinde hizli bir artis gdsterir. Bu artis, alglerin optimum 151k,
sicaklik ve besin kosullar1 altinda hiicre boliinme oranlarinin yiiksek oldugu iistel

bliylime evresinde oldugunu gosterir (Rezaei ve ark., 2019).



Caligmalar, genellikle ilk 7-10 giinii kapsayan erken iistel biiylime evresinde,
Scenedesmus ve Chlorella tirleri gibi mikroalglerin, uygun kosullar altinda hiicreler
aktif olarak boliindiik¢e hizli bir kl-a birikimi gosterdigini bildirmektedir (Esteves ve
ark., 2024). %100 Atiksu ortaminda yetistirilen S. aequicaudatus alginin OD680
degerleri incelendiginde, diger ortamlara gore daha yavas gelisim gdzlemlenmistir.
%100 Atiksu ortaminin nitrat azotu konsantrasyonu 1:18 ve ortofosfat konsantrasyonu
1:5 oraninda %100 BG11 ortaminin (kontrol grubu) altinda kalmasina ragmen OD680
degeri 9 giin boyunca, kl-a degeri ise 8 giin boyunca yavas bir sekilde artis
gostermistir. Franchino ve ark. (2013) ¢alismalarinda, C. vulgaris ve Scenedesmus
obliquus kiiltiirlerinin biiylimesinin 7. giinden itibaren atiksuyun tiim seyreltilerinde
yavagladigini bildirmistir. Bu durumda ortamlarin baslangi¢ tuz konsantrasyonlarinin
kontrol baslangi¢ tuz konsantrasyonlarindan daha diisiik olmas1 ve mevcut besinsel

tuzlarin hizla tilkenmesinin etkili oldugu goriilmiistiir.

Calismamizda kullanilan kiiltiir ortamlarindaki baslangi¢ ve final nitrat azotu (NO3-N)
miktarlart kiyaslandiginda en yiiksek artis %100 Atiksu ortaminda yaklasik 3,26 kat
olarak gozlemlenmistir. Nitrit azotu (NO2-N) miktar1 i¢in kontrol grubundan (368,11
kat) sonra en yiiksek artis miktar1 (167,5 kat) %80 BG11-%20 Atiksu ortaminda
gbzlemlenirken, NO3-N artis miktarinin aksine en diisiik artis %100 Atiksu ortaminda
41,29 kat olarak belirlenmistir. Algler genellikle azot kaynaklarin1 dncelik sirasina
gore kullanir: Amonyum> iire> nitrat> nitrit (Junying ve ark., 2013). 10 giin siiren
calismamizda algler oncelikli azot kaynagi olarak amonyagi tercih ettikleri i¢in nitrit
ve nitrat konsantrasyonlarinda deney siiresine bagli olarak azalma gézlemlenmemistir.
Algler amonyag1 kolayca emip biiylimeleri i¢in kullanma yetenegine sahiptir. Atik
sudan gelen amonyagin besin kaynagi olarak kullanilmasi, alglerin amonyagi daha
hizl1 tikketme orania dayanir ve algler bunu 6ncelikli besin olarak kullanir. Nitrat
(NOs—) ve nitrit (NO2—) gibi diger azot formlariyla karsilastirildiginda, algler
genellikle ¢evrede mevcut oldugunda amonyak i¢in daha hizli bir alim orani sergiler.
Bitki tarafindan NOs-N asimilasyonu, kloroplastta amonyum iiretmek i¢in iki tasima
ve iki indirgeme adimi igerir (Fischer ve Klein, 1988; Crawford, 1995). Bu nedenle,
NO3-N’1n amonyuma indirgenmesi stirecinde NO»-N iiretilir ve iiretilen NO>-N’in bir
kisminin ¢evreye bosaltilmast miimkiindiir (Burhenne ve Tischner, 2000).
Calismamizdaki tiim ortamlarda meydana gelen NO»-N miktarmindaki artisin, NO3-N

miktarindaki artistan fazla olmasinin nedenlerinden biri alglerin azot kaynagi olarak
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nitritten Once nitratt tercih etmeleridir. Bir diger nedeni ise NO3-N’1n zamanla NO»-
N’e indirgenmesi olayidir. Yapilan bir ¢calismada yiiksek NO3-N konsantrasyonunun
nitrat rediiktaz aktivitesini arttirdig1 ve bdylece NO>-N birikiminin artmasina neden
oldugu bildirilmistir (Jeanfils ve ark., 1993). Calismamaizla benzer olarak, yapilan bir
calismada Chlorophyta'ya ait 3 alg tiirliniin siit ¢iftliginden desarj edilen atiksuyun
aritilmasina katkisi aragtirllmistir. Bu ¢alismada kullanilan Neochloris oleoabundans
alginin yiiksek NOs-N seviyeleri nedeniyle bir giderim etkisi gostermedigini ve alg
azot kaynagi tercihinin giiglii bir sekilde amonyuma yoneldigini bildirmislerdir

(Franchino ve ark., 2013).

6 kiiltiir ortamindaki maksimum ortofosfat (PO4-P) giderim verimi %100 Atiksu
ortaminda %98,01 olarak tespit edilmistir. Uryawan ve Sofiyah (2020). Yaptiklar
calismada evsel atiksu ortaminda Chlorella sp. alginin PO4-P besin maddelerinin
giderim veriminin %70,2 ve %57,1 oldugunu bildirmiglerdir. Choi ve Lee (2012)
attksu aritiminda besin maddelerinin giderimi i¢in en uygun C. vulgaris
konsantrasyonunu belirlemek amaciyla 5 farkli C. vulgaris konsantrasyonu
denemislerdir. Her grup i¢in baslangic PO4-P miktarlar1 4,04 mg L olacak sekilde
ayarlanarak belirlenen yogunluklarda C. vulgaris inokiilasyonlar1 yapilmistir.
Deneysel takibi 8 giin olarak belirlemislerdir. Sonu¢ olarak maksimum giderim
ylizdesini run 4 grubunda (4. ¢aligma fraksiyonu) %48,76 olarak bildirmislerdir. Ancak
bizim ¢alismamizda %60 BG11 %40 Atiksu ortaminin baslangic PO4-P miktar1 (4,27
mg L) bu ¢alismada belirlenen PO4-P miktarina yakin olmasma ragmen giderim
ylzdesi %97,27 olarak goriilmiistiir. Calismamizdaki diger tiim ortamlardaki giderim
yiizdeleri de bu calismada rapor edilen giderim degerlerinden yiiksek ¢ikmistir. Bu
durumda, yetistirme ortamlarinin, deney kosullarinin ve alg tiiriiniin giderim miktar

tizerinde etkisi oldugu sdylenebilir.

Hiicrelerin kimyasal bilesimlerini ve biyolojik aktivitelerini aragtirmak i¢in kullanilan
ekstraksiyon adimindan once hiicre yogunlugunu kontrol etmek i¢in kuru agirhigin
belirlenmesi onemlidir. Alg biyokiitlesini kuru agirlik olarak hesaplamak, biiyiimeyi
6l¢mek, alg kiiltiirlerinin verimliligini hesaplamak ve farkli alg tiirlerini karsilastirmak
icin gilivenilir bir yontemdir (Semerci ve ark., 2025). Literatiirdeki calismalar, genel
bir besin ortami1 olan BG11°de tiretilen maksimum mikroalg biyokiitlesinin 0,3-0,5 gl.°
laraliginda oldugunu gdstermektedir (Xin ve ark., 2010; Singh ve ark., 2020). Yapilan

bu calismada kullanilan BG11: Atiksu ortamindaki inorganik besin konsantrasyonlari
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BGI11 kiiltiir ortamima kiyasla daha diigsiik olmasina ragmen biyokiitle miktarlar
incelendiginde en yliksek kuru biyokiitle miktar1 %80 BG11-%20 Atiksu ortamindan
(0,193 gL!) elde edilmistir. Farkl1 oranlarda atiksu karistirnminin alg biyokiitlesi
gelisimi tlizerinde etkili oldugu tespit edilmistir. 5 farkl kiiltiir ortami kullanilarak
yapilan bir ¢alismada en yiiksek kuru biyokiitle eldesi %50 atiksu ile seyreltme
yapilarak olusturulan kiiltiir ortaminda 98,54 mg L™! olarak belirlenmistir (Apandi ve
ark., 2019). Kiiltiir hacminin %30 ve %50 oraninda yapay atiksu ile degistirilmesiyle
olusturulan ortamlarda Scenedesmus sp. kullanilarak yapilan bir calismada en yiiksek
kuru biyokiitle %30 seyreltme yapilan ortamdan 0,331 gL' olarak tespit edilmistir
(Voltolina ve ark., 1999). Kiiltiir ortamlariin ve yetistirme kosullarinin farkliligina
bagli olarak, yapilan bu calismada elde edilen kuru biyokiitle miktarinin bizim
calismamizdan yiliksek ¢ikma sebebi slirekli aydinlatma kullanilmasindan

kaynaklanabilir.

Yapilan bu ¢alismada, S. aequicaudatus mikroalginin pigment miktarlar1 farkli atiksu
konsantrasyonlarma gore degisiklikler gostermistir. 6 farkli kiiltiir ortaminda
yetistirilen mikroalgin 10 giinliik biyokiitlelerindeki toplam pigment miktarlar1 en
yiiksekten en diisiige dogru siralandiginda kl-a igin; %100 BG11 (12,68 mg g!), %60
BG11-%40 Atiksu (8,29 mg g'!), %80 BG11-%20 Atiksu (7,93 mg g'), %40 BG11-
%60 Atiksu (6,83 mg g!), %20 BG11-%80 Atiksu (1,45 mg g™!) ve %100 Atiksu (1,26
mg g) seklindedir. Caliymamizda elde edilen biyokiitledeki toplam kl-b miktar1 en
yiiksek olan konsatrasyon kontrol grubundan (5,88 mg g!) sonra %80 BG11-%20
Atiksu (4,32 mg g'!) ortaminda tespit edilmistir. En diisiik kl-» miktar1 ise %100 Atiksu
(0,60 mg g') ortaminda gdzlemlenmistir. Toplam karotenoid miktari kontrol
grubundan (3,27 mg g!) sonra en yiiksek %40 BG11-%60 Atiksu (1,51 mg g')
ortaminda belirlenirken, en diisiik toplam karotenoid miktar1 diger pigmentlerden

farkl1 olarak %20 BG11-%80 Atiksu (0,28 mg g™') ortaminda goriilmiistiir.

Pigmentler arasinda, ozellikle karotenoid ve klorofil pigmentlerinin birbirlerine
dontisebilme yetenekleri nedeniyle ters bir iligkisi vardir. Yasam siirecinde besin
aliminin azalmasi ve diger fizyolojik kosullar klorofil igeriginin azalmasina neden olur
ancak karotenoid iiretimi devam edebilir (Varaprasad ve ark., 2019; Caner ve ark.,
2025). Calismamizdaki %60 BG11-%40 Atiksu ve %40 BG11-%60 Atiksu besiyeri
ortamlarinda kl-a da azalma varken karetenoid degerlerindeki artisin besin eksikligine

bagl karotenoid artis1 oldugunu gdstermektedir. Calismamizda kontrol grubundan
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sonra en yiiksek kl-a degerleri sirasiyla %60 BG11-%40 Atiksu ve %80 Bgl1-%20
Atiksu ortamlarinda gozlemlenirken bu iki konsantrasyonda karotenoid miktar1, kl-a
miktarina kiyasla oldukga diisiik seviyelerdedir. Bu durum karotenoid ve klorofil
pigmenti arasindaki ters iliskiye atfedilebilir. Toplam karotenoid igerigi en ytiksek olan
konsantrasyon ayrica toplam fenolik madde (TPC) miktar1 en yiiksek olan %40 BG11-
%60 Atiksu ortaminda tespit edilmistir. Karotenoid, fotosentez i¢in yardimci pigment
gorevi gérmesinin yaninda riboniikleik aside ve deoksiribontikleik aside verilen zarar1
azaltan bir antioksidandir (da Fontoura ve ark., 2017). Toplam karotenoid ve TPC

miktarinin en yiliksek oldugu konsantrasyonun ayni olmasi bu durumla agiklanabilir.

Mikroalgler genellikle tiirlere, kiiltiir metabolizmalarina ve kullanilan tekniklere bagl
olarak %7-23 lipid, %4-57 karbonhidrat ve %6-71 proteinden olusur (Prajapati ve ark.,
2013). Calismamizda farkli kiiltiir ortamlarinda yetistirilen Scenedesmus
aequicaudatus alginin sahip oldugu karbonhidrat degerleri %41,38-%26,54
araligindadir. En yiiksek karbonhidrat degeri (%41,38), toplam protein miktarinin da
en fazla oldugu %60 BG11-%40 Atiksu ortaminda gozlemlenmistir. Biiylimenin en
diisiik oldugu %100 atiksu ortaminda karbohidrat iceriginin de en diisiik (%26,54)
oldugu belirlenmistir. Biiylime ve gelismede etkili olan besiyeri ortamindaki inorganik
tuz igerigine bagli olarak toplam karbohidrat degerinin de degistigi gorlilmiistiir.
Yapilan bir ¢caligmada farkli ortamlarda yetistirilen Scenedesmus tiiriinden elde edilen
kuru biyokiitlelerdeki karbonhidrat degerlerinin %39,11-%43,7 araliginda oldugu
bildirilmistir (Mathimani ve ark., 2025). Scenedesmus sp. CCNM 1077 susunun,
optimize edilmis kosullar altinda %42,68 karbonhidrat iirettigi goriilmiistiir (Pancha
ve ark., 2015). Ayrica, S. obliquus CNW-N'nin 400 pumol m™ s isik altinda
yetistirildiginde %38 ila %40 arasinda daha yiiksek karbonhidrat icerigi biriktirdigi
bildirilmistir (Ho ve ark., 2012). Tiirlin sahip oldugu biyokimyasal igerikler; tiiriin

ozelliklerine ve yetistirildikleri ortam sartlarina bagl olarak degisebilmektedir.

Farkl: hiicre bilesenleri arasinda, alg proteinleri yem ve gida maddeleri iiretmek i¢in
kullanilabilir ve hayvansal proteinlere 6nemli bir alternatif olarak kabul edilir.
Esansiyel amino asitler, vitaminler ve mineraller agisindan zengin olan bu proteinler,
hayvansal protein kaynaklarina kiyasla yiiksek kaliteli beslenme sunar (Silkina ve ark.,
2025). Yapilan bir ¢alismada Scenedesmus tiiriine ait ham biyokiitledeki kuru agirligin
%30 protein icerdigi bildirilmistir (Mendez ve ark., 2014). Baska bir ¢aligmada temel
BG11 kiiltiir ortam1 kullanilarak yetistiriciligi yapilan S. dimorphus alginin icerdigi
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protein miktar1 ise %35 olarak belirlenmistir (Wang ve ark., 2013). Bizim
calismamizda %60 BG11-%40 Atiksu ortaminda yetistirilen mikroalgin igerdigi
protein miktartyla (%24,63) benzer olarak yapilan baska bir calismada Scenedesmus
mikroalg 6rneginin kuru agirligindaki protein miktarinin %24 oldugunu bildirmistir
(Amiri ve ark., 2024). Scenedesmus cinsine ait tiirlerin icerdigi protein miktarlarinin,
bitkisel protein icerigi yliksek olan soya (%35), 1spanak (%26,5), kenevir (39,5), kisnis
(22,2) bitkilerine benzer protein miktarina sahip oldugu tespit edilmistir (Olsen ve ark.,
2021; Macado ve ark., 2020; Gordalina ve ark., 2021). Kiikiirt i¢erigi bakimindan
farkli ortamlarda yetistirilen S. acuminatus tiiriiniin protein degerlerinin kiiltiir sartlar
ve kiltiirlin yetistirme siiresine gore %11,6- %38,2 araliginda degisiklik gosterdigi
tespit edilmistir (Zhang ve ark., 2020). Calismamizda ise 6 farkl kiiltiir ortaminda
yetistirilen S. aequicaudatus tiiriiniin icerdigi protein miktarinin %4,66-%24,63
araliginda oldugu goriilmistir. Kiiltlir ortamlarinin ve yetistirme kosullarinin
farkliligina bagl olarak Scenedesmus cinsine ait tiirlerin icerdigi protein miktarlar1 da

degisiklikler gosterebilmektedir.

Literatiirde Scenedesmus aequicaudatus biyokiitlesinin antioksidan aktivitesini
degerlendiren bir c¢alismaya rastlanilmamistir. Yapilan calismalarda farkli besin
ortamlarinda yetisen farkli alg kiiltiirlerinin kimyasal iceriklerinin farkli oldugu ve
dolayisiyla antioksidan aktiviteyi etkiledigi goriilmiistiir (Gauthier ve ark., 2020;
Curcuraci ve ark., 2022). Bizim ¢alismamizda da literatiirle uyumlu olarak 6 farkli
besin ortaminin S. aequicaudatus alginin antioksidan aktivitesi iizerinde etkili oldugu

tespit edilmistir.

Literatiirdeki ¢aligmalarda algler potansiyel bir dogal antioksidan kaynagi olarak
goriilse de mikroalglerde bulunan fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitedeki rolii son
zamanlarda 6nem kazanmistir (Monteiro ve ark., 2020; Andriopoulos ve ark., 2022).
Yapilan bazi ¢alismalar, mikroalglerde fenolik icerik ve antioksidan aktivite arasindaki
iliskinin ¢eligkili oldugunu gostermistir dolayisiyla fenolik maddelerin mikroalglerde
onemli antioksidanlar olup olmadigi belirsizligini korumaktadir. Bu ¢aligmalar fenolik
icerik ile antioksidan aktivite arasinda bir korelasyon olmadigini gostermistir (Goh ve
ark., 2010; Monteiro ve ark., 2020). Bununla birlikte, baz1 c¢alismalarda ise
calismamizda oldugu gibi, fenolik icerigin mikroalglerin antioksidan kapasitesine
onemli dl¢iide katkida bulundugunu bildirmistir (Goiris ve ark., 2012; Hmani ve ark.,

2021).
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Mikroalglerin antibakteriyel aktiviteleri iizerinde ¢oklu doymamis yag asitleri ve
kolesterol gibi bazi1 bilesikler ©nemli bir rol {stlenmektedir. Scenedesmus
aequicaudatus alginin antibakteriyel aktivitesinin arastirildigi bir calismaya daha 6nce
rastlanilmamustir. Scenedesmus cinsne ait bazi antibakteriyel aktivite calismalari
sOyledir: Scenedesmus obliquus alginden elde edilen ekstraktlarin, 9 ile 9,7 mm
arasinda degisen inhibisyon zon capi ile Escherichia coli, Bacillus cereus ve
Staphylococcus aureus ’a karsi aktif oldugu gosterilmistir. Yine Scenedesmus obliquus
alginden elde edilen hekzan ve kloroform ekstraktlarinin Escherichia coli lizerinde
yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Mukherjee ve ark., 2024).
Scenedesmus subspicatus alginin DMSO’lu ekstraktlarinin ise Escherichia coli ve
Bacillus subtilis lizerinde diisiik antibakteriyel etkinlige sahip oldugu goriilmiistiir
(Dantas ve ark., 2019). Yapilan baska bir ¢calismada Scenedesmus sp.’den elde edilen
ekstraklarin calismamizla benzer sekilde herhangi bir antibakteriyel aktiviteye sahip
olmadig1 bildirilmistir (Fadjria ve ark., 2023). Scenedesmus cinsinin antibakteriyel
aktivitesiyle ilgili farkli sonuglar literatiirde goriilmektedir. Bu farkin temel nedeni cins
iceriginde yer alan farkli tiirlerin genetik olarak biyoaktif bilesik profilinin farklh
olmasidir. Ayrica liretilen biyokiitlenin yetisme sartlarininda biyoaktif igerigi etkiledigi

goriilmektedir.

Calismamizda igerdikleri yag asit metil esterlerine bagli olarak farkl kiiltiir
ortamlarinin biyodizel potansiyel aktivitesi tizerindeki etkilerine odaklanilmistir. Elde
edilen iyot degerleri 4,92-27,79 araliginda olup EN 14214 standardina gore, (IV'ii 120
'den az olan) biyodizeller motor performansini artirabilir. Setan sayisi ise 10,81-22,52
araliginda oldugu goriilmiistiir. Calismada belirlenen sabunlagma degerleri diisiik olup
biyodizel potansiyeli i¢in olumlu bir etki yaratmaktadir. Ciinkii yiiksek sabunlagma
degeri seviyeleri biyodizelde yiiksek asit yiizdesi anlamina gelir ve bu da sabun

olusumuna neden olur ve bu 6nerilmez (Hasnain ve ark., 2023).

Mevcut calismada, farkli ortamda {iretilen S. aequicaudatus biyokiitlelerinin setan
sayilarinin (CN) 28,4-54,8 araliginda oldugu tespit edilmistir. ASTM D6751 standardi
CN'ye (minimum 47) gore biyodizel i¢in gegerli standartlarla karsilagtirildiginda %60
BG11-%40 Atiksu, %20 BG11-%80 Atiksu ve %100 Atiksu ortamlarindan elde edilen
yag iceriginin biodisel olarak kabul edilebilir bir aralikta oldugu goriilmektedir. Daha

iyl motor performansi i¢in Avrupa standardi EN 14214 (minimum 51) Onerilmektedir.
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Bu standarta gore sadece %60 BG11-%40 Atiksu ve %20 BG11-%80 Atiksu

ortamlarindan elde edilen degerlerin uygun oldugu goriilmiistiir.

Diinyada farkli alg tiirlerinin kullanilarak biyokimyasal igeriklerinin, biyolojik
aktivitelerin ve biyodizel iiretim potansiyelinin arastirildigl ¢alismalarin bulundugu
goriilmektedir. Calismamizda daha Once {lizerine herhangi bir calismaya
rastlanilmayan Scenedesmus aequicaudatus tiiriiniin biyokimyasal icerigi ve biyolojik

aktiviteleri aciga ¢ikarilmstir.

Hazirlanan besiyeri ortamlari igerisinde en yiiksek alg gelisimi %80 BG11-%20 Atiksu
ortaminda, en diisiik alg gelisimi ise %100 Atiksu ortaminda tespit edilmistir. Kiiltiirler
arasindaki en yiiksek kl-a gelisimide OD destekler bicimde %80 BG11-%20 Atiksu

ortaminda belirlenmistir.

Tiim gruplar kendi i¢inde kiyaslandig1 durumda %100 BG11, %80 BG11-%20 Atiksu,
%60BG11-%40 Atiksu ve %100 Atiksu ortamlarinin PO4-P konsantrasyonlarinda
anlamli bir azalis oldugu tespit edilmis olup Scenedesmus aequicaudatus tiriiniin

fosfat gideriminde kullanilmak i¢in potansiyel bir aday oldugu goriilmiistiir.

Calismamizda kullanilan kiiltiir ortamlarindaki baslangi¢ konsantrasyonuna gore final

NOs3-N degerlerinde tiim gruplarda artis oldugu goriilmiistiir.

Farkli ortamlardan elde edilen kuru biyokiitle miktarinin %80 BG11-%20 Atiksu, %60
BG11-%20 Atiksu ortamlarinda daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

En yiiksek toplam protein (%24,63), toplam lipid (%24) ve toplam karbohidrat
(%41,38); %60 BG11-%40 ortamindan elde edilen kuru biyokiitlede tespit edilmistir.

En yiiksek TPC miktar1 BG11 ortaminda (25,31mg GA mg-1) sonra %40 BG11-%60
Atiksu ortaminda (19,04 mg GA mg-1) olarak belirlenmistir. En diisiik TPC miktar1
ise %80 BG11-%20 Atiksu ortaminda sokslet metoduyla hazirlanan ekstrakta
belirlenmistir. Ultrasonik destekli maserasyon metodunun fenolik bilesigin aciga

cikarilmasinda daha etkili oldugu goriilmiistiir.

%60 BG11-%40 Atiksu ortaminda iiretilen biyokiitlelerden elde edilen ekstraktlarin en
yiiksek DPPH siipiirme aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica fenolik madde
miktarina benzer sekilde ultrasonik destekli maserasyon metodunun sokslet metoduna

gore antioksidan aktivite {izerinde daha etkili oldugu belirlenmistir.
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Farkli ortamlardaki biyokiitlelerden hazirlanan etanolik ekstraklarin ¢aligmada
kullanilan test bakterileri tizerinde (B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 29213, E.
faecalis ATCC 29212, S. typhimurium ATCC 14028, E. coli ATCC 25922 ve S.
epidermidis ATCC 12228) antibakteriyel etkisinin olmadigi belirlenmistir.

Setan sayisi, iyot degeri ve sabunlasma miktarlarina bagli olarak %60BG11-%40AS,
%20BG11-%80AS ortamlarindan elde edilen biyokiitlenin biyodizel potansiyelinin
oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda %60BG11-%40AS ortaminin Scenedesmus aequicaudatus alginin
biyokimyasal igerigini olumlu yonde artirdig1 belirlenmistir. Sonug olarak Sapanca
Golii'nden saflagtirilan bu tiirlin biyokimyasal icerikleri literatiire kazandirilmigtir.
Ozellikle S. aequicaudatus'un yag asit bilesimi ve biyolojik aktiviteleri bilesimi ilk
kez raporlanmistir. S. aequicaudatus'un, yenilebilir yaglar, protein ve nisasta gibi gida

tirtinlerinin iiretimi i¢in biiylik bir potansiyele sahiptir.

Calismamizda %60 BG11-%40 Atiksu ortaminin Scenedesmus aequicaudatus alginin
biyokimyasal igerigini, DPPH siiplirme aktivitesini ve biyodizel potansiyelini olumlu
yonde artirdigr belirlenmistir. Bununla birlikte farkli konsantrasyonlarda seyreltilen
atik su ortamlarinda farkli parametrelerin de (6rnegin TPC degerleri) daha yiiksek
sonug verebildigi goriilmiistiir. Bu durum bu alg ile yapilan ¢alismalarda hangi
parametrenin yiiksek olarak elde edilmesi isteniyorsa atik su seyreltim oraninin ona
gore ayarlanmasi gerektigini gostermektedir. Bu durum diger alglerden elde edilecek
triinler i¢in de benzer sekilde atik suyun farkli seyreltmelere maruz birakilarak en
yuksek iirliniin elde edilmesi amaciyla kullanilabilirligini de gostermektedir. Sonug
olarak Sapanca Golii'nden saflastirilan daha once iizerinde bu tip calismalar
yapilmamis olan bu tiiriin biyokimyasal icerikleri ve biyolojik aktiviteleri ilk kez
raporlanmistir ve hazirlanan bilimsel yayinla birlikte ilerleyen donemde literatiire
kazandirilacaktir. S. aequicaudatus yenilebilir yaglar, protein ve nisasta gibi gida
tirlinlerinin tiretimi i¢in biiylik bir potansiyele sahiptir. Avrupa Yesil Mutabakatinda ve
2030 iklim Hedef Planinda yer alan “Déngiisel ve temiz ekonomi igin endiistriyi

harekete gecirmek”, hedefi bu projenin ¢iktilartyla uyumludur.
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