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SINOP iLi TATLISULARINDAN SCENEDESMUS SPP. IZZOLASYONU VE
LABORATUVAR SARTLARINDA URETIMININ ARASTIRILMASI

OZET

Scenedesmus spp.’nin izolasyonu ve laboratuvar sartlarinda {retiminin
arastiritlmasi i¢in su O6rnekleri Sinop ili tatlisularindan, tiirlerin mevsimsel olarak artig
gosterdikleri bahar ve yaz aylarinda alinmis, zenginlestirme yapildiktan sonra BG-11
besiyeri kullanilarak mikropipet izolasyon metodu ile saflagtirllmig ve kiiltiirler elde
edilmistir. Izole edilen Scenedesmus tiirlerinin gelisimleri laboratuvar sartlarinda BG-11
(Blue-Green Media), Bristol-Proteose ortami (B-P), MWC (Modified Woods Hole
Medium) ve iireli Scenedesmus ortami (U-S)’nda izlenmistir. Kiiltiirler 24 + 2 °C’de,
%65 nem, 1800 liimen 151k siddetinde, aydinlatma siiresi 16/8 saat olarak ayarlanarak
inkiibasyona birakilmistir. Biyomas yas agirlik tayini, kuru agirlik tayini ve klorofil-a
miktarmnin 6l¢iilmesi yolu ile izlenmistir. Spektrofotometrik olarak 500, 680 ve 750 nm
dalga boylarinda kiiltiir gelisimleri takip edilmistir.

Biyomas takibinde kullanilan yas agirlik, kuru agirlik ve klorofil-a miktarlar1 4
farkli besiyerinde karsilastirilmistir. Spektrofotometrik gelisimin biyomas sonuglarini
destekledigi gozlenmistir. Ayrica spektrofotometrik izlemde izole edilen suslarin farkl
dalga boylarindaki gelisimlerinin birbirine benzer oldugu tespit edilmistir. Buna gore en
1yl bliylime Bristol-Proteose ortaminda, daha sonra ise iireli Scenedesmus ortaminda
olmustur.

Scenedesmus spp. ile yapilacak caligmalarda birim zamanda en yiiksek hiicre
yogunlugun elde edildigi, en iyi biiylime ve yiiksek verimin gozlendigi Bristol-Proteose
ortaminin kullanilmast c¢alismanin 6zellikle konu ile ilgili diger calismalara destek
olmast agisindan onemlidir. Ayrica lireli Scenedesmus ortaminin kullanilmasi daha az
maliyet ile maksimum biyomasin elde edilmesini ve hedeflenen iriinlerin daha kisa

zamanda iiretilmesini saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Mikroalg, Scenedesmus, Kiiltiir, Biiylime, Sinop



AN INVESTIGATION OF ISOLATION OF SCENEDESMUS SPP. FROM
FRESHWATER OF SINOP AND ITS CULTURE IN LABORATORY
CONDITIONS

ABSTRACT

In order to investigate isolation and production under laboratory conditions of the
Scenedesmus spp., the water samples were collected from freshwater of Sinop in spring
and summer, showed a seasonal increase in number of species and they purified
micropipette isolation method by using BG-11 medium after enrichment and cultures
were obtained. The growth of isolated Scenedesmus spp. were followed by using BG-11
(Blue-Green Media), Bristol-Proteose medium (B-P), MWC (Modified Woods Hole
Medium) and Scenedesmus medium with urea (U-S) in laboratory conditions. Cultures
were incubated at 24 + 2 °C, 65% moisture, 1800 lumen light intensity, 16 h light/8 h
dark cycling illumination. Biomass was monitored by measuring the dry weight
determination, wet weight determination and chlorophyll-a content. The development of
the culture by spectrophotometrically were monitored at 500, 680 and 750 nm.

Biomass determined by wet weight, dry weight and chlorophyll-a values were
compared four different algal media. It was observed that the spectrophotometric
growth was supported with biomass results. It was determined that the development in
different wavelength of isolated were found similar. Accordingly, Bristol-Proteose
medium was the best growth medium, then the urea Scenedesmus medium.

In the future studies on Scenedesmus spp., using of Bristol-Proteose medium that
obtained maximum biomass in high cell density, best growth and high yields per unit of
time is important especially for relevant other studies. In addition, Scenedesmus
medium with urea could provide maximum biomass by less cost and obtain targeted

products in shorter time.

Keywords: Microalgae, Scenedesmus, Culture, Growth, Sinop
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1. GIRIS

Sucul ortamda organik madde sentezleyen temel iireticiler fitoplankton veya
mikroalg tiirleridir. Fitoplankton; hiicrelerinde klorofil bulunan, tek veya cok hiicreli
olabilen, cogunlugu mikroskobik biiyiikliiklerde, boyutlar1 birka¢ mikron ile birkag yiiz
mikron arasinda degisen bitkisel organizmalardir. Bunlar ototroftur ve fotosentez
yoluyla karbondioksit, besleyici tuzlar ve iz elementleri kullanarak giines enerjisini
tespit ederler. Tiim ototrof canlilarin sahip olduklar1 klorofiller, karotenoidler vb.
fotosentetik pigmentleri vasitasiyla fotosentez islemini gergeklestirirler. Bu pigmentler
giines enerjisinin organik maddeye doniisiimiinii en verimli sekilde saglarlar. Boylece
yiiksek enerji potansiyeline sahip organik bilesikleri yaparlar. Adeta protein lireten
fabrikalar yani biyoreaktorlerdir. Bu fonksiyonlar1 nedeniyle fitoplanktonik canlilar i¢
sularda ve denizlerdeki hayvanlarin beslenmesinde ¢ok 6nemli olup sucul ortamlarda
tiim tiretimin temelidirler (Cirik ve Gokpnar, 1993).

Gilinlimiizde diinya niifusundaki hizli biiyiimenin gida kaynaklarindaki artigla
orantili olmamasi en Onemli sorunlardan biri olan beslenme dengesizliklerini ve
bozukluklarint ortaya ¢ikarmaktadir. Artan diinya niifusu karsisinda tarim sektorii
yetersiz hale gelmistir. Degisik gida kaynaklarinin tespiti ile ilgili ¢aligmalar 1960
yilindan sonra agirlik kazanmis, bdylece geleneksel kaynaklarin digina ¢ikilmis ve yeni
yontemlerin gelistirilmesi ¢alismalari siirmiistiir (Senez, 1982).

Algler sanayinin hemen hemen her alaminda kullanilmaktadir. Ozellikle
Uzakdogu ve Giiney Asya llkelerinde besin maddesi olarak, ayrica, tip, eczacilik ile
kozmetik sanayinde, tarimda giibre yapiminda genis kullanim alan1 olan algler, dogal
olarak toplanmalarinin yani sira, kiiltiirleri de yapilmakta ve denizlerde karalar gibi
ekilip bicilmektedir. Algler; brom, iyot, organik asitler, monosakkaritler, polisakkaritler,
agar, aljinik asit, steroller, proteinler ve vitaminler icermektedirler (Atay, 1984). Algler
protein, karbonhidrat lipit, vitamin, pigment, tuz gibi birgok Uriiniin kaynagidir ve
bunlarin elde edilmesinde kullanilmaktadir. Bir kismi dogrudan besin olarak
kullanilmakta baz1 tiirleri ise protein ve vitamin kaynagi olarak iiretilmektedir. Cagimiz
alg endiistrisinde iyot ve brom bugilin yan iirlin durumundadir. Mikroalgler,
biyoteknolojinin gelecekteki en 6nemli kaynagidir. Mikro ve makro algler her yil diinya
ekonomisine yaklagik 5 milyon dolarlik bir gelir saglamaktadir (Borowitzka, 1992;
Tsoglin ve Gabel, 2000; Pulz, 2001).



Mikroalgler biyokiitle ve bazi metabolitleri agisindan ticari dneme sahiptirler.
Diinya genelinde 30.000’in {iizerinde mikroalg ¢esidi oldugu tahmin edilmektedir.
1950’lerin basindan itibaren, mikroalglerin biiyiik Olgekte gida, yem, lipid, vitamin,
pigment, gilibre, farmasotik ve diger 6zel kimyasallarin hammadde kaynagi olarak
kullanimlar1 konusunda pek ¢ok caligma yiirlitiilmiistiir. Mikroalgler yiiksek biiylime
oranina sahiptir, degisen ¢evresel kosullarini tolere edebilirler ve ¢ok farkli ortamlarda
bliyliyebilirler. Mikroalglerden elde edilen hektar basina biyomas iiriinii tipik olarak
ekilen bitkilerden elde edilen iirtinden 3-5 kat daha fazladir (Bischoff ve Bold, 1963).

Yeni protein kaynaklart olarak diisiiniilen yagli tohum kiispeleri, yaprak
proteinleri, plankton, balik proteini konsantreleri arasinda en ¢ok dikkati ¢eken tek
hiicre proteininin (THP) {iretimidir. Tek hiicre proteini iiretiminde kaynak olarak
kullanilan mikroorganizmalarin iireme ve gelismelerinde en 6nemli faktdr substrat adi
verilen enerji ve karbon kaynaginin varligi ve kullanilabilirligidir. Tarimsal iiriinlerin
hasat1 ve islenmesi sirasinda aciga cikan cesitli artiklarin THP iiretiminde substrat
olarak kullanilmasi ile hem ¢evre kirliligine hem de diinyanin énemli bir sorunu olan
gida sorununa ¢Oziim getirilerek tarim ve gida sektoriine yeni ekonomik degerler
kazandirilmis olacaktir (Birch ve ark., 1976). Tek hiicre proteinin beslenme amaciyla
kullanilmasinda tek engel niikleik asit i¢eriginin yiiksek olmasidir. Yiiksek niikleik asit
icerigi pirinleri iirik aside cevirmektedir. Bu sorun niikleik asit miktarini azaltacak
Onlemlerin alinmasiyla ve diyetlerdeki THP miktariin  smirlandirilmasiyla
dengelenebilir (Ozyurt, 1977). THP elde edilmesi igin kullanilan veya kullanilabilirligi
in vitro calismalarla kanitlanmis olan canlilar; algler, bakteri, aktinomisetler, kif,
funguslar ve mayalardir (Beyatli, 1996). Algler THP elde edilmesinde en ¢ok denenen
ve giniimiizde insan ve hayvan beslenmesinde genis uygulama alani bulan
mikroorganizmalardan biridir. Algleri THP elde edilmesinde 6zel kilan fotosentetik
olmalar1 ve bu yiizden organik karbon substratlarina gerek duymamalaridir (Beyatli,
1996).

Ozellikle biyoyakit iiretiminde kullanilmalarindan dolay1 Scenedesmus iizerine
yapilan caligmalar 6nem kazanmaktadir. Bu amagla farkli ortamlarda, farkli nutrient
konsantrasyonlarinda, farkli pH ve cevresel faktorlerde maksimum biyomasin en uygun
maaliyet ve en kisa zamanda elde edilmesi i¢in ¢esitli stratejiler gelistirilmektedir.
Ayrica alglerden optimum olarak hedeflenen iirlinlerin elde edilmesi amaciyla da bu
caligmalar dizayn edilmektedir. Bu amagla bu projede, Scenedesmus spp. nin Sinop ili

tathisularindan izole edilmesi ve laboratuvar sartlarinda iiretiminin arastirilmasi olup
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farkli besi ortamlarinda lireme sartlarinin incelenerek birim zamanda en yiiksek hiicre
yogunlugunun elde edildigi, en iyi biiylime ve yiiksek verim gosterebilecegi kiiltiir
sartlarinin arastiritlmasit ve bdylece Scenedesmus spp. ile yapilacak daha sonraki

caligmalar i¢in daha az maliyet ile daha fazla verimin elde edilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER VE LITERATUR OZETi

2.1. Genel Ozellikler

Bu ¢alismada, tatlisulardan izole edilerek kiiltiir sartlar1 arastirilacak olan
organizmalar Chlorophyta divizyosunun Chlorophyceae sinifina dahildir ve kozmopolit
dagilim gosterirler. Genellikle durgun veya yavas akan sularda bulunurlar (John ve ark.,
2003).

Phylum: Chlorophyta, Pascher, 1914

Bu gruba ait organizmalar her bir hiicresinde ya da protoplazmik biriminde
cimen yesili kloroplast ile karakterize edilmektedir ve kloroplast yedek besin maddesi
olarak nisasta biriktirir. Cogu tiiriin hiicre duvar seliiloz ve pektin bilesiklerden olusur.
Ayn1 zamanda, miisilajindz dis tabaka olabilir (Prescott, 1973).

Class: Chlorophyceae, Wille in Warming, 1884

Bu sinifin formlari biiyiik bir gesitlilik igerir: tek hiicreli (bazen hareketli), basit
ya da iyi organize koloniler, basit veya dalli filamentler, boliimlenmis koenositler ve
gercek koenositler (capraz duvarlar olmayan filamentler) seklinde bulunabilirler.
Chlorophyceae sinifindaki evrimsel baslangi¢ hareketli tek hiicreliler ve Volvocales ile
baslar. Eseyli ve eseysiz olarak iireyebilirler (Prescott, 1973).

Ordo: Sphaeropleales, Luersen, 1877

Bu genis takim tek hiicreli veya belirli sekli olan kolonilerden olusmaktadir.
Hiicreler miisilajindz kilif kaplidir. Birka¢ formda hiicreler eski ana hiicre duvarlarinin
kalintilar1 tarafindan olusturulan serit ile baglanmistir. Otosporlar vejetatif liremede
yaygindir, ayrica olgun bir koloni, her hiicrede yavru koloni olusturma egilimindedir.
Zoosporlar eseysiz olarak iireyen bazi formlar tarafindan kullanilir ve izogametler eseyli
iireme yetenegine sahip cinslerde bulunmaktadir. Hiicreler kiiresel, oval, asikiiler, igsi
ya da cok yiizli olarak sekil bakimindan biiylik Olgiide degisiklik gostermektedir.
Kloroplast formu hiicre sekli gibi degisiklik gostermektedir. Cok sayida oval diskler,
parietal plakalar, aglar ya da bazi cinslerinde fincan seklinde kloroplastlar olabilir
(Prescott, 1973).

Family: Scenedesmaceae, Oltmans, 1904

Bu familyada hiicreler belirli bir desen ve diizenli sekilli agregat koloni
olusturmaktadir. Bu diizenleme otosporlar tarafindan belirlenir, ana protoplast

kesildiginde her zaman oldugu gibi ikinin katlar1 seklinde otokoloniler olusturmak i¢in
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birbirlerine doniik hale gelmektedirler. Bu koloniler daha sonra olgun bir bitki
olusturmak amaciyla boyut olarak artis gdsterebilmesi icin serbest birakilmaktadir.
Hiicre sekilleri biiyiik bir gesitlilik gosterir (dikdortgen, igsi, kiiresel, licgen, trapez).
Koloni; dogrusal bir dizi, diiz bir levha, bir yamuk agregat veya igsi bireylerin
olusturdugu bir kiime olabilir (Prescott, 1973).

Genus: Scenedesmus, Meyen, 1829

Genelde 1 veya 2 (nadiren 3) sira seklinde, 2-4-8 hiicreli ya da nadiren 16 veya
32 hiicreli olabilir. Hiicreler silindirik, elips, oval veya ovoid sekildedir. Hiicre duvari
diiz veya graniillii olabilir, uzun spinler veya disler tasiyabilir. Tek bir pirenoid ile
pariyetal kloroplast igerir. Otosporlar ile eseysiz olarak tiirer. Kozmopolitan olup,
planktonik organizmalardir, sediment veya sucul bitki ortiisii ile iliskilidirler. Genellikle

durgun veya yavas akan sularda bulunur (John ve ark., 2003).

2.2. Mikroalg Kiiltiirleri

Alg kiiltiirleri degisik yontemlerle yapilmaktadir (Stein, 1973; Borowitzka,
1992; Sukatar, 2002; Andersen, 2005). Mikroalg kiiltiirlerinde birim zamanda en yiiksek
hiicre yogunlugu elde etmek islemin temel amacidir. Uretim ig¢in kullanilan kiiltiir
teknigini belirlerken islemi sinirlayan pek cok ortam faktoriiniin yani sira kiiltiir
ekonomisi de onemlidir.

Mikroalgler besin igerigine gore farklt modellerde {iretilmektedir. Bunlar;
fototrofik, heterotrofik ve miksotrofik modellerdir. Fototrofik modelde algler besin
thtiyacini inorganik karbon kaynagindan, metabolizmasi i¢in gerekli enerjiyi ise 1siktan
saglamaktadir. Heterotrof modelde ise algler kiiltiir ortamina ilave edilen organik
karbon kaynagimi kullanarak enerji ve besin ihtiyacin1 karsilamaktadir. Miksotrofik
modellerde ise algler enerji ve besin ihtiyacin1 hem 151k hem de organik karbon
kaynagini kullanarak saglamaktadir. Miksotrofik liretimin baz1 dezavantajlari vardir.
Diisiik 151k ve diisiik organik karbon miktar1 hiicre iiremesini engellemekte, yiiksek 151k
ve yiiksek organik karbon miktar1 da iiremeyi kisitlamaktadir.

Toplanan 6rnekler, en gec iki giin i¢inde kiiltiir ortamina alinmalidir. Toplanan
materyal bekletilmek zorundaysa, karanlik veya az 1sikli ortamda korunmalidir.
Toplanilan materyalin cogaltilmas1 arzulaniyorsa, zenginlestirme ortami hazirlanip

yaklasik iki hafta kiiltiire alinmalidir. Zenginlestirme ortaminin amaci, hem birey



sayisini  arttirmak  hem de zenginlestirmeyi farkli otoekolojik  ortamlarda
gerceklestirerek, izole edilecek tiiriin ekolojik gereksinimleri hakkinda 6n bilgiler elde
etmektir (6rnegin; karanlik ortamin hakimiyeti, oda sicakligindan biraz daha fazla
sicaklik istegi, hafif asidik ortam vs.). Zenginlestirme ortami belli ekolojik kosullarda
tutulabilir. Bu sekilde, tek tiire indirgenme miimkiin olmasa da, bircok tiiriin
eliminasyonu miimkiin olacaktir. Zenginlestirme ortami, birgok alg i¢in gelismeye
uygun olmalidir; bu 6zel hazirlanmis yapay ortamlar olabilecegi gibi, toprak ekstresi
gibi dogal ortamlar da olabilmektedir. Gerek zenginlestirme ortamina bas vurmaksizin,
gerekse zenginlestirme ortamindan sonra, izolasyon amaciyla, izole edilecek tiiriin
ekolojik istemlerine uygun besi ortamlart hazirlanmalidir. Diger yandan her tiiriin
ithtiya¢ duydugu autekolojik ortamlar (aydinlatma, sicaklik, pH, tuzluluk, havalandirma,
oksijen seviyesi, su seviyesinin yiiksekligi) farkli oldugundan ideal kosullar

hazirlanmalidir (Sukatar, 2002).

2.2.1. Mikroalg Uretimi icin Gerekli Olan Faktorler

2.2.1.1. Isik

Isik, mikroalg fotosistemlerinin antenleri ile yakalanmaktadir. Antenler
fotosentezin gerceklesmesinde rol oynamaktadir. Bunlar, fotonlar1 tutarak enerji
reaksiyon merkezlerine gondermektedirler. Antenlerin yapisinda pigmentler ve
proteinler gorev almaktadir. Hiicreler farkli 151k yogunluklarina adapte olabilmek i¢in
fotosistem sayilarinda veya anten boyutlarinda degisim gostermektedirler.

Algler fotosentez yaptiklarindan biyokimyasal kompozisyonlari i¢in 151k etkisi
kontrol edilmelidir. Alg hiicrelerinin kompozisyonlarinin dinamigi degisime ugrayarak,
fotosentez ve hiicre gelisimi ile biyokimyasal ve fizyolojik 6zelligi artmaktadir. Isik
yogunlugu azaldiginda hiicrelerdeki klorofil-a ve 15181 tutan diger pigmentler (klorofil-
b, klorofil-c, fitobiliproteinler ve birincil karotenoidler) kullanilmaktadir. Diger yandan
yiikksek 151k yogunlugunda klorofil-a ve diger pigmentler fotosentezin azalmasini
gerceklestirirken ikincil karotenoidler artarak (zeaksantin, p-karoten, astaksantin)
fotokoruyucu ajanlar olarak gorev yapmaktadirlar. Karotenoidlerin birikmesi tiirlerin
yapismna gore degismektedir. Ornegin: plastidlerde bulunan plastoglobiiller veya

sitoplazmik lipidler fotosentetik canlilarin yiiksek 1siktan korunmasinda rol



oynamaktadir. Karotenoidlerin birikmesi karbon ve azotun hiicreye akisinin azalmasiyla
stres kosullarinda olmaktadir.

Laboratuvar ortaminda suni aydinlatma i¢in floresan lambalar1 (daylight veya
cool-white) kullanilmaktadir. Farkli tipteki floresan lambalarinin verdigi 1s1k siddeti de
farkli olmaktadir. Kullanilan 151k kaynaginin ortami isitmasindan kaginilmalidir. Bu
sebeple, 151k kaynagi olarak floresan lambalarinin kullanilmasit daha uygun olmakla

birlikte maliyeti daha fazladir.

2.2.1.2. Sicakhk

Cevresel faktorlerin en Onemlisi olan sicaklik biyokimyasal reaksiyonlar
etkilemektedir. Sicakliginin azalmasiyla gelisim optimum seviyenin altina diismekte ve
membran sisteminde bulunan doymamis lipidler artmaktadir. Ayrica hiicrelerin
membranlarinin stabilitesi ve akigkanligi artmakta, tilakoid membranlar azalan sicaklik
etkisinde fotosentetik yapilarin1 korumak ic¢in fotoinhibisyonu gerceklestirmektedir.

Sicaklik artiglar1 buharlasmay1 arttirarak Uretimde hacim kaybina neden
olurken kiiltiir dengesini olumsuz yonde etkilemektedir. Mikroalgler metabolizmalarini
ve fizyolojik aktivitelerini dogrudan etkileyen sicaklik degisimlerine hemen tepki
vermektedirler. Sicaklik arttifinda solunum hizi artmakta, artan solunum biyokiitle
kayiplarini arttirmaktadir.

Uretimde mikroalglerin  ¢ogu 16-27°C  arasindaki  sicakligi  tolere
edebilmektedir. 16°C’den diisiik sicakliklar iiremeyi yavaslatirken, 35°C’den yiiksek
sicakliklar genellikle oldiirticti etki gostermektedir. Apha, Awwa, Wef (2005), tath

sularda yayilis gosteren alglerin biiylimesi i¢in sicaklig1 24 + 2 olarak onermistir.

2.2.1.3. Besin Faktorleri

Azot, kiiltiir bliyiimesini etkileyen ana faktordiir. Genellikle kiiltiir ortaminda
nitrat (NO3), amonyak (NHs) veya organik kaynakli iire kullanilmaktadir. Amonyum
nitrat suda ¢oziildiikten sonra algler tarafindan alinmaktadir. Algler tarafindan ilk olarak
amonyum tliketildiginden ortam pH’s1 diismekte, ardindan nitratin geg tiiketilmesiyle
veya tiiketilmemesiyle pH artmaktadir. Bu nedenle ortama amonyum nitrat dikkatli bir

sekilde ve az miktarda ilave edilmelidir. Ure kullanimmdan kaginilmalidir. Ciinkii iire,



maliyeti diisiiriirken bakteri gelisimine neden olmaktadir. Bakteriler, alg kiiltiiriinden
daha hizli gelismekte ve alg kiiltiiriiniin gelisimini baskilamaktadir (Demirel, 2006).

Fosfor, ana makrobesleyici olarak hiicresel metabolik {irtinler ile mikroalglerin
bliylimesi ve gelismesinde bazi yapisal ve fonksiyonel goreve sahiptir. Fosfor ortamda
fosfor tuzlari (KoHPO4, KH2PO4, Na2HPO4.12H20, NaxHPO4.7H20, NaH2PO4.7H-0)
seklinde bulunmaktadir. Bu tuzlar fosfor kaynagi olarak kullanilmakta ve ayni zamanda
tampon 6zelliginden yararlanilarak pH dengesinin kurulmasini saglamaktadir (Demirel,
2006).

CaCl, ve iz metaller gesitli enzim reaksiyonlarinda yer aldiklarindan alg
biiyiimesi i¢in onemlidir (Chen ve Jiang, 2001). Ayrica kalsiyum algler i¢in temel
inorganik elementlerden biridir, hiicre duvarinin gii¢lendirilmesinde 6nemli bir rol
oynar ve ¢Oziiniir organik asitlerin toksisitesini azaltir. Klor ise osmoregiilasyon ve
fotosentezde Onemli bir role sahiptir (OECD, 2016). Na;EDTA ise besiyerinde selat
olarak yer almaktadir. Magnezyum klorofilin merkez atomu oldugundan fotosentezde
gorev alir, kloroplast seviyesi ise bazi enzimlerin aktivitesini etkiler. MgSOq
nanopartikiillerinin besiyerine uygulamasi lipid {iriinlerinin artirilmasi i¢in potansiyel
bir strateji olarak tesbit edilmistir (Sarma ve ark., 2014). Fotosentezdeki roliinlin yani
sira Mg*? ribozomlarin biraraya gelmesi icin gereklidir ve farkli hiicresel aktivitelerden

sorumlu bazi enzimlerin 6zel fonksiyonlar igin gereklidir (Shaul, 2002).

2.3. Scenedesmus spp. le Tlgili Yapilan Cahismalar

Scenedesmus spp. iilkemizde genis yayilim gdstermekte olup cesitli
caligmalarda fitoplanktonda, epipelik, epilitik veya epifitik olarak tespit edilmistir
(Goniilol, 2016).

Scenedesmus aculeotatus, Reinsch (Samsun-Ladik Goli); S. acuminatus
(Lagerheim) Chodat var. briseriatus, Reinhard (Ankara-Asartepe Baraj GoOlii, Sariyar
Baraj Golii); S. acuminatus var. tetradesmoides, G.M. Smith (Sivas-Hafik Golii); S.
acutus Meyen f. costulatus, (Chodat) Uherkovich (Isparta-Aglasun Deresi, Izmir-
Barutgu Go6lii); S. acutus var. globosus, Hortobagyi 1954 (Bolu-Golkoy Golii); S.
arcuatus, (Lemmermann) Lemmermann 1899 (Konya-Isparta-Beysehir Golii, Erzurum-
23 Temmuz Goleti, Demirdoven Baraj Goli, Kuzgun Baraj Golii, Mugla-Biiyiik
Menderes Nehri, Afyon-Karamik Go6li, Dicle Boliimii-Karakaya Baraj Golii, Ankara-
Asartepe Baraj Golii, Camlidere Baraj Golii, Cubuk, Karagol, Mogan Go6lii, Ankara-
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Eskisehir-Sariyar Baraj Golii, Eskisehir-Mamuca Goleti, Bolu-Abant Golii, Golkoy
Goli, Samsun-Liman Goli, Bafra, Tatli Gol, Ladik Go6lii, Simenit Golii, Balikesir-
Akintidere); S. armatus (Chodat) Chodat var. boglariensis f. semicostatu, Péterfi 1963
(Izmir-Gélciik Golii); S. balatonicus, Hortobagyi (Erzurum-23 Temmuz Géleti); S.
bijuga, (Turpin) Lagerheim 1893 (Adana-Seyhan Nehri, Isparta-Cire Kaynagi,
Erzurum-23 Temmuz Goleti, Deli Cermik, Palandoken, Porsuk Goleti, Mugla-Biiyiik
Menderes Nehri, Diyarbakir-Devegecidi Baraj Golii, Kirsehir-Hirfanli Baraj Goli,
Yozgat-Topcu Goleti, Sivas-Hafik Golii, Ankara-Beytepe ve Alap Goletleri, Karagol,
Ankara-Eskisehir-Sariyar Baraj Golii, Bolu-Abant Golii, Eskisehir-Giinyiizii Goleti,
Porsuk Cayi, Isparta-Ankara Cayi, Sinop-Dodurga Baraj Golii, Erfelek Baraj Goli,
Sarikum Lagiinii, Trabzon-Uzungdl, Samsun-Balik Gélii ve Uzun G6l, Incesu Deresi,
Istanbul-Omerli Baraj Golii, Adapazari, Poyrazlar ve Taskizi Golleri, Goksu Deresi); S.
bijuga var. alternans, (Reinsch) Hansgirg (Sivas-Hafik Golii, Ankara-Beytepe ve Alap
Goletleri, Samsun, Balik Goli ve Uzun Gél, Istanbul-Biiyiikgekmece Golii, Riva
Deresi, Bursa-Uluabat Golii); S. bijugus, (Turpin) Lagerheim 1893, (Sinop-Sarikum
Lagiinii, Samsun-Simenit G6lii); S. bijugus var. obtusiusculus, (Chodat) G.M. Smith
1916, (Erzurum-Demirdoven Baraj Golii); S. brevispina, (G.M. Smith) R. Chodat 1926
(Erzurum-Palandoken Goleti, Bolu-Golkdy Golii, Samsun-Cernek Golii); S. caudato-
aculeolatus, Chodat 1926 (Samsun-Ladik Golii); S. circumfusus, Hortobagyi 1960
(Afyon-Karamik Golii); S. ecornis, (Ehrenberg) Chodat (Antalya Bolimii-Kopriigay
Nehri, Isparta-Aksu Deresi, Cire Kaynagi, Kovada Kanali, Konya- Beysehir Golii,
Erzurum-Demirddven Baraj Golii, Tortum Golii, Aydin-Kemer Baraj Golii, izmir-Ege
Universitesi Kampiis Alani, Barutgu Golii, Mugla-Biiyiikk Menderes Nehri, Afyon-
Karamik Golii, Ankara-Cubuk-I Baraj Golii, Konya-Altinapa Baraj Goli, Kayseri-
Sultan Sazligi, Kirsehir-Hirfanli Baraj Goli, Ankara-Bayindir Baraj Golii, Beytepe ve
Alap Goletleri, Mogan Golii, Eskisehir-Sakaryabasi Bati Goéleti, Sinop-Erfelek Baraj
Golu, Sartkum Golii, Samsun-Balik Golii ve Uzun Gol, Cernek Golii, Derbent Baraj
Goli, Hasan Ugurlu Baraj Golii, Suat Ugurlu Baraj Golii, Derbent Baraj Golii, Akgol,
Simenit Golii, Balikesir-Akintidere, Antalya Boliimii-Kopriigay Nehri, Izmir-Laka
Deresi, Barutgu Golii); S. ecornis var. polymorphus, Chodat (Antalya Bolimii-
Képriigay Nehri, izmir-Laka Deresi, Barutgu Golii, Samsun-Derbent Baraj Golii); S.
ellipticus, Corda 1835, (Konya-Isparta, Beysehir Golii, Erzurum-Demirdéven Baraj
Goli, Kuzgun Baraj Golii, Aydin-Kemer Baraj Golii, Manisa-Marmara Golii, Eskisehir-
Mamuca Goleti, Bolu-Abant Golii, Golkoy Golii, Samsun-Balik Golii, Tatl Gol, Ladik
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Goli, Akgol, Simenit Goli, Sinop-Sarikum Lagiinii, Erfelek Baraj Golii, Sakarya-
Poyrazlar Goli, Sinop); S. kissii, Hortobagyi 1975 (Dicle Bolim-Dicle Nehri, Ankara,
ODTU Oksidasyon Havuzlar1); S. longispina, Chodat 1913 (Malatya-Orduzu Baraj
Golii, Izmir-Barutgu Golii, Sivas-Hafik Golii, Ankara-Asartepe Baraj Golii, Samsun-
Akgol, Balikesir-Akinti Dere); S. obliquus (Turpin) Kiitzing f. alternans, (Reinsch)
Comp. (Ankara-Asartepe Baraj Golii); S. obtusus, Meyen 1829 (Erzurum-Demirdéven
Baraj Golii, Kuzgun Baraj Golii, Aydin-Topgam Baraj Golii, izmir-Laka Deresi, Ege
Universitesi Kampiis Alani, Barut¢u Golii, Afyon-Karamik Golii, Ankara-Baymdir
Baraj Golii, Mogan Golii, Bolu-Abant G6lii, Sinop-Sarikum Golii, Samsun-Balik Golii
ve Uzun Go6l, Gic1 Lagiinii, Liman Golii, Tatli G6l, Derbent Baraj Golii, Ladik Goli,
Simenit Golii, Catalca-Kocaeli Boliimii; Taskin Ormani, Sakarya-Poyrazlar Golii,
Balikesir-Caygoren Baraj Goli); S. parisiensis, Chodat 1926 (Samsun-Ladik Goli,
Sakarya-Poyrazlar G6lii); S. platydiscus, (G.M. Smith) Chodat (Isparta-Aglasun Deresi,
Diizce-Melen Nehri); S. producto-capitatus, Schmula 1909 (Erzurum-Demirdéven
Baraj Golii); S. pseudohelveticus, Kirj. in Huber-Pestalozzi, 1983 (Balikesir, Caygoren
Baraj Golii); S. quadricauda, (Turpin) Brébisson in Brébisson & Godey 1835 (Dicle
Boliimii-Dicle Nehri, Sakarya, Poyrazlar Golii); S. quadricauda var. longispinus, G.M.
Smith (Diyarbakir-Devegecidi Baraj Golii, Bursa-Uluabat Golii); S. quadrispina,
Chodat 1913 (Ankara-Asartepe Baraj Golii, Ankara-Eskisehir-Sariyar Baraj Gold,
Samsun-Balik Go6li, Uzun Gol, Karabogaz Golii, Cernek Golii, Sakarya-Poyrazlar
Goli); S. raciborskii, Woloszynska 1914 (Aydin-Kemer Baraj Go6lii); S. ralfsii, Playfair
in Huber-Pestalozzi 1983 (Samsun-Simenit Go6lii); S. semipulcher, Hortobagyi 1960
(Antalya Bolumii-Kopriigay Nehri, Samsun-Ladik Goli); S. smithii, Chodat 1926
(Ankara-Eskisehir-Sartyar Baraj Golii, Balikesir-Ikizcetepeler Baraj Golii); S. soli,
Hortobagyi 1959 (Samsun-Akgol); S. verrucosus, Roll 1925 (Konya-Isparta-Beysehir
Golii, Antalya Bolimii-Kopriigay Nehri, Erzurum-Demirdéven Baraj Golii, Mugla-
Biiyiik Menderes Nehri, Afyon-Karamik Golii, Samsun-Derbent Baraj Golii, Hasan
Ugurlu Baraj Goli, Ladik Go6li, Suat Ugurlu Baraj Golii, Kocaeli Bolimii-Taskin
Ormani, Balikesir-Caygoren Baraj Golii); S. vesiculosus, (Proshkina-Lavrenko) Péterfi
1964 (Samsun, Simenit GOlii) ililkemizde yapilan calismalarda tespit edilmislerdir
(Goniilol, 2016).

Chaichalerm ve ark., (2011)’nin izole edilen bazi1 mikroalg suslarinin gesitli
besiyerlerinde kiiltiirli tizerine yapmis olduklar1 ¢aligmada, Scenedesmus acutus tiiriiniin

3NBBM besi ortami, N-8 besi ortami, Kuhl besi ortami1 ve BG-11 besi ortaminda
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kiiltiirti yapilmis olup, en iyi gelisimin yiiksek azot konsantrasyonu sebebiyle BG-11
besi ortaminda oldugu gozlenmistir.

Scenedesmus bijugatus tiiriiniin biyokiitle verimliligi tlizerine farkli azot
kaynaklarinin etkisini incelemek amaciyla yapilan ¢alismada, azot kaynaklar1 arasinda
nitrat konsantrasyonunun 5-10 mM oldugu ortamin Scenedesmus biiylimesi i¢in uygun
oldugu tespit edilmistir. Diislik iire konsantrasyonlarinin (5 ve 10 mM) kullanildig
ortamlarda nitrat ortami ile benzer sonuglar elde edilmistir. Bu c¢alismada iirenin
evrensel kullanilabilirligi ve uygun fiyat1 ile biiyiikk capli alg kiiltiirlerinde
kullanilabilirligi tizerinde durulmustur (Arumugam ve ark., 2012). Farkli azot ve fosfor
smirlamasinin Scenedesmus sp.’nin bilyiimesi ve lipid igerigi iizerine yapilan baska bir
caligmada ise sinirlama kosullarinda Scenedesmus sp.’nin lipit igerigi yiiksek
bulunmustur. Ancak lipid verimliligi ve birikim orani nedeniyle alg biyokiitlesi daha
diisiik bulunmustur (Xin ve ark., 2010).

Mandal ve Mallick (2009)’in biyodizel iiretimi i¢in kaynak olarak
Scenedesmus obliquus tiirini kullanarak yapmis oldugu ¢alismada, yiiksek lipid igerigi
elde etmek icin glukoz ile desteklenmis ortamda kiiltiire alinan tiiriin lipid icerigi, kuru
hiicre agirhiginin % 58.3’line ulagmistir. Sadece besin durumunu degistirerek kontrol
grubuna gore yaklasik 5 kat daha yiiksek lipid igerigine ulagilmistir. Bununla birlikte, S.
obliquus’un biyokiitle verimliliginin N ve P sinirlamalar1 ve tiyosiilfat takviyesinden
etkilendigi bulunmustur.

Erdogan ve arkadaslar1 (2015) Scenedesmus protuberans’in karotenoid
kompozisyonunu belirlemek i¢in yapmis oldugu calismada, basit bir ultrason destekli
ekstraksiyon yontemi gelistirmislerdir. HPLC-DAD yontemi kullanilarak basit gradyan
eliisyon ile C30 kolonu vasitasiyla S. protuberans’in karotenoidlerini ayirmiglardir.
Analitik sonuglar yontemin hizli, nispeten basit ve uygulanabilir oldugunu gostermistir.

Bu ¢alismada Sinop iline ait 9 farkh tatlisu ortamindan alinan su 6rneklerinden
Scenedesmus suslarinin izole edilmesi, 4 farkli besiyerinde gelisimlerinin takip edilmesi

ve en 1yi biiylime ve en yliksek verimin saptanacagi ortam arastirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Arastirma Alanlarimin Ozellikleri

Sinop ili 35:09 dogu ve 42:01 kuzey boylarimda yer alip Tiirkiye’nin en ug
kuzey bolgesini olusturmaktadir. Scenedesmus cinsine ait tiirlerin teshisinde Prescott
(1962), Huber ve Pestalozzi (1983), John ve arkadaslart (2003)’nin eserlerinden
yararlanilmis, tiir isimlerinin giincellenmesi AlgaeBase veritabanina (Guiry ve Guiry,
2016) uygun olarak yapilmistir. Sinop ili Ornekleme istasyonlar1 Sekil 3.1°de,

kisaltmalar1 ve sinonimleri Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Sekil 3.1. Sinop ili 6rnekleme istasyonlari (1: Arkeoloji Miizesi Havuzu, 2: Bektasaga
Goleti, 3: Havaliman1 Mevkii, 4: Karasu Cayi, 5: Muhsinli Goéleti, 6: Nisi Goleti, 7:
Sarikum Go6li, 8: Sirakaraagaglar Deresi, 9: Tagsmanli Goleti).

Sarikum Go6li, Sinop yarimadasmin batisinda, 42° 01' kuzey enlem, 34° 93'
dogu boylamlarinda yer almaktadir. GOl il merkezinden 21 km uzaklikta olup uzunlugu
2 km, genisligi 750 m’dir. 102 hektarlik bir su alam1 ve 82 hektarlik bir bataklik alam
olmak {izere toplam 184 hektarlik alana sahip tipik bir lagiin gélidiir (Yilmaz, 2005).

Deniz seviyesinde olan g6liin sular1 kisin ¢ogalir, yazin azalir. Sarikum Golii; Kegi
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Deresi, Sartkum Deresi, aktif olmayan Karakurt Deresi, Biiyiikdliz Deresi ve gol
suyunun tagsmasini dnlemek {izere drenaj yapilarak agilmis Derednii Deresi olmak iizere
5 dere ile baglantihidir. Goliin fazla sular1 denize dokiilmekte olup deniz ile olan
baglantis1 yaz aylarinda kesilmektedir. Ortalama derinligi 100-160 cm arasinda
degismekte olup en derin yeri 2 m’dir. Lagiin taban1 mil ile kapli olup, bu milin
kalinligmin 25-30 cm arasinda oldugu bildirilmistir (Yilmaz, 2005). Giliney ve dogu
kisimlar1 saz ve kamigla kaphdir. Glineyinde su basar disbudak ormani vardir. Gélde
kefal (Mugil sp.), pisi baligi (Pleuronectes sp.) kayabalig1 (Gobius sp.) ve disli sazancik
(Aphanius sp.) tiirleri bulunmaktadir. Sartkum Golii, makroskobik ve mikroskobik
algleri Oztiirk (1994) tarafindan, bentik algleri ise Sivacit ve arkadaslar1 (2008)
tarafindan calisiimistir.

Tasmanli Géleti, DSI tarafindan yapilmis yapay bir golet olup, Sinop il
merkezinde yer almaktadir. Yenicuma akarsuyu iizerine 1974-1977 yillar1 arasinda
sulama amagli kurulmustur. 170 hektarlik alana sahiptir. Temelden yiiksekligi 22.5
m’dir. Dip yapisi topraktir. Tagsmanli Goleti epifitik algleri Giimiis ve Goniilol (2012)
tarafindan calisilmistir. Nisi Goleti, DSI tarafindan, hayvanlar1 sulama amacli, 1995-
1999 yillar arasinda yapilmistir. Sinop il merkezinde bulunan gélet, Kalkan akarsuyu
tizerine insa edilmistir. Gévde dolgu tipi toprak olup, temelden yiiksekligi 17.2 m’dir.
Bektasaga Goleti, sehir merkezine 15-20 km mesafede, Muhsinli Gdleti ise sehir
merkezine 15 km mesafededir. Muhsinli Goéleti, Sinop ili Merkez ilgesi Cobanlar Koyt
hudutlar1 igerisinde olup, sulama amagli yapilmistir. Goleti besleyen en 6nemli dere
Cinarcik Deresi’dir.

Karasu Cayi, Boyabat il¢esinin Giindiizlii ormanlarindan dogar, Erfelek ilge
merkezinin kuzeyinden gecerek Sinop il merkezi yakinlarinda Akliman mevkiinde
Yalnizca Mabhallesi kuzeyinden Karadeniz’e dokiiliir. Yaklagik olarak 80 km
uzunlugundadir. Akarsu yatagini olusturan aliivyonel malzemenin yiiksek gecirimlilige
sahip olmas1 nedeniyle Karasu Cay1 ovada ve ovaya girmeden once izledigi akis yolu

boyunca sayisiz noktada batip ¢ikar ve debisinde degisimler gozlenir (Yigit ve ark.,
2012).
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Cizelge 3.1. Sinop ili 6rnekleme istasyonlarinda tespit edilen tiirler

No Yer Koordinatlar | Kod Tiir
N 42°0.1'42.6" Tetradesmus obliquus (Turpin) M.J. Wynne, 2016
1 | Arkeoloji Miizesi Havuzu ASA
E 035°09'05.9" Syn: S. acutus Meyen, 1829
) ASE Scenedesmus ecornis (Ehrenberg) Chodat, 1926
Syn: S. ecornis (Ehrenberg) Chodat, 1926
Scenedesmus obtusus Meyen, 1829
3 ASO
Syn: S. ovalternus Chodat, 1926
Scenedesmus communis E. Hegewald, 1977
4 ASQ .
Syn: S. quadricauda Chodat, 1926
N 41°56'25.5" ]
5 Bektasaga Goleti BSA | Tetradesmus obliquus
E 034°59'11.8"
6 BSE | Scenedesmus ecornis
N 42°01'10.2" F
7 Havaliman1 Mevkii HSA | Tetradesmus obliquus
E 035°05'18.8"
8 HSE | Scenedesmus ecornis
9 HSO | Scenedesmus obtusus
10 N 42°01'57.1" .
Karasu Cay1 E 035°03'36.0" KSA | Tetradesmus obliquus
11 KSE | Scenedesmus ecornis
) N 41°57'52.1" .
12 Muhsinli Goleti MSA | Tetradesmus obliquus
E 035°00'32.7"
13 MSE | Scenedesmus ecornis
14 MSO | Tetradesmus obliquus
15 Nisi Goleti N 42°01'15.07" | NSA | Tetradesmus obliquus
E 35°11'10.90"
16 Sarikum Gélii N 42°00'43.76" | SGSA | Tetradesmus obliquus
E 34°55'45.20"
17 SGSO | Scenedesmus obtusus
[N 42°002'31.4" ]
18 | Sirakaraagaclar Deresi SSA | Tetradesmus obliquus
E 035°02'41.3"
19 SSE | Scenedesmus ecornis
20 SSQ | Scenedesmus communis
N 41°54'21.3" ]
21 Tagmanli Goleti TSA | Tetradesmus obliquus
E 035°02'39.3"
22 TSE | Scenedesmus ecornis
23 TSO | Scenedesmus obtusus
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Sirakaraagaclar Deresi, ovalik kesim igerisinde Sarst Mahallesi dogusundan
Sogiitler Deresi adiyla dogar. Sirakaraagaclar Deresi’nin kaynagini, yeralt1 su seviyesi
ve mevsimlik kuru derelerden yagisli donemlerde gelen beslenimler olusturmaktadir.
Bu nedenle, Sirakaraagaglar Deresi neredeyse tamamen yeralt1 sulariyla beslenmektedir.
Ova igerisinde sadece 5.3 km. boyunca akisina devam eden dere, Akliman giineyinden

denize dokiiliir (Yigit ve ark., 2012).

3.2. Orneklerin Alinmasi

Sinop ili gol, golet, ¢ay ve derelerinden alinan 6rnekler 6zellikle Scenedesmus
tirlerinin artis gosterdigi bahar-yaz aylarinda alinmis ve laboratuvara getirilmistir.
Alinan orneklerde pH Ol¢iimii yapilmis, zooplanktonun elimine edilmesi i¢in pH 4’e
disiiriilmis, 24 saat bekletildikten sonra pH tekrar ayni noktaya ayarlanmistir (Dilov ve
Vojnova, 1985). Bir hafta siireyle 6rnekler zenginlesmeye birakilmistir. Zenginlesmeye
birakilan 6rneklerden 10 mL alinarak BG-11 (Blue-Green Media) besiyerine ekilmis ve

karisik kiiltiir elde edilmistir.

3.3. Kiiltiir Ortami

Sinop ili tatlisularindan Scenedesmus cinsine ait tiirleri izole etmek i¢in BG-11
(Blue-Green Media) (Utex, 2014) besi yeri kullanilmis olup, izole edilen tiirlerin
laboratuvar kosullarinda iiretimini arastirmak icin iireli Scenedesmus ortami (U-S)
(Inag, 1994), Bristol-Proteose ortami (B-P) (Utex, 2014) ve MWC (Modified Woods
Hole Medium) (Anonim, 2014) ortamlar1 kullanilmistir. Biiyiime ortaminin
yiizey/hacim oram1 CO2 simirlamast nedeniyle, besiyeri miktar1 erlenin 1/3’1 olacak
sekilde ayarlanmistir (Apha, Awwa, Wef., 2005). Scenedesmus kiiltiirii i¢in kullanilan

besiyerleri ve kompozisyonlar1 Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Scenedesmus kiiltiirii i¢in kullanilan besiyerlerinin kompozisyonlar1 (Ssk:

Stok soliisyondaki konsantrasyonu; Kom: Kiiltiir ortamindaki miktar1)

BG-11 B-P MWC U-S
Kimyasallar Ssk Kom Ssk Kom Ssk Kom | Kom
Makronutrientler (g/L) g/L dH20 | mL/L g/mL mL/L oL mL/L | mg/L

dH20 dH20

NaNOs 30/0.2 10 10/0.4 10 85.00 1
K2HPO4 0.8/0.2 10 3/0.4 10 11.40 1
MgS04.7H20 0.15/0.2 10 3/0.4 10 37.00 1
CaCl2.2H20 0.72/0.2 10 1/0.4 10 36.80 1
Sitrik asit H20 0.12/0.2 10 - - - -
Ferrik amonyum sitrat 0.12/0.2 10 - - - -
NaHCOs - - - - 12.60 -
KH2PO4 - - 7/0.4 10 - -
Na203Si.5H20 - = - ~ 21.20 -
NaCl - = 1/0.4 10 - - 25.00
CH:N20 - - 3 - - - 60.00
K2COs3 - = - - - - 25.00
NasPO4 - = - - - - 25.00
(NH4)2S04 - - = - = - 20.00
MgSO4 - = - = - - 10.00
FeSO. - = - = - = 2.00
Mikronutrientler (mg/L) - - - - - -
NazCOs 0.4/0.2 10 - - - -
iz Elementler - - - - -
H3sBOs 2.86 - - - 1.00 1
MnCl2.4H.0 1.81 - - - 0.18 1
ZnS04.7H20 0.22 - - - 0.022 1
NazM004.2H20 0.39 - - - 0.006 1
CuS04.5H20 0.079 - - - 0.01 1
CoCl2.6H20 49.4 mg/L - - - 0.01 1
Na203S2.5H20 49.8/200 1 - - -
Na:EDTA.2H-0 0.02/200 10 - - 4.36 1
FeCls.6H20 - - - - 3.15 1
Vitaminler (mg/L) - - - - - -
Proteose peptone - - lg/L - - -
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3.4. Sterilizasyon

Kullanilan biitliin malzemeler ve besleyici ortamlar Niive OT 032 marka
otoklav ile sterilize edilmistir. Sterilizasyon islemi 1.06 atm basing altinda 121°C

sicaklikta 15 dk siire ile gergeklestirilmistir.

3.5. Kontaminasyon

Besiyerinde prokaryotik kontaminasyonu onlemek i¢in penisilin sodyum tuzu
(C16H17N2NaO4S) kullanilmigtir. Bu amagla 1 litre sivi besi ortami igin, 100 mg
penisilin sodyum tuzu 10 ml saf suda ¢oziilerek steril filtre yardimiyla besiyeri ortamina

aktarilmistir (Andersen, 2005).

3.6. izolasyon ve Saflastirma

Izolasyon ve saflastirma amaciyla mikropipet vasitasiyla tek hiicre izolasyon
teknigi kullanilmigtir (Pringsheim, 1946; Andersen, 2005). Bu metot i¢in Leica DM500
markali mikroskop altinda karisik kiiltiirden pastor pipeti ile hiicreler alinmis, lam
tizerinde steril bir damla serum fizyolojik (9%0.09 NaCl) i¢ine aktarilmigtir. Aktarma
islemi tek bir alg hiicresi kalana kadar devam edilmistir. Yakalanan hedef hiicre nihai
1zolasyon kabi i¢indeki besi ortamina aktarilmistir.

Leica DM500 markali mikroskop ile Scenedesmus cinsine ait tiirlerin teshisleri

yapilmis ve fotograflar1 Leica ICC50 marka fotograf makinesi ile ¢ekilmistir.

3.7. inokulum

Saflagtirilan ornekler inokulum amaciyla 500 mL’lik erlene 150 mL olacak
sekilde ekilmistir. Ardarda 3 ekim yapilmistir. Deneysel asamaya gecerken inokulum
orneklerinden 15 mL alinarak 135 mL besiyerine ekilmistir (Apha, Awwa, Wef., 2005).

3.8. Inkiibasyon

Sivi besiyeri 24 + 2 °C’de (Stein, 1973) %65 nem, Philips marka 220-240 V,
30 W 1800 liimen 151k siddetinde, aydinlatma siiresi 16/8 saat olarak ayarlanarak 7 giin
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boyunca Niive marka ES110 cooled model inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir (Noue
ve Eidhin, 1988). Kiiltiirlerin esit miktarda 11k alabilmesi ve dipte ¢okelmeyi onlemek

amaciyla sivi kiiltiirler giinde iki kez ¢alkalanmistir.

3.9. Biyomas Izlenmesi

Bir mikroalg populasyonunun biiyiime orani zamana bagli olarak biyokiitlede
meydana gelen artisin bir dlgiitiidiir. Bliylime oran1 bir tiir ya da susun yasadigi dogal
ortama ya da maruz birakildigi deneysel bir ortam kosuluna adaptasyonundaki ekolojik
basarisini gostermenin dnemli yollarindan bir tanesidir. Kiiltiirlerdeki iissel fazin siiresi
ekimi yapilan organizma miktarina, bliylime oranina, besi ortaminin kapasitesine ve
kiiltiirlin algal gelismeyi destekleyen kosullarina baglidir. Biyokiitle ile ilgili tahminler
zamana bagli olarak kaydedilir.

Mikroalg kiiltiiriinde biiyiime kontrolii ¢ok Onemlidir. Bu sebeple hiicre
bliylimesinin izlenmesi icin basit ve etkili yontemler gelistirilmistir. Biiylimeyi
belirlemek i¢in kullanilan direkt ve dolayli yontemler vardir. Direkt yontemler alg
biyokiitlesinin mikroskop kullanilarak hiicre sayimi ve hiicre hacminin belirlenmesiyle
tespit edilmesidir. Indirekt ydntemler ise kuru agirlik, yas agirlik, pigment iceriginin
tespiti veya spektrofotometrik Olctimdiir (Sivakumar ve Rajendran, 2013; Santos-
Ballardo ve ark., 2015; Rodrigues ve ark., 2011).

3.9.1. Yas Agirhik Tayini

Yas agirlik tayini hiicre sayimlarimi takip eden 7. glinde yapilmistir. Bu amagla
orneklerden 10 mL alinarak 1600 rpm’de 20 dk Niive marka CN090 model santrifiij ile
santrifiijlenmis ve kiiltiirlerin sivi besi ortaminin dibine ¢6kmesi saglanmustir. Ust
kistmdaki sivi pipet yardimiyla atilmistir. Tiipler etiivde 30 dk bekletilerek fazla sivi
ucurulmustur. Elde edilen materyal hassas terazide tartilarak biyomas agirliklar1 tespit
edilmistir. U¢ denemeden elde edilen kiiltiirlerin yas agirhiklarinin aritmetik ortalamalar

alinmistir.
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3.9.2. Kuru Agirhik Tayini

Bu amagla deiyonize su ile yikanan membran filtre alliminyum kagit iizerine
konulmus, Niive cooled marka ES110 model etiivde 60°de kurutulmus ve Radwag
marka AS220/C/2 model hassas terazi ile agirligi alinmistir. Kiiltiir ortamindan 7. giinde
alman 10 mL 6rnek membran filtreden vakum yontemi ile gecirilmis, deiyonize su ile
yikanmisg, 60°’lik etiivde kurutulmus ve tekrar agirligi alinmistir (Apha, Awwa, Wef.,
2005). Buradan birim hacim materyal i¢indeki kuru madde miktar1 mg/L olarak

hesaplanmustir.

3.9.3. Klorofil-a Miktarinin Tayini

Klorofil-a miktarin1 6lgmek amaciyla 7. giinde alinan 10 mL 6rnek 0.45 pm
por agikligindaki membran filtre kagidindan siiziilmiistiir. Filtre kagidi pensle
katlanarak santrifiij tiiplerine konulmus ve 3 mL %90°lik aseton ¢ozeltisi ilave
edilmistir. 5000 rpm’de 1 dk Niive CN090 Bench-Top marka santrifiij cihazinda
santrifiij edilmistir. Daha sonra Pro200 marka homojenizator cihazi ile membran filtre
kagidi parcalanmigtir ve tekrar 5000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra
asetonla 10 mL’ye tamamlanmistir. Tiiplerin dis1 aliiminyum folyo ile kaplanmis ve tam
ekstraksiyon i¢in 24 saat buzdolabinda bekletilmistir. Elde edilen ekstraksiyonlarin
berrak kismindan alinarak %90’lik aseton ile kor ayar1 yapilmis olan Thermo Scientific
marka Genesys 10S UV-Vis spektrofotometrede 630, 647, 664 ve 750 nm dalga
boylarinda absorbans degerleri (A) 6l¢lilmiistiir.

750 nm dalga boyunda okunan absorbans degeri (A) bulanikliktan kaynaklanan
hatay1r dogrulamak icindir. Bu amagla 750 nm dalga boyunda okunan absorbans

degerleri diger dalga boyunda okunan absorbans degerlerinin her birinden ¢ikarilmistir.

AB64 = A664-A750
ABAT = A64T-AT50
A630 = AB30-A750
Ca= 11.85(A664) - 1.54(A647) - 0.08(A630)

A664, A647 ve A630: Belirtilen absorbans degerlerinde kaydedilen ve

dogrulanmis optik yogunluklar.
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Ekstraktaki pigment konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra pigment miktar

asagidaki formiil ile hesaplanmistir (Apha, Awwa, Wef., 2005).

C, X Ekstrakthacmi (L)

Klorofil —a, mg/m® = =2 —
Ornek hacmi (m*)

3.10. Hiicre Sayimm

Hiicre sayim1 igin Thoma sayim kamarasi kullanilmistir. Sayim lami 6rnekle
doldurulmadan 6nce iyice temizlenmis ve kurutulmustur. Saf kiiltiirden 1 mL alinarak
sayim kamarasina aktarilmis ve sayim islemine ge¢cmeden Once hiicrelerin ¢okmesi icin
5 dk beklenmistir. Hiicre sayimlar1 ekimin yapildig:1 glinden baslayarak 1., 2., 3., 4., 5.,
7.,10., 12. ve 14. giinlerde yapilmistir (Apha, Awwa, Wef., 2005).

3.11. Spektrofotometrik Olarak Kiiltiir Gelisiminin Olciilmesi

Mikrobiyolojik ¢aligmalar, hiicre kiiltiirii ve benzer uygulamalarda hiicre
konsantrasyonlarinin belirlenmesinde genellikle spektrofotometrik yontemler kullanilir.
Bununla birlikte bu yontemler hiicrelerin canli mi1 yoksa o6lii mii olduklarinin
belirlenmesinde pek etkili degildirler. Farkl: tiirdeki alg kiiltiirleri farkli nutrient ve 151k
gereksinimlerine ihtiya¢ duyarlar. Ancak genellikle mikroalgler fotosentez amach
olarak 400 ile 700 nm dalga boylar1 arasindaki dogal 15181 kullanirlar. Bu nedenle de
yesil alg biyokiitlelerindeki artis spektrofotometrik veriler kullanilarak dolayli olarak
hesaplanabilmektedir (Ma ve ark., 2002, 2006). Bu amagla 500, 680 ve 750 nm dalga
boylarinda (Kommareddy ve Anderson, 2003) Thermo Scientific marka Genesys 10S
UV-Vis spektrofotometre ile kiltiir gelisimi takip edilmistir. Spektrofotometrik
Ol¢iimde her bir besiyeri icin ve her bir absorbans noktasinda kalibrasyon egrileri

hazirlanmis ve suslarin biyomas degerleri elde edilen formiillerden hesaplanmistir.
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4. BULGULAR

Sinop iline ait 10 farkli tatlisu ortamindan alinan ve izole edilen Scenedesmus
cinsine ait suslarin maksimum biyomasin elde edilmesi ve en verimli lireme ortaminin
aragtirtlmasi i¢in deneyler, 23 saf alg kiiltiirii i¢in 500 mL’lik erlenlerde 150 mL
besiyeri olacak sekilde standartlarda belirtildigi gibi hazirlanmigtir.

4.1. Biyomas izlenmesi

Biyomas yas agirlik tayini, kuru agirhik tayini ve klorofil-a miktarinin

Olciilmesi yolu ile izlenmistir.

4.1.1. Yas Agirhk Tayini

BG-11 besiyerinde iiretilen suslarin yas agirhiklart 0.1-282.5 g/L arasinda;
Bristol-Proteose besiyerinde iretilen suslarin yas agirliklar1 48.1-195.1 g/L arasinda,
MWC besiyerinde iiretilen suslarin yas agirhiklart 17.7-216.7 g/L arasinda ve iireli
Scenedesmus besiyerinde {iretilen suslarin yas agirliklart 12.6-205.5 g/L arasinda
degismistir. Ortalama degerlere bakildiginda yas agirliklarin BG-11 besiyerinde 126.8
g/L, Bristol-Proteose besiyerinde 140.5 g/L, MWC besiyerinde 119.6 g/L, iireli
Scenedesmus besiyerinde 121.3 g/L oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Izole edilen 23 susun BG-11, Bristol-Proteose (B-P), MWC ve iireli
Scenedesmus (U-S) besiyerindeki yas agirliklarinin karsilastiriimast.
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4.1.2. Kuru Agirhk Tayini

BG-11 besiyerinde tretilen suslarin kuru agirliklart 0.04-0.19 g/L arasinda;
Bristol-Proteose besiyerinde iiretilen suslarin kuru agirliklart 0.22-0.74 g/L arasinda,
MWC besiyerinde iiretilen suslarin kuru agirliklar1 0.02-0.23 g/L arasinda ve iireli
Scenedesmus besiyerinde Tiretilen suslarin kuru agirliklari 0.01-0.31 g/L arasinda
degismistir. Ortalama degerlere bakildiginda kuru agirliklarin BG-11 besiyerinde 0.10
o/L, Bristol-Protecose besiyerinde 0.52 g/, MWC besiyerinde 0.12 g/L, iireli
Scenedesmus besiyerinde 0.16 g/L oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Izole edilen 23 susun BG-11, Bristol-Proteose (B-P), MWC ve iireli
Scenedesmus (U-S) besiyerindeki kuru agirliklarinin karsilastiriimas.

4.1.3. Klorofil-a Miktarmin Tayini

BG-11 besiyerinde iiretilen suslarin klorofil-a miktar1 0.7-56.3 mg/m?® arasinda;
Bristol-Proteose besiyerinde iiretilen suslarm klorofil-a miktar1 8.2-102.0 mg/m?®
arasinda, MWC besiyerinde iiretilen suslarin klorofil-a miktar1 0.1-28.3 mg/m? arasinda
ve iireli Scenedesmus besiyerinde iiretilen suslarin klorofil-a miktar1 0.2-34.3 mg/m3
arasinda degismistir. Ortalama degerlere bakildiginda klorofil-a miktarlarinin BG-11
besiyerinde 14.1 mg/m3, Bristol-Proteose besiyerinde 38.3 mg/m®, MWC besiyerinde
14.0 mg/m?3, iireli Scenedesmus besiyerinde 12.7 mg/m? oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.3).
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Sekil 4.3. Izole edilen 23 susun BG-11, Bristol-Proteose (B-P), MWC ve iireli
Scenedesmus (U-S) besiyerindeki klorofil-a miktarlarinin karsilastirilmasi.

4.2. Hiicre Sayimi

BG-11 besiyerinde iiretilen suslarin 10 giinliik ortalama hiicre sayilar1 309783-
466304 h/mL arasinda, Bristol-Proteose besiyerinde iiretilen suslarin hiicre sayilari
235507-2683696 h/mL arasinda, MWC besiyerinde iretilen suslarin hiicre sayilari
153623-447826 h/mL arasinda ve iireli Scenedesmus besiyerinde iiretilen suslarin hiicre
sayilar1 150362-1002536 h/mL arasinda degismistir. Ortalama degerlere bakildiginda
hiicre sayilarmin 222283-1126087 h/mL arasinda oldugu tespit edilmistir.

Tiim besiyerlerinde en fazla hiicre sayis1t 9750000 h/mL ile 12. giinde Bristol-
Proteose besiyerinde takiben sirasiyla 10., 14., 7., 5. ve 4. gilinlerde ayn1 besiyerinde
goriilmiistiir. Daha sonra hiicre sayilari sirasiyla tireli Scenedesmus besiyerinde 14. giin
3141667 h/mL olarak, takiben ayni besiyerinde 12. giin 2966667 h/mL, 10. giin
2941667 h/mL, daha sonra 4. giin 2608333 h/mL, 5. giin 2500000 h/mL, 7. ve 3. glinde
2166667 h/mL olarak tespit edilmistir. Daha sonra hiicre sayilar1 sirayla MWC
besiyerinde 14. giin 1150000 h/mL, 10. giin 1100000 h/mL, 0. ve 1. giin BG-11
besiyerinde 1083333 h/mL, 12 giin MWC 1050000 h/mL, 7. giin BG-11 1025000 h/mL
olarak sayilmistir (Sekil 4.4). Cizelge 4.1°de besiyerlerinde suslarin sayim yapilan

giinlerde ortama degerleri verilmistir.
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Cizelge 4.1. izole edilen 23 susun BG-11, Bristol-Proteose (B-P), MWC ve iireli

Scenedesmus (U-S) besiyerindeki giinliik ortalama hiicre sayis1 degerleri

Ort. 0. Giin | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin |4.Giin |5.Giin |7.Giin |10. Giin | 12. Giin | 14. Giin

BG-11 | 334783 |314493 | 382971 | 309783 | 320652 |385145 |399275 |403623 |411957 |466304

B-P 235507 | 504710 | 815580 | 1223913 | 1631884 | 2101449 | 2602174 | 2683696 | 2452174 | 2587681

MWC |168478|154710|153623 | 178261 |192391 |167029 |202899 |286594 |317391 |447826

U-s 150362 | 278623 | 305072 | 352899 |421014 |550000 |598188 |789855 |940942 |1002536
=———BG-11 =——B-P MWC =—1{(-5
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Sekil 4.4. Izole edilen 23 susun BG-11, Bristol-Proteose (B-P), MWC ve iireli
Scenedesmus (U-S) besiyerindeki ortalama hiicre sayilarinin karsilastiriimasi.

4.3. Spektrofotometrik Olarak Kiiltiir Gelisiminin Ol¢iilmesi

Tim gilinliik 6l¢limlerin ortalamasi alinarak yapilan hesaplamalara gore 500

nm’de 6l¢iilen spektrofotometrik biiyiime en kiigiik 4.99 mg/L ile MWC besiyerinde, en

biiytik bliyiime ise 6.50 mg/L ile Bristol-Proteose (B-P) besiyerinde tespit edilmistir
(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Izole edilen 23 susun BG-11, Bristol-Proteose (B-P), MWC ve iireli
Scenedesmus (U-S) besiyerinde 500 nm dalga boyundaki spektrofotometrik gelisimi
(ortalama).
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Tiim gilinliik 6lglimlerin ortalamasi alinarak yapilan hesaplamalara gore 680

nm’de 6l¢iilen spektrofotometrik biiyiime en kiiglik 5.03 mg/L ile MWC besiyerinde, en

EBG-11 ®mB-P mMwWC m0-s

b T A S
2535¢¢2

biiyiik biiytime ise 6.56 mg/L ile Bristol-Proteose (B-P) besiyerinde tespit edilmistir
7,00
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(Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Izole edilen 23 susun BG-11, Bristol-Proteose (B-P), MWC ve iireli
Scenedesmus (U-S) besiyerinde 680 nm dalga boyundaki spektrofotometrik gelisimi
(ortalama).
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Tim giinliik 6l¢iimlerin ortalamasi alinarak yapilan hesaplamalara gére 750
nm’de 6lgiilen spektrofotometrik biiyiime en kiigiik 5.02 mg/L ile MWC besiyerinde, en
biiylik biliyiime ise 6.51 mg/L ile Bristol-Proteose (B-P) besiyerinde tespit edilmistir
(Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Izole edilen 23 susun BG-11, Bristol-Proteose (B-P), MWC ve iireli
Scenedesmus (U-S) besiyerinde 750 nm dalga boyundaki spektrofotometrik gelisimi
(ortalama).

Izole edilen 23 susun BG-11 besiyerinde 500 nm dalga boyundaki
spektrofotometrik gelisimi izlendiginde en iyi gelisim 6.65 mg/L ile SSQ susunda 4.
giinde tespit edilmistir. Ortalama degerlere bakildiginda 5.69 mg/L ile MSE susu, 5.65
mg/L ile ASE susu ve 5.63 mg/L ile MSO susunda en iyi biiylime gozlenmistir (Sekil
4.8).

HO.GUn W1.Glin ™W2.GUin MW3.Gin W4, Giln
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Sekil 4.8. Izole edilen 23 susun BG-11 besiyerinde 500 nm dalga boyundaki
spektrofotometrik gelisimi.
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Izole edilen 23 susun BG-11 besiyerinde 680 nm dalga boyundaki
spektrofotometrik gelisimi izlendiginde en iyi gelisim 6.77 mg/L ile 7. giinde ASA
susunda tespit edilmistir. Ortalama degerlere bakildiginda 5.71 mg/L ile ASA susu, 5.66
mg/L ile MSE susu ve 5.64 mg/L ile ASE susunda en iyi biiylime gozlenmistir (Sekil
4.9).
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Sekil 4.9. Izole edilen 23 susun BG-11 besiyerinde 680 nm dalga boyundaki
spektrofotometrik gelisimi.

Izole edilen 23 susun BG-11 besiyerinde 750 nm dalga boyundaki
spektrofotometrik gelisimi izlendiginde en iyi gelisim 7.51 mg/L ile 7. giinde HSE
susunda tespit edilmistir. Ortalama degerlere bakildiginda 5.74 mg/L ile HSE susu, 5.73
mg/L ile ASO susu ve 5.70 mg/L ile MSE susunda en iyi biiyiime gézlenmistir (Sekil
4.10).
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Sekil 4.10. Izole edilen 23 susun BG-11 besiyerinde 750 nm dalga boyundaki
spektrofotometrik gelisimi.
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Izole edilen 23 susun B-P besiyerinde 500 nm dalga boyundaki
spektrofotometrik gelisimi izlendiginde en iyi gelisim 7.07 mg/L ile 14. giinde TSO
susunda tespit edilmistir. Ortalama degerlere bakildiginda 6.47 mg/L ile TSO susu, 6.39
mg/L ile ASE susu ve 6.38 mg/L ile MSO susunda en 1iyi biiylime gozlenmistir (Sekil
4.11).

HO.Giln WM1.Glin W2.Glin W3.Gin ™ 4. Giin

m5.Gun W7.Gun ®10.Gun W12, Gun ® 14, Gln
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Sekil 4.11. izole edilen 23 susun Bristol-Proteose besiyerinde 500 nm dalga boyundaki
spektrofotometrik gelisimi.

Izole edilen 23 susun B-P besiyerinde 680 nm dalga boyundaki
spektrofotometrik gelisimi izlendiginde en iyi gelisim 7.18 mg/L ile 14. giinde TSO
susunda tespit edilmistir. Ortalama degerlere bakildiginda 6.56 mg/L ile MSE susu, 6.52
mg/L ile TSO susu ve 6.43 mg/L ile MSO susunda en iyi bliylime gozlenmistir (Sekil
4.12).
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Sekil 4.12. izole edilen 23 susun Bristol-Proteose besiyerindeki 680 nm dalga
boyundaki spektrofotometrik geligimi.
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Izole edilen 23 susun B-P besiyerinde 750 nm dalga boyundaki
spektrofotometrik gelisimi izlendiginde en iyi gelisim 7.05 mg/L ile 14. giinde TSO
susunda tespit edilmistir. Ortalama degerlere bakildiginda 6.51 mg/L ile MSE susu, 6.45
mg/L ile ASE susu ve 6.41 mg/L ile TSO susunda en iyi biiyiime gozlenmistir (Sekil
4.13).
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Sekil 4.13. izole edilen 23 susun Bristol-Proteose besiyerinde 750 nm dalga boyundaki
spektrofotometrik gelisimi.

Izole edilen 23 susun MWC besiyerinde 500 nm dalga boyundaki
spektrofotometrik gelisimi izlendiginde en iyi gelisim 6.08 mg/L ile 14. giinde BSA
susunda tespit edilmistir. Ortalama degerlere bakildiginda 5.53 mg/L ile BSA susu, 5.48
mg/L ile HSA susu ve 5.44 mg/L ile TSE susunda en iyi biiyiime gozlenmistir (Sekil
4.14).
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Sekil 4.14. izole edilen 23 susun MWC besiyerinde 500 nm dalga boyundaki
spektrofotometrik gelisimi.
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izole edilen 23

susun MWC besiyerinde 680 nm dalga boyundaki

spektrofotometrik gelisimi izlendiginde en iyi gelisim 6.01 mg/L ile 14. giinde BSA

susunda tespit edilmigtir. Ortalama degerlere gore 5.51 mg/L ile BSA susu, 5.48 mg/L

ile HSA susu ve 5.44 mg/L ile TSE susunda en 1yi bliylime gozlenmistir (Sekil 4.15).

mg/L
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Sekil 4.15.

Sus Kodlarn
izole edilen 23 susun MWC besiyerinde 680 nm dalga boyundaki

spektrofotometrik gelisimi.

izole edilen 23

susun MWC besiyerinde 750 nm dalga boyundaki

spektrofotometrik gelisimi izlendiginde en iyi gelisim 6.02 mg/L ile 14. giinde BSA

susunda tespit edilmistir. Ortalama degerlere bakildiginda 5.51 mg/L ile BSA susu, 5.49

mg/L ile HSA susu ve 5.44 mg/L ile TSE susunda en iyi biiyiime gozlenmistir (Sekil

4.16).
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Sekil 4.16.

Izole edilen 23 susun MWC besiyerinde 750 nm dalga boyundaki

spektrofotometrik gelisimi.
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Izole edilen 23 susun U-S besiyerinde 500 nm dalga boyundaki

spektrofotometrik gelisimi izlendiginde en iyi gelisim 7.27 mg/L ile 14. giinde HSA

susunda tespit edilmistir. Ortalama degerlere bakildiginda 6.04 mg/L ile HSA susu, 6.02

mg/L ile BSE susu ve 6.01 mg/L ile ASO susunda en iyi biiyiime gdzlenmistir (Sekil

4.17).
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Sekil 4.17. Izole edilen 23 susun iireli Scenedesmus besiyerinde 500 nm dalga
boyundaki spektrofotometrik gelisimi.

Izole edilen 23 susun U-S besiyerinde 680 nm dalga boyundaki

spektrofotometrik gelisimi izlendiginde en iyi gelisim 7.29 mg/L ile 14. giinde HSA

susunda tespit edilmistir. Ortalama degerlere bakildiginda 6.05 mg/L ile HSA, 6.02

mg/L ile ASO ve 6.01 mg/L ile BSE suslarinda en iyi biiytime gézlenmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. izole edilen 23 susun iireli Scenedesmus besiyerinde 680 nm dalga
boyundaki spektrofotometrik geligimi.
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Izole edilen 23 susun U-S besiyerinde 750 nm dalga boyundaki
spektrofotometrik gelisimi izlendiginde en iyi gelisim 7.22 mg/L ile 14. giinde HSA
susunda tespit edilmistir. Ortalama degerlere bakildiginda 6.04 mg/L ile HSA ve ASO,
6.02 mg/L ile BSE ve 5.92 mg/L ile ASE suslarinda en iyi biilyiime gézlenmistir (Sekil
4.19).
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Sekil 4.19. izole edilen 23 susun iireli Scenedesmus besiyerinde 750 nm dalga
boyundaki spektrofotometrik gelisimi.
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Izole edilen 23 susun 500, 680 ve 750 nm dalga boylarindaki gelisimleri 4
farkl1 besiyerinde grafikle gosterilmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Izole edilen 23 susun 500, 680 ve 750 nm dalga boylarinda 4 farkli
besiyerinde gelisimleri.
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5. TARTISMA VE SONUC

Giliniimlizde mikroalg kiiltiiri iizerine yapilan calismalar, alglerin diinyadaki
besin, sanayi ve yakit iiretiminde kullanilmalar1 nedeniyle olduk¢a Onem
kazanmaktadir. Maksimum biiylimenin elde edilmesi i¢in alglerin kiiltiirlinde kullanilan
ortamlar ve stratejiler, optimum olarak hedeflenen {irlinlerin elde edilmesi igin tekrar
tasarlanabilmektedir. Tatlisu alg kiiltiirleri i¢in bazi alg kiiltlir ortamlar1 kaydedilmistir.
Fakat prodiiktiviteleri sustan susa degismektedir. Ayni sustan dogal metabolitlerin
tretimi, farkli nutrientlerin  kullanildigr  farkli ortamlarda, farkli nutrient
konsantrasyonlarinda ve pH’da maksimum biyomasin elde edilmesi i¢in yeniden dizayn
edilebilir (Al-Shatri ve ark., 2014).

Farkli tiirdeki alg kiiltlirleri farkli nutrient ve 151k gereksinimlerine ihtiyag
duyarlar. Genellikle mikroalgler fotosentez amacli olarak 400 ile 700 nm dalga boylari
arasindaki dogal 15181 kullanirlar. Klorofil-a ve B karoten alg tiirlerinin ¢ogunda yaygin
olmasina ragmen klorofil-a baskin olan pigmenttir (Hoek, 1995). Diger pigmentler
Klorofil-b, klorofil-c, karotenoidler ve fikobilinler 1sik varliginda olusan iriinlerdir
(Richmond, 2004). Yesil alglerin sahip olduklar1 klorofil-a, klorofil-b ve 3-karotenden
dolay1 gelisimleri 500 ve 680 nm dalga boylarinda takip edilebilir (Kommareddy ve
Anderson, 2003). Kiiltiir gelismesinin takibi i¢in en uygun dalga boyu 680 nm’dir. 680
nm absorbansi ile alg kiiltiirlerinin kuru agirlik konsantrasyonlar1 ya da klorofil-a
icerikleri arasinda lineer bir iliskinin oldugu gosterilmistir. Bu nedenle de yesil alg
biyokiitlelerindeki artis spektrofotometrik veriler kullanilarak dolayli olarak
hesaplanabilmektedir (Ma ve ark., 2002). Diatomeler, dinoflagellatlar ve kahverengi
algler ile yapilan pigmentasyon ¢alismalarinda 500 nm ve 750 nm’nin farkli pigmentleri
aciga cikarmak i¢in en uygun dalga boylari oldugu tespit edilmistir (Strain ve ark.,
1944). Benzer sekilde Mitrovic ve ark., (2008) ve Roubeix ve ark., (2008) yaptiklari
calismalarda Cyclotella sp. ig¢in 750 nm dalga boyunu kullanmigken, Janssen ve ark.,
(2001), Neumiiller ve ark., (2002), Purves ve Orians, (1983) ve Ma ve ark., (2006)
yaptiklar1 benzer igerikli calismalarda 680 nm’yi tercih etmistir.

Scenedesmus protuberans ile yapilan bir ¢alismada kiiltiiriin biiytime takibi igin
dort farkli dalga boyu belirlenmistir. Kiiltiir ortami kor olarak kullanilarak 560, 650, 685
ve 750 nm’de Olgiimler gilinliikk olarak yapilmistir (Demirel, 2006). Calismamizda
spektrofotometrik olarak kiiltlir gelisimi 500, 680 ve 750 nm dalga boylarinda takip

edilmistir. izole edilen 23 susun farkli dalga boylarindaki gelisimlerinin birbirine benzer
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degisim gosterdigi tespit edilmistir. 500, 680 ve 750 nm dalga boyunda olgiilen
spektrofotometrik biiyiime en fazla Bristol-Proteose (B-P) besiyerinde, daha sonra iireli
Scenedesmus ve BG-11 ortaminda gozlenmis olup, en az biiylime ise MWC besiyerinde
tespit edilmistir. Suglar arasinda verimlilik yoniinden farklar vardir.

Nutrientler farkli tuzlar halinde bulunmaktadir veya bazi nutrientler farkli
miktarda su igermektedir. Bazi mikrolaglerin biiylimesinde bu farkliligin bir 6nemi
olmamaktadir, ancak bazilarinda zayif biiyiimeye yol agmakta veya ortamdaki tuzlarin
orani degistik¢e istenmeyen ¢okelme problemlerine neden olabilmektedir. Bu nedenle
nutrientlerin dogru formunu kullanmakta fayda vardir. Mikroalgler nutrientlerin hepsine
esit miktarda ihtiya¢ duymazlar, bu nedenle besiyerlerine farkli miktarda eklenirler.
Bircok besiyeri ortami yiiksek biyomasin elde edilebilmesi i¢in normal yasama
ortaminda bulunan konsantrasyonlardan daha fazla miktarda destekleyici nutrient igerir.
Farkli tlirler bazi nutrientlerin farkli miktarlarina ihtiyag duyarlar. Fakat
makronutrientler i¢in ihtiyagta Redfield oran1 106:16:1; inorganik karbon:azot:fosfat
(mol) kullanilir. Bu oran dikkate alindiginda mikroalgler kabaca karbona, azottan 6 kez
fazla ihtiya¢ duyarlar. Azot genellikle nitrat halinde ortama eklenir. Bununla birlikte
bazi algler amonyum (Thomson ve ark., 1989) varliginda daha iyi biiyiime
gostermektedir. Ancak amonyumun 100 mM’dan fazlasi ¢ogunlukla toksik oldugundan
cok diisiik miktarlarda kullanilmahidir. Algler nitrat ve amonyum varliginda tercihen
ortamda 6nce amonyumu tiiketmektedir (Anonim, 2015). Algler NO3z’, NO2", N, veya
NH4" gibi azot kaynaklarini etkili sekilde kullanabilirler. Nitrat1 asimile etmek igin
nitrat rediiktaz ve nitrit rediiktaz kullanilir. Coziinmiis organik azot olarak iire, alg
hiicreleri tarafindan oncelikle iireaz ile bir indirgenme reaksiyonuna ugrar. Sonugta
ortaya ¢ikan amonyum, glutamin sentetaz-glutamat sentaz (GS-GltS) yoluyla hiicre
metabolizmasina girer (Glass ve ark., 2009).

Kiiltiir ortamu ile iligkili en yaygin problemler pH’1n degismesi, yiiksek seviyede
¢okelme, ortamin dogru hazirlanmamasi, canlinin 6zel ihtiyaglarindan birinin ortama
eklenmemesidir. Cogu alg genis pH degisimlerine toleranslidir, ancak en iyi inokulum
suboptimaldedir. Cogu durumda tatlisu dkaryotik algleri asidik ¢evreyi tercih (pH 5-7)
ederken siyanobakteriler alkali ¢evreyi tercih (pH 7-9) ederler. Cokelmenin fazla olmasi
besin sinirlamasina neden olabilir ve mikrocevre osmotik olarak stres altina girebilir.
Boyle durumlarda alternatif olarak ortammn  desteklenmesi igin  diisiik
konsantrasyonlarda proteose pepton veya vitamin eklenebilir. Pepton, canlilar i¢in hem

karbon hem de en uygun azot kaynagidir. Bunun yaninda peptonlarin yapisinda bulunan
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bazi aminoasitler ve vitaminler de bazi mikroorganizmalar i¢in gelisme faktorii olarak
olduk¢a onemli islev goriir (Halkman, 2005). Yapilan bu ¢alismada da proteose pepton
iceren Bristol-Proteose besiyerinin Scenedesmus tiirlerininin gelisimini destekledigi
gozlenmistir. Besiyeri igeriginde bulunan peptonun canlilar i¢in siirlayici faktorlerin
etkisini azaltmasi, ayrica hem azot hem de karbon kaynagi olarak kullanilmasi bu etkiye
neden olmus olabilir.

Besiyerlerinde iiretilen suslarin yas agirlik degerlerine gore en iyi gelismenin
sirasiyla Bristol-Proteose besiyerinde, daha sonra BG-11, iireli Scenedesmus ve MWC
besiyerlerinde oldugu tespit edilmistir. Uretilen suslarin kuru agirliklarina bakildiginda
en yiikksek verim Bristol-Proteose besiyerinde elde edilmis olup daha sonra iireli
Scenedesmus besiyeri, MWC besiyeri ve BG-11 besiyerinde tespit edilmistir.
Literatiirde biyomas takibinde kuru agirlik verilerinin daha dogru sonuglar verdigi
(Anonim, 2016), ozellikle bilesiklerin ekstraksiyonu ve kimyasal bilesen analizlerinde
tercih edildigi ifade edilmektedir (Kechasov, 2013).

Besiyerlerinde iiretilen suslarin ortalama klorofil-a miktar1 degerlerine gore
gelisimleri en iyi sekilde Bristol-Proteose besiyerinde, daha sonra sirastyla BG-11,
MWOC ve iireli Scenedesmus besiyerinde gozlenmistir. Bristol-Proteose besiyerinde en
yiiksek klorofil-a degerinin tespit edilmesi biyomasla uyum igerisindedir. Ancak diger
besiyerlerinde ayni uyum gozlenmemistir. Ramaraj ve ark., (2013) yaptiklan istatistik
ve modelleme caligmalarinda klorofil-a, -b, -(atb) ile biyomas arasinda bir iligki
olmadigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada klorofil-a degerlerinin dalgalanma gostermesi,
biyomasla dogrudan iligkili olmamasindan veya suslarin farkliligindan kaynaklanmis
olabilir.

Scenedesmus abundans ile yapilan ¢alismada ti¢ farkli kiiltiir ortami (BBM,
modifiye CHU-13 ve BG-11) kullanilmig ve kiiltiirlerin biiyiime oran1 680 nm dalga
boyunda belirlenmistir. En 1y1 gelismenin modifiye CHU-13 besiyerinde oldugu
gozlenmistir. Modifiye CHU-13 besiyerindeki alg biyokiitlesi ve lipid igerigindeki
artisin 0.32 g/L azot konsantrasyonundan kaynaklandig1 gézlenmistir (Mandotra ve ark.,
2014). George ve arkadaglari (2014)’nin Ankistrodesmus falcatus tiiriiniin gelisimi
tizerine farkli besi ortamlarinda yapmis oldugu c¢alismada 750 nm’de goézlenen en
yiiksek bilyiime hizi ve hiicre yogunlugu (16.24 x 108 hiicre/ml) BG-11 ortaminda
gozlenirken, BBM ortaminda (3.04 x 10° hiicre/ml) daha diisiik tespit edilmistir.
Biyokiitle verimliligi BG-11 ve MUB-10 ortaminda (6.14 mg/L/glin) ayni sonucu
veritken, BBM ortaminda verimlilik (1.6 mg/L/glin) diisiik bulunmustur. NaCl

36



varliginin (2.5 g/L) ve diisiik nitrat konsantrasyonunun biiyiime oraninin yavaslamasina
ve BBM besiyerinde diisiik verimlilige neden oldugu tespit edilmistir. Calismamizda ise
hiicre sayimlarina gére en iyi gelisimin Bristol-Proteose besiyerinde, daha sonra
sirastyla iireli Scenedesmus, BG-11 ve MWC besiyerinde oldugu gozlenmistir.

Crofcheck ve arkadaslart (2013)’nin yaptigi ¢alismada Scenedesmus acutus
KNOs3 ve iireli ortamlarda diisik CO2 kosullarinda {iretilmis ve sonuglarin benzer
oldugu gozlenmistir. Ure seviyesindeki azalmanin biiyiimeyi smirlayici etkisinin
olmadigini, ortamin pH’inin ise biiyiimeyi onemli Olgiide etkiledigini goézlemislerdir.
Urenin daha ucuz olmasi dolayisiyla besiyerinde tercih edilebilecegini bildirmislerdir.
Ayrica ortam bilesenlerine eklenen EDTA, vitamin B ve bazi mikronutrientlerin (B, V
ve Mo) alg biiylimesinde Onemli bir artisa neden olmadigini tespit etmislerdir.
Biyoyakit iiretiminde kullanilan Scenedesmus sp.’nin en iyi biyomasini elde etmek igin
optimum Kosullarin arastirildign diger bir ¢alismada farkli azot kaynaklari, farkli
konsantrasyonlar, ¢esitli CO2 seviyeleri ve tuzlar kullanilmistir (Makarevi¢iené ve ark.,
2011). En iy1 biyomasin azot kaynag1 olarak iirenin kullan1ldig1 veya azaltilmis NaNOs
iceren modifiye BG-11 ortaminda elde edildigi tespit edilmistir. Bu ¢alismada da tireli
Scenedesmus besiyerinin tiirlerin gelisimini BG-11 ve MWC besiyerine gore daha
destekleyici oldugu tespit edilmistir. Bu ortamda kullanilan iirenin giibreleme etkisi
yaptig1 gdzlenmistir.

Biyoyakit iiretimde kullanilan Scenedesmus dimorphus susunun en iyi bilyiime
ve en fazla lipid icerigini tespit etmek amaciyla BBM (Bold’s Basal Medium) ve
vitaminlerle zenginlestirilmis 3N-BBM besiyeri kullanilarak yapilan c¢alismada
maksimum biiyiimenin 3N-BBM besiyerinde oldugu ancak yiizde lipid igeriklerinin en
fazla BBM besiyeri ortaminda oldugu tespit edilmistir. Klorofil icerigi ise biitiin
kiiltiirlerde biiylime egrisinin dinamigini takip etmistir (Velichkova ve ark., 2013).
Al-Shatri ve ark., (2014)’nin Scenedesmus dimorphus iizerine yaptiklar1 ¢alismada da
Bold Basal, M4N ortami, BG-11 ortami, N-8 ve M-8 olmak iizere bes farkli besiyeri
kullan1lmis ve en 1yi biiyliimenin Bold-Basal ortaminda oldugu tespit edilmistir.

Farkl1 tatlisu ortamlarindan kiiltiire alinarak izole edilen Scenedesmus cinsine ait
suslar BG-11, Bristol-Proteose, MWC ve iireli Scenedesmus olmak {izere dort farkli
besiyerinde {iretilmis olup, gelisimleri direkt ve indirekt metotlarla izlenmistir.
Scenedesmus tiirlerinde en iyi gelisimin Bristol-Proteose besiyerinde daha sonra ise
tireli Scenedesmus ortaminda oldugu tespit edilmistir. Scenedesmus spp. ile yapilacak

calismalarda birim zamanda en yiliksek hiicre yogunlugunun elde edildigi, en iyi
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bliyime ve yliksek verimin gozlendigi Bristol-Proteose ortaminin kullanilmasi
calismanin 6zellikle konu ile diger calismalara destek olmasi ve ozellikle hedeflenen

irlinlerin daha az maliyet ile en kisa zamanda elde edilmesi agisindan 6nemlidir.
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