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OZET

CHLORELLA SP.> NIN iZOLASYONU, AKSENIK VE
HETEROTROFIK URETIMIi

YALCIN, Dondii

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Meltem CONK DALAY
24 Ocak 2011, 68 sayfa

Bu calismanin amaci, Chlorella sp.” nin aksenik hale getirildikten sonra

heterotrofik iiretim potansiyelinin arastirilmasidir.

Izmir’in Giimiildiir bolgesinden alinan érnek seyreltme ve ddkme plaka
yontemleriyle izole edilmistir. Bu 6rnek, hem morfolojik hem de molekiiler
yontemlerle incelendiginde Chlorella sp. oldugu saptanmistir. Aksenik kiiltiir;
biyokimyasal, fizyolojik, genetik ve taksonomik caligmalar agisindan oldukga
onemlidir. Aksenik izolasyon prosediirii i¢in santrifiij ile yikama, antibiyotik ile
muamele, agar ortaminda biiyiitme, tek hiicre izolasyonu gibi yOntemler
kullanilarak basarili sonuglar elde edilmistir. 250 mL’ lik erlenlerde 11 giinliik
iiretim yapilmustir. Fototrofik Chlorella sp.” den elde edilen biyomas (0,19 g L™)
ve spesifik bilyiime hiz1 (0,78 giin™), miksotrofik Chlorella sp.” den elde edilen
biyomas (0,31 g L") ve ve spesifik biiyiime hiz1 (1,3 giin™), heterotrofik Chlorella
sp.” den elde edilen biyomas (0,6 g L™) ve ve spesifik biiyiime hizi (2,52 giin™")
olarak belirlenmistir. Bu arastirma sonuglarina gore Chlorella sp. heterotrofik

tiretim potansiyeline sahiptir.

Anahtar sozciikler: Mikroalgler, heterotrofik iiretim, aksenik mikroalg

kiiltiirii,
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vii
ABSTRACT

ISOLATION OF CHLORELLA SP., AXENIC AND
HETEROTROPHIC PRODUCTION

YALCIN, Déndii

MSec. in Biotecnology
Supervisior: Prof. Dr. Meltem CONK DALAY

24 January 2011, 68 pages

The aim of this study is to search the potential of heterotrophic production

after making axenic species of Chlorella sp.

The cells were isolated by dilution and pour plate techniques from the
sample taken from Gumuldur region of Izmir. When this sample was examined by
both morphological and molecular methods it was determined that the strain was
closely Chlorella sp. Strains of axenic microalgae are very important for
biochemical, physiological, genetic and taxonomic studies. The axenic isolation
procedure was successfully done by methods like washing to centrifuge, treating
with antibiotic, growing on agar medium, isolating single cell. The study was
conducted in 250 mL flasks for 11 days. Phototrophic growth of Chlorella sp. was
exhibited specific growth rate (0,78 d™') and dry biomass (0,19 g L"), mixotrophic
growht of Chlorella sp. was demonstrated specific growht rate (1,3 d™') and dry
biomass (0,31 g L") , heterotrophic growth of Chlorella sp. was exhibited high
specific growht rate (2,52 d™') and high dry biomass (0,6 g L™"). According to this

searching results Chlorella sp. has been capable of heterotrofic production.

Keywords: Microalgae, heterotrophic production, axenic microalgal

culture,
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1. GIRiS

Giliniimiizde kullanim alanlarinin artigina paralel olarak, denizin 6nemli
canli kaynaklarindan biri olan alglerle ilgili caligmalar hizla artmaktadir. Alglerin
kullanimlarina iligkin ilk bilgilerin Uzakdogu iilkeleri tarafindan verildigi ve ayni
zamanda ilk kez bu tlkeler tarafindan degerlendirildigi bildirilmektedir (Kaba ve

Caglak; 2006).

Makroalglerin kullanimi ¢ok eskilere dayanmaktaysa da, mikroalglerin
kullanim1 oldukga yenidir. Insanoglu mikroalglerden yararlanmak igin yaklasik
100 yildan bu yana ¢alismaktadir. ilk saf kiiltiiriin (bakteri icermeyen) ne zaman
yapildig1 agik degildir. ilk kiiltiir ¢alismalar1 1890 yilinda Beijerinck tarafindan
yapilmistir. Bunu takiben 1910°da Allen ve Nelson, bir diyatome olan
Phaeodactylum tricornitum tiiriinii izole ederek kiiltiirlerini yapmuslardir (Cirik ve
Gokpinar 1993).

Alg iiretim sistemlerinin yetersiz kalmasi, sucul yetistiricilik sektoriiniin
daha hizli gelismesini engellemektedir. Ciinkii mikroalgler sucul sistemlerin
biyolojik CO,/O, doniistiiriiciileri ve birincil biyokiitle treticileridir. Diger
taraftan mikroalgler biyoteknolojinin gelecekteki en 6nemli kaynaklarindandir. Bu
hususlar gbz 6niine alindiginda mikroalg {iretiminde giivenli ve ekonomik iiretim
sistemlerinin gelistirilmesi gerekmektedir. Mikroalgler, fotobiyoreaktor veya agik

havuzlarda iiretilebilirler (Becker, 1995).

Kapali sistemlerdeki algler ototrofik yetistirilebilecegi gibi, miksotrofik ve
heterotrofik de iiretilebilmektedir. Mikroalgler dogal olarak toplandiktan sonra
bunlardan monoalgal ve aksenik kiiltiirler elde edilebilir (Sukatar, 2002).

Cogu mikroalg fototrofik olarak biiyiisede, baz1 mikroalgler de enerji ve
karbon kaynagi olarak organik substratlar1 kullanarak heterotrofik biiyiime
yetenegine sahiptirler (Chen, 1996; Lee, 2001). Heterotrofik Kkiiltlirler 1518a
gereksinimi ve siirekli proses kontroliinii ortadan kaldirir. Diinyada mikroalglerin

heterotrofik iiretimi i¢in endiistriyel dlcekte proses gelistirmeye yonelik onemli



caligmalar yapilmaktadir. Japonya da ticari olarak iiretilen Chlorella biyomasinin

%50’s1 fermentorlerde heterotrofik olarak tiretilmektedir (Lee, 1997).

Yapilan bu calismada, Izmir’ in Giimiildiir bdlgesinden alman &rnek
monoalgal hale geldikten sonra aksenik kosullar saglandiginda heterotrofik tireme
potansiyelinin olup olmadigina deginilmistir. Bu veriler dahilinde heterotrofik
tiretim potansiyeli olan Chlorella sp.” nin degerli kimyasallar1 agisindan rehber

olabilecek sonuglar elde edilmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR
2.1. Mikroalgal Biyoteknoloji

Diinyanin bitki biyokiitlesinin {igte birini algler olusturmaktadir. Diinyada
30.000° den fazla mikroalg tiiri vardir ve bunlardan sadece 100’ e yakini
ekonomik ag¢idan degerlendirilmektedir. Mikroalgler, tiim fotosentetik prokaryotik
ve Okaryotik mikroorganizmalar1 temsil eder. Onceleri mavi-yesil algler olarak
bilinen siyanobakteriler, diger algal gruplar gibi Okaryot degil, prokaryottur.
Fotosentetik olmalar1 nedeni ile iiretim sistemleri mikroalglerle aynmidir. Mikroalg
ve siyanobakteriler fitoplanktonu olusturur. Baliklar ile diger sucul organizmalar
icin besin maddesi olarak kullanilmalarindan dolay1 dogadaki besin zincirinin
baslangi¢ noktasini olustururlar. Mikroalgal biyoteknolojiyi konu alan pek ¢ok
kaynakta siyanobakteriler, mikroalglerle birlikte degerlendirilir (Sasson, 1997,

Borowitzka, 1992)

Bir¢ok mikroalg sucul ortamda yasamaktadir. Bazi mikroalg tiirleri, ¢esitli
sucul bitkiler ve hayvanlarin yiizeylerinde biiylimeye adapte olmustur. Digerleri
toprak ve kaya yiizeylerini de kapsayan karasal habitatlarda yasayabilirler. Algler,
cevre problemlerine neden olabilir; borulan kirleterek su kaynaklarini kontamine
edebilirler; sularin 6zellikle azot ve fosforca yiiksek oranda fertilizasyonu sonucu
ani alg cogalmasi olusabilir (Gtrofikasyon) ve diger canli organizmalarin
bliylimesini inhibe edebilirler. Bazi deniz tiirleri (dinofilagellat) kabuklu deniz
canlilarin1 kontamine edebilir ve oldukca kuvvetli ekzotoksinleri nedeniyle besin
zehirlenmelerine yol agabilirler. Bunun yaninda tatlisu, acisu ve deniz
ortamlarinda yasayan mikro ve makroalgler, yararli da olabilmektedir.
Mikroalgler, endistriyel {iilkelerde, pigmentler gibi yiiksek katma degerli
bilesiklerin elde edilmesinde, gida endiistrisi ve saglik amacli gida iiretiminde;
gelismekte olan tilkelerde ise atik aritimi ve proteince zengin gida ve yem katkisi
tiretimini birlestiren kiiciik dlcekli projeler ile biiyiik 6l¢ekli atik su aritiminda

kullanilirlar (Sasson, 1997).



2.2.  Aksenik Kiiltiirlerin Tarihgesi

Aksenik alg kiiltlir calismalar1 Beijerinck (1890, 1893) ile baglamistir. Klebs
(1896) ve Pringsheim (1946) bu konuyu tekrar ele alirken, Miquel (1892d) ise
fungus, protozoa ve bakteri kontaminasyonuyla ilgili olan problemleri
degerlendirerek, bakteri giderimi i¢in calkalamali bir aparat gelistirmis ve
diatomlarin aksenik kiiltlirlerini elde ettigini agiklamistir. Chodat 1904 yilinda
aksenik kiiltiiriin nasil elde edilebilecegini tarif etmistir. 1960’ larin ortasinda
antibiyotiklerin kesfinden sonra, hizli bir sekilde alg tiirlerini saflastirma
yontemleri gelistirilmistir. Godzwiz-Shelubsky (1951), Provasoli et al. (1951) ve
Reich and Kahn (1951) alg kiiltiirlerini saflagtirmak icin kullandiklar1 cesitli
antibiyotiklerin sonuglarini yaymlamislardir. Spenser (1952), Droop (1967) ve
digerleri antibiyotik kullanimi ile ilgili ilk makalelerini yaymlamislardir. Lewin
(1959) antibiyotiklerle aksenik hale getirilebilen ¢ogu tiirlin geleneksel metodlar
kullanilarak da saflagtirilabilecegini ifade etmistir (http://ccmp.bigelow.org).

2.3.  Heterotrofik Mikroalg Uretiminin Tarihcesi

Japonya ve Tayvan’ da 1970’ lerin sonunda iki Chlorella tiirii, karbon ve
enerji kaynagi olarak glukoz ve asetik asit kullanilarak heterotrofik olarak kiiltiire
edilmistir (Kawaguchi, 1980). Hiicre Sistemleri (Cambridge, UK) adli sirket 5 L’
lik fermentorde Tetraselmis suecica CSL161 susundan bir yumusakc¢a yemi
tiretimi i¢in glukozu kullanarak heterotrofik bir kiiltivasyon prosesi gelistirmistir.
Prosesi 50.000 L’ ye kadar arttirdiklarinda da basarili olmuslardir (Day et al.,
1991). Japonya’ da Crypthecodinium cohnii’ den docosahexaenoic asid (DHA)
tiretimi  i¢in gelistirdigi bazi heterotrofik proseslerin patenti alinmigtir
(Borowitzka, 1995). Martek Biosciencies (Columbia, MD, USA) adli sirket
Crypthecodinium cohnii’ den DHA igerikli yag iiretimi i¢in genel fermantasyon
yontemlerini  kullanarak bir heterotrofik kiiltivasyon prosesi (150.000 L)
gelistirmistir (Radmer et al., 1996). Bu heterotrofik kesikli prosesleri takiben,
Coors Biotech Products (Fort Collins, CO, USA) sirketi tarafindan
Spongiococcum exetriccium susunun kesikli-beslemeli heterotrofik {iretimi igin
450 L’ lik fermentdr kullanilmistir (Hilaly et al., 1994).



Heterotrofik kiiltiirlerde, optimal biiyiime ve iretim kosullar1 kolaylikla
saglanabilir ve kontaminasyona neden olan tiirler aseptik islemlerle ve ortam
sterilizasyonu ile elemine edilebilir. Bu biiyiime sekli o6zellikle degerlikli

kimyasallarin ve farmasoétiklerin iiretimi i¢in uygundur.

Heterotrofik mikroalglere olan ilgi giin gectikge artmaktadir. Heterotrofik
mikroalgler genellikle 1siktan bagimsiz olarak karistirmali tank reaktorlerinde
dretilirler. Yiiksek yiizey/hacim orami gerekli degilse hacim artirmak reaktor
hacmine, karistirmaya, gaz transferine ve iiretime gore daha basittir. Chlorophyta’
dan Chlorella spp. (Wu et al. 2007, Xiong et al. 2008), the Euglenophyta’ dan
Euglena gracilis (Ogbonna et al. 1998), Bacillariophyta’ dan Nitzschia laevis
(Wen and Chen 2001, 2003), the Dinophyta’ dan Crypthecodinium cohnii (De
Swaaf et al. 2003a, b), ve Rhodophyta’ dan Galdieria sulphuraria (Schmidt et al.
2005, Graverholt and Eriksen 2007) gibi tiirlerin biyomas verimlilikleri ve hiicre
yogunluluklar karsilastirildiginda heterotrofik iiretimleri fototrofik liretimlerinden

daha avantajli oldugu Cizelge 2.1° de gdsterilmektedir.

Cizelge 2.1: Yogun heterotrofik mikroalg kiiltlirlerinde hacimsel verimlilik

(Pvolume) Ve maximum hiicre yogunlugu (X.x) (Eriksen, 2008)

Tiirler Uriin Kiiltiir tipi ()g(ni%) (g I;'v ‘015'2;1) Ref.
Euglena gracilis a-tokoferol Kesikli-beslemeli | 48 7.7% A
Nitzchia laevis Eicosapentaenoic asid | Perfiizyon ca. 30 6,75 B
Crypthecodinium cohnii | Docosahexaenoic asid | Kesikli-beslemeli | 83 10.0°% C
Chlorella protothecoides | Biodizel Kesikli-beslemeli | 51.2 7.7 D
Galderia sulphuraria C-fikosiyanin Siirekli 83.3 50.0 E

? Grafikten hazirlanan degerlere gore hesaplanmustir.




2.4. Mikroalg Kiiltiiriinde Temel Asamalar

Laboratuar kosullarinda amaca uygun izole edilmis uygun bir bigimde
besleyerek cogaltip iireme imkani saglanan bilimsel veya ekonomik amagh
stirdiiriilebilir populasyonlara kiiltiir denir. Eger kiiltiir tek tiir iceriyorsa saf
kiiltiir, saf kiiltiir bakterisiz ise aksenik kiiltiir olarak adlandirilmaktadir. (Sukatar,

2002; Guillard, 2004).

Mikroalg kiiltiiriinde temel adimlar 6rnek toplama, ortam hazirlanmasi,

sterilizasyon, izolasyon ve kiiltiire alma seklindedir (Sukatar, 2002).

2.4.1. Ornek toplama

Dogal habitatlardan alinan materyaller daima karisik topluluklar halindedir.
Ornek toplama islemi, plankton icin farkli capta plankton ag, bentik, epilitik veya
epifitik organizmalar i¢in bigak kullanilir. Toplanan O6rnekler kavanozlarda

laboratuara tasinir (Sukatar, 2002).

Toplanan ornekler, en geg¢ iki giin i¢inde kiiltiir ortamina alinmalidir. Eger
toplanan materyal bekletilmek zorundaysa, karanlik veya az 1sikli ortamda

korunmalidir (Guillard, 2004).

Toplanilan materyalin ¢ogaltilmas1 arzulaniyorsa, zenginlestirme ortami
hazirlanip yaklasik iki hafta kiiltiire alinmalidir. Zenginlestirme ortaminin amaci,
hem birey sayisii arttirmak hem de zenginlestirmeyi farkli autekolojik
ortamlarda gerceklestirerek, izole edilecek tiiriin ekolojik gereksinimleri hakkinda
on bilgiler elde etmektir (Ornegin; karanlik ortamim 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, bir¢ok tiiriin eleminasyonu miimkiin olacaktir. Fakat izole edilecek
tiriin autekolojik istekleri hakkinda fazla bilgi sahibi degilsek, zenginlestirmeyi
farkl1 ortamlarda gerceklestirerek, izole edilecek tiiriin ekolojik gereksinimleri

hakkinda on bilgiler elde edilebilmektedir (Sukatar, 2002; Guillard, 2004).



Zenginlestirme ortami, bir¢cok alg i¢in gelismeye uygun olmalidir; bu, 6zel
hazirlanmis yapay ortamlar olabilecegi gibi, toprak ekstresi gibi dogal ortamlar da
olabilmektedir. Toprak ekstraktinin avantaji, kolay ve masrafsiz olmasidir. Her
tiirlii zenginlestirme ortami; azot kaynagi, mineraller, iz elementleri, karbon
kaynag1 ve bazi durumlarda vitaminleri icermelidir (Sukatar, 2002; Guillard,

2004).

2.4.2. Ortam hazirlanmasi

Izole edilecek tiiriin ekolojik istemlerine uygun besi ortamlar
hazirlanmalidir. Her tiirtin ihtiya¢ duydugu autoekolojik ortamlar (aydinlatma,
sicaklik, pH, tuzluluk, havalandirma, oksijen seviyesi, su seviyesinin yliksekligi)

farkli oldugundan ideal kosullar hazirlanmalidir (Watanabe, 2004).
2.4.3. Sterilizasyon

Kullanilacak biitiin malzemeler ve besleyici ortamlar kesinlikle sterilize

edilmelidir.
2.4.4. lizolasyon

Hazirlanan kiiltiirler sadece bir tiir igermelidir (monoalgal). Ik genel
izolasyona, zenginlestirme ortaminda baglatilabilir. Bunun igin, izole edilecek
tiriin autekolojik 6zellikleri bilinmelidir. Bdylece, zenginlestirme ortami, arzu
edilen ekolojik ortamda (aydinlatma, sicaklik, pH, tuzluluk, su seviyesi, organik
madde ilavesi, inorganik besleyici igerigi, demir konsantrasyonu, azot kaynagi,
degisik toprak ekstreleri vs.) bulundurulmalidir. izolasyon farkli yéntemlerle
gergeklestirilebilmektedir (Sukatar, 2002). Tek hiicreli algleri saflastirma
basmaklar1 Sekil 2.1° de verilmistir (Guillard and Morton, 2003).
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Sekil 2.1: Tek hiicreli algleri saflastirma basamaklar1 (Guillard and Morton, 2003)

Izolasyon yontemlerini, genel izolasyon ve tiir izolasyonu olmak iizere ikiye




2.4.4.1. Genel izolasyon

Genel izolasyonda, dogal ortamdan toplanan Orneklerin, takson sayisi
acisindan seyreklestirilmesi arzu edilmektedir. Bu amaca uygun iki yontem vardir

(Sukatar, 2002).

e Santrifiij yontemi

Toplanilan  dogal  materyal, 500x  hizda  10-20dk  boyunca
santrifiijlenmektedir. Yiiksek devirde veya uzun siireli santrifiijler, bireyleri
parcalayacagindan veya yaralayacagindan, santrifiij devri ve siiresi 1iyi
ayarlanmalidir. Santrifiij sonunda, en dipte zooplanktonlar birikecek, diger
tabakalanmalar sirastyla ipliksi ve tallus yapisindaki algler, diatomeler, koloni
veya topluluk olusturan algler, sénobiyum olusturan algler, tek hiicreli algler ve
en lstte de bakteriler seklinde olacaktir (Sekil 2.2) Santrifiij sonunda, izole
edilecek Ornegin bulundugu katmandan pipet yardimiyla alinip, zenginlestirme

veya izolasyon ortamina aktarilmalidir (Sukatar, 2002; Guillard, 2004).

.
=
[

Ipliksi Algler ve Diyatomeler

Zooplanktonlar

|
o S

Sekil 2.2: Santrifiij sonunda olusan katmanlagsma
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e Biyolojik izolasyon yontemi

Saf kiiltiir elde etmek igin en uygun materyal zoospordur. Ozellikle
Euglenophyta ve kamg¢ili Chlorophyta tiyelerinde zoospordan baslanan kiiltiirler
basarilt olmustur. Alglerin zoospor olusturma siiresi ve yogunlugu tlire gore
degismektedir. Zoosporlar, su yiizeyine yakin bolgelerde yesil bir hat seklinde
belirmektedir; bu evrede zoosporlar toplanmalidir, aksi halde cama yapisacak olan
zoosporlar kiiltlir calismalarinda degerlendirilemez. Yontemin dezavantajlari;
stirekli takip ve izole edilmesi amaglanan belli bir tiirlin zoosporlarini elde
etmedeki diisiik orandir. Bu yonteme diger izolasyon yoOntemlerinin ardindan

bagvurulmasi biiyiik avantajlar saglamaktadir. (Guillard, 2004; Sukatar, 2002).

e Seyreltme yontemi

Seyreltme yonteminde, 10 mL’ lik 6rnek sividan alinip iginde 90 mL besin
¢ozeltisi bulunan tiipe aktarilmaktadir; bu sekilde, %10 seyreltilmis 6rnek siviya
sahip olunmaktadir. Ayn1 sekilde, %10 seyreltilmig 6rnek sividan tekrar 10 mL
alimip baska bir 90 mL besin ¢ozeltisi bulunan tiipe aktarildiginda %]1; ayni
sekilde, bu siirecin tekrarlanmasiyla, sirastyla %0.1, %0.01, %0.001 vs. oraninda
seyreltilmis &rnek elde edilmektedir (Sekil 2.3). Ornek materyaldeki canlilarn
yogunluguna gore %I1- 0.01 oraninda seyreltilmis Ornek sivilari gelismeye
birakildiginda, i¢inde bir veya birkag tiir gelisecektir. Yontemin uygulanmasinda,
bireylerin sicaklik farki sokuna ugramamalar1 i¢in, besinli ¢ozeltinin ayni
sicakliklarda olmasina 6zen gosterilmelidir. Yontemin avantaji kisa siirede ve az
ugrasla gerceklesmesi, dezavantaji ise belli tlire gore izolasyon yapilamamasidir

(Guillard, 2004; Sukatar, 2002).
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10 ml

Sekil 2.3: Seyreltme yonteminin uygulanigi

e Filtre yontemi

Izole edilecek &rnegi, boyutlar1 farkli diger &rneklerden ayirmak icin
basvurulan bir yontemdir. Buna gore, drnek materyal, izole edilecek Ornegin
capindan biraz daha biiyiik ve biraz daha kiiciik ¢apl filtrelerden gegirilmektedir.
Bu sekilde boyutga farkli algler ortamdan uzaklastirilmaktadir (Sukatar, 2002;
Guillard, 2004).

Kelepce
buraya
tutturulur.

vakum

Sekil 2.4: Filtrasyon yontemi
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e Kilcal sistem

Kilcal sistem icin yatay bir kilcal borudan, kilcal borunun iki yanindan
dikey yiikselen farkli uzunlukta iki kilcal borudan ve dikey kilcal borularin
ucunda yer alan behere bagl kaplardan olugmaktadir. Daha yiiksek diizeyde yer
alan behere Ornek materyalin bulundugu sivi yavasca aktarilmaktadir; kilcal
borunun tikanmasini engellemek icin, 6rnek sivi siizgecten gegirilmelidir. Kilcal
borudan gecen Ornek sivi, daha alcakta yer alan behere dolacak ve tasacaktir;
beherin dip kisminda, kilcal borunun hemen cevresinde Bacillariophyceae iiyeleri

gibi agir planktonlar birikmektedir (Sukatar, 2002).

2.4.4.2. Tir izolasyonu

Tiir izolasyonunda, dogal ortamdan, zenginlestirme ortamindan veya genel
izolasyon yontemiyle seyreltilmis soliisyondan alinan karisimin tek tiire
indirgenmesi ~ amaglanmaktadir. Bu  amacgla  asagidaki  yOntemlere

basvurulmaktadir:

e Mekanik izolasyon

En sik kullanilan yontemlerden biri olan mekanik izolasyon yonteminde
kilcal pipet kullanilmaktadir. izolasyona baslamadan 6nce, kilcal uglu pipetlerin
hazirlanmas1 gerekmektedir. Bu amaca yonelik olarak, genellikle 0,4 cm caph
cam boru kullanilmaktadir. Cam boru, alev iizerinde 1sitilarak iki yana dogru
cekilmektedir. Borunun ayrilacagi bolge esit olarak 1sinmasi i¢in kendi ekseni
etrafinda dondiiriilmektedir. Boru iki tarafindan ¢ekildiginden, 1sitilarak yerinden
uzayan cam boru ikiye ayrilip, kilcal uclu (¢ap1 0.08-0.016 cm’ dir) iki cam pipet
elde edilmektedir; ¢ekme islemi ne kadar hizli gergeklesirse, kilcal u¢ o kadar ince
ve uzun olacaktir. Cam pipetlerin genis uclarina, ¢caligma sirasinda izole edilecek
tiriin kilcal pipete emilmesini kolaylastirmak amaciyla, lastik gecirilmektedir.
Hazirlanmis veya satin alinmus pipetler, santrifiij tiiplerinin igine yerlestirilip

cevresi pamukla c¢evrelenip otoklavlanmaktadir. Kilcal pipetle izolasyon, ya alg
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tiirlerini izole etmek icin ya da bakterilerle birlik olusturmus alglerden ayiklamak

i¢in kullanilmaktadir (Sukatar, 2002; Guillard, 2004).

Yontemin dezavantajlari; sabirla 6rnekleri kilcal pipete alinmasi, drneklerin
ciddi hasarlar gorebilmesi (gerek pipete girerken, gerekse ¢evre kosullarindaki ani
degisiklik), hareketli organizmalarin pipetle yakalanmasinin zor olmasi, ¢ok
kiigiitk  bireylerin  yakalanamamast ve cama  yapismis  bireylerin
degerlendirilmesiyle izolasyondan sonra ¢ogu zaman gelisme gosterememesidir.
Avantajlar1 ise, diger yontemlere oranla daha verimli ve daha c¢abuk sonug

alimmasidir (Sukatar, 2002).

e Dokme plaka yontemi

Eger tiir, mekanik izolasyonla izole edilemeyecek kadar kiiciikse veya
ylizeye tutunmussa ve sivi ortamda gelisemiyorsa dokme plaka ydntemine
bagvurulmaktadir. En sik kullanilan yontemlerden biri olan dokme plaka
yonteminde besin maddeleri ilave edilmis kat1 ortam kullanilmaktadir. Kat1 ortam
olarak en sik olarak 9%1.5° lik agar kullanilmaktadir. Ayni bakteriyolojik
yontemlerde oldugu gibi, agarda yetistirilecek Ornek, ya dokiilmekte ya da
asilanmaktadir (¢izgi ekim yontemi). Yontemin dezavantajlarindan biri, agara
gomiilen bireylerin gelisememesi, digeri olusacak kolonilerin birbirine ¢ok yakin
olmasidir. Avantaji ise mantar, bakteri, amip ve diyatomelerin gelismesini
azaltmig olmadir. Cizgi ekimde; Ornek, agara Oze ile asagida gosterildigi
sekillerde asilanmaktadir (Sekil 2.5). Agar iizerinde gelisecek kolonilerin seyrek
olmasi, agilama yonteminin hem avantaji hem de dezavantajidir. Bireylerin
cogalmasi i¢in, petri kaplari uygun sicaklik ve aydinlatmada iki hafta gelismeye
birakilmalidir. Plak yonteminin dezavantajlari; hazirh@inin  uzun siirmesi,
sonuglarin ge¢ almmasi, agar iizerinde yetismeyen taksonlarin (Ornegin;
Isochrysis) izolasyonuna imkan vermemesi ve kontaminasyona a¢ik olmasidir.
Avantajlart; kolay bir yontem olmasi ve hidrofob bireylerin izolasyonuna imkan
tanimasidir. Bir koloniden, bakteriden arindirilmis bireyler izole edilmek
istiyorsa, Orneklerin siirlinerek hareket etme Ozelligi bulunmasi gerekir. Sayet

ornek siirtinerek hareket edebiliyorsa, asilama bdlgesinden en uzaga siirlinmiis



olan bireyin izolasyonu yapilmaktadir (Sukatar, 2002, Guillard, 2004,

http://www.marine.csiro.au).

Sekil 2.5: Plak yonteminde ¢izgi ekim yontemleri

Antibiyotik ilave edilecekse, otoklavdan 6nce besiyerine karistirilmamalidir,
aksine, steril bir suda ¢oziiliip kiiltiir gelistikten sonra ortama ilave edilmelidir.
Antibiyotik uygulamasi her zaman olumlu sonu¢ vermemektedir. Bazi besi
ortamlarinda, antibiyotik ilavesi agarin katiligin1 bozmakta, sivi hale
getirmektedir. Bu durumda kiiltiir basarisiz olmaktadir. Bunun yaninda, baz1 alg
tirleri antibiyotikten olumsuz etkilenmektedir. Bu sonuglar, deneme-yanilma

yontemiyle bulunmalidir (Sukatar, 2002).

2.4.4.3. Aksenik kiiltiir elde etmek

e Antibiyotikle muamele

Antibiyotik kullanimindaki amag alglere zarar vermeden bakterileri elemine
etmektir ancak bu uygulama her zaman basarili olmaz. Antibiyotik kullanimiyla
bakteri sayisinin azaltilmasi yogunluk-zaman iliskisine baglidir. Bakterilerin
kontrolii bagimsiz olarak yapilir. Antibiyotik kullanimi konusundaki tercihler
hangi antibiyotiklerden hangi konsantrasyonda ve ne kadar siire i¢in kullanilmasi
gerektigi esasina dayanir. Cilinkii bir antibiyotik karisimi biitiin bakteriyel
kontaminasyonlardan kurtulmak icin yeterli degilse, secilen diger antibiyotiklerle

tekrarlamak bu sorunu c¢ozebilir (antibiyotik karigimlarinin etkisi genellikle
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bireysel etkileriyle ayn1 degildir). Bu konuda belirlenmis ti¢ farkli yaklagim vardir
(Guillard 2004). Bunlar;

> Yontem 1

Bu yontem mikro pipet izolasyonuna ek olarak antibiyotiklerle yapilir
(Guillard 1973, Hoshaw and Rosowski 1973). Temel degisken olarak hiicrelerin
antibiyotige maruz kalma siiresi kullanilir. Ciinkii goriiniir bakteri sayisi ilk
antibiyotik muamelesinden sonra minimum 18-48 saat i¢inde azalir ve sonra hizl
bir sekilde artar (Oppenheimer 1955). Minimum zaman; sicakliga, bakteri
cesidine ve antibiyotik se¢imine baglidir. Saglikli bir inokulumu yeterli miktarda
antibiyotik iceren ortama aktardiktan sonra 18-72 saat arasindaki uygun bir
zamanda ¢ok az hiicre taze ortam (antibiyotiksiz) i¢eren tiiplere mikro pipetle
aktarilir. Oppenheimer deneyini karisik dogal bakteri populasyonuyla yapmustir.
Bazi1 bakteriler oliirken kiigiik bir kismi da direng kazanmistir. Monoalgal
kiiltiirler genellikle daha az bakteri ¢esidi igerir bu ylizden dogru zamanlama ¢ok
da 6nemli olmayabilir. Temel antibiyotik ¢ozeltisi: 100 mg penicillin G (sodyum
ya da potasyum tuzu), 25 mg dihydrostreptomycin siilfat ve 25 mg gentamycin
siilfat 10 mL distile (deiyonize) su i¢inde ¢oziiliir ve membran filtresiyle steril
edilir. Kullanilana kadar dondurulmus olarak saklanir (Polikarbonat tiipler en
iyisidir). Eriyen soliisyonlar 6rnegin, 4°C de birkag¢ hafta (37°C’ de bes giin)
muhafaza edilirler. “Standart” doz 50 mL alg ortamima 0.5 mL antibiyotik
karisimi ilave etmektir. Cogu alg tarafindan 100/25/25 mg. L' penisilin,
streptomisin ve gentamisin tolere edilir. Gentamisin ve penisilin’ in oldukca
yiiksek konsantrasyonlari tolere edilebilirken, streptomisin baz tiirler i¢in toksik
olabilir. Algler genellikle 20-25 °C” de biiyiirler, 125 mL’ lik bes tane erlenin her
birine 50 mL taze ortam koyulur ve 0.5-5 mL inokulum transfer edilir. Erlenlere
0, 0.25, 0.5, 1 ve 2 mL antibiyotik karisimi ilave edilir. Bakteriyel test ortaminin
cok az miktar1 (50 pL) bakteriyel biliylimeyi canlandirmak i¢in eklenebilir. Bu
yontemin avantaji antibiyotik kullanimi alglere c¢ok zarar vermeyebilir.
Dezavantaj1 ise hiicrelerin, 6zellikle antibiyotik kullanimindan sonra tekrar tekrar
yikanmasi gerekir. Ayrica hiicrelerin canlanmasi i¢in zaman ve emek harcamak
gerekir. Bu metot koloni olusturan formlar, dinoflagellatlar, diatomlar ve ¢ogu

flajellalr hiicreler i¢in uygundur (Guillard, 2004).
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> Yontem 2

Bu metot Droop (1967) tarafindan gelistirilmis, ¢ok fazla manipulasyon
gerektirmeyen rutin bir prosediirdiir. Ozellikle ¢ok yogun kiiltiirler, flajellaya
sahip ve kiiciik hiicreler i¢in uygundur. Yontemin dezavantaji algler ¢ok yiiksek
antibiyotik konsantrasyonlarina maruz kalirlar. Droop (1967)’ un yontemine gore
yogun bir antibiyotik karisimi (Cizelge 2.2) seyreltilir bunun yaninda ¢ok az
miktarda organik madde ilave ederek alg kiiltiiriiniin hizli bir sekilde biiylimesi
saglanabilir. Bunun anlami ardi ardina iki kat seyreltme demektir bdylece alg
konsantrasyonu artmaya devam ederken antibiyotik konsantrasyonu her seferinde
ikiye boliintir. Droop (1967) alti seyreltme uygulamistir, bdylece antibiyotik
konsantrasyonu 1/32 oranina kadar seyreltilmistir. Bdylece antibiyotik
konsantrasyonu azalirken bakteriler 6lmesine ragmen algler hala canli kalacaktir.

Droop’ a gore transfer islemi 24-48 saat arasindaki bir saatte yapilmali.

Cizelge 2.2: Antibiyotik karisimi (Droop, 1967).

Antibiyotik Konsantrasyon (mg. L7

Benzil penisilin G siilfat 2500
Chloramphenicol 200

Neomycin 200

Actidione (funguslar i¢in) 400

Actidione (cycloheximide) genellikle sadece fungus gelisimini engellemek
icin eklenir ancak amag bir siyanobakteriyi saflastirmak ise bu kimyasal madde
Okaryotik alglerin gelisimini engellemek icin kullanilmis olur (Guillard 1973).
Nystatin ve amphotericin B alternatif antifungal ajanlardir. Chloramphenicol,
bakterilere kars1 cok etkili olmasina ragmen, ayni zamanda algler i¢in oldukca
toksiktir. Ornegin, 10-50 mg. mL™" 16-17 giinliik inkiibasyon periyodunda
Alexandrium’ un dort tiirinii inhibe etmis ya da 6ldiirmiistiir (Divan and Schnoes
1982) ve 50 mg. mL"' Micromonas pusilla (Butcher)’ nin gelisimini inhibe
etmistir (Cottrell and Suttle 1993). Incelenen bes diatom tiiriinden sadece biri alt1

giin i¢in 80 mg. L' chloramphenicolii tolere edebilmistir; dort tiir 13 mg. L™ veya
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daha az miktardaki antibiyotik konsantrasyonuna maruz birakildiginda 6lmiistiir
(Berland and Maestrini 1969). Bes diatom tiiriiniin hepsi 100-400 mg. L™
penisilin ve streptomisini kolaylikla tolere edebilmistir (bliylime >kontroliin
%50). Kanamisin, hem gram (+) hem de gram (-) bakterilere kars1 aktif bir amino-
glikozittir (streptomisin gibi), diatomlar tarafindan iyi bir sekilde tolere edilir. 1-5
g. L' Cycloserine ile 10-30 mg. L' cycloheximide (Actidione) deniz
Synechococcus’ un iki tiiriinii saflastirmak i¢in birlikte kullanilmistir (Leén et al.
1986). Ayrica cycloserine (100 mg. L) Acetabularia i¢in de kullamlmistir
(Shephard 1970).

Repak et al. (1982) saflastirma islemlerinden Once deniz kokoid
ultraplanktonlarinin ve bakterilerinin duyarliligin1 belirlemek ic¢in antibiyotik
duyarlilik disklerini kullanmislardir. Antibiyotik diskleri kullanim1 faydali olabilir
clinkii hem algler hem de bakteriler agar iistiinde biiylir ve bu bir¢ok basarili

calismada kaydedilmistir (Guillard, 2004).

Lehman (1976) Dinobryon sertularia Ehr. tiiriinii saflagtirmak igin giiglii bir
antibiyotik karigtmi kullanmistir. Alg kiiltiiriinii antibiyotik karisimina maruz
biraktiktan sonra antibiyotiksiz ortama transfer edilmistir ve daha sonra da
bakteriler i¢in her alt kiltiir test edilmistir. Dinobryon hiicreleri 4,000 mg. L™
penisilin, 500 mg. L streptomisin ve her birinden 10 mg. L™ siilfanomitler:
Sulfisoxazole (Gantrisin), sulfamerizine, homosulfamine, sulfisomidone ve
sulfisoxazolum. Siilfanomitler mikrobiyal kaynakli antibiyotikler bulunduktan
sonra nadir olarak kullanilmaya basladi. Fakat akuakiiltiirde antibakteriyel olarak
kullanilmaya devam etmektedir. Penisilin, streptomisin, neomisin, tetrasiklin,
chloramphenicol ve sephaloridine Aureococcus kiiltliriindeki  bakterileri
baskilamistir (Dzurica et al. 1989). Jones et al. (1973) bir antibiyotik karigimi
igine cephalosporin igerikli cephaloridin (ceporin diye de adlandirilir) eklediginde

iki diatomu saflastirabilmislerdir (Guillard, 2004).

> Yontem 3

Bu yontem alglerin yasamasina ve biiyiimesine, biiyiime hizlar1 azalsa bile,

izin verecek seviyelerde her biri farkli antibiyotik iceren bir dizi erlen ortamina
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alglerin transferini kapsar. Amag¢ asindirma yoluyla bakterileri kaybetmektir. Bir
kerede biitlin kontaminantlar1 6ldiirmek i¢in yiiksek doz kullanmak yerine ardi
ardina antibiyotik kullanmak igin i{ic neden vardir. ilk neden, algler i¢in daha az
toksik olabilir. Tkinci neden, herhangi bir antibiyotik karisimi bakterilerin bazi
metabolik tipleri i¢in Oldiiriicii olabilir fakat sadece digerlerinin biiylimesini
baskilar. Sonuncu neden, bakteriyel mutasyonlarin ¢ogalmasi i¢in i¢inde kalinti
birakmaz. Bu metod alglerin yasamasina ve yavasca artmasina izin verirken,

bakteri sayisini ve tipini onemli derecede azaltir (Guillard, 2004).

Bu yontem genellikle bakterilerin duyarlilig1 ve alglerin toleransini anlamak
icin kullanilir. Cok kii¢iik bir flajellat olan Micromonas pusilla’ y1 saflastirmak
icin Cottrell and Suttle (1993) tarafindan kullanilmistir. Sirasiyla antibiyotikler;
penisilin (1 g. L"), neomisin (250 mg. L"), gentamisin (1 g. L") ve kanamisin
(0.5 veya 1 g. L. %20 inokulum bir antibiyotik muamelesinden digerine tiger
giin arayla transfer edilmistir (sonuncu i¢in dort giin hari¢). Transferler kanamisin
uygulanmasindan sonra bakterisiz hale gelmistir. Penisilin gram (+) bakterileri
elemine ederken, diger ii¢ ¢esit antibiyotikte gram (-) bakterileri elemine etmis

olmalidir (Guillard, 2004).
» Antibiyotik kullanimu ile ilgili yapilan calismalar

Vance (1966) en ¢ok kullanilan dihidrostreptomisin ve neomisin ile birlikte
32 antibiyotigin bes siyonabakteri -Microcystis aureginosa da dahil- iizerindeki
duyarliligin1 belirlemistir. Microcystis antibiyotik kullanilmadan aksenik olarak
kiiltiire edilebilmistir (Watanabe et al. 1985, Shirai et al. 1989). Guillard ve Keller
(1984) baz1 dinofilagellat tiirlerini saflagtirmak i¢cin 17 farkli antibiyotik
kullanmistir (Guillard, 2004).

Hiicre duvar1 sentezini engelleyen antibiyotikler i¢in ¢ok az miktardaki
organik materyal hiicre boliinmesini tesvik edebilir. Ciinkii hiicre duvari sentezini
engelleyen antibiyotikler sadece hiicreler biiyiirken bakterileri dldiiriir. Gereken
organik materyal miktar1 10 mg. L™ olarak tahmin edilmektedir. Protein sentezini

engelleyerek yavas hiicre biiyiimesine neden olan diger antibiyotiklerle birlikte
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hiicre duvar1 inhibitorlerini (6rnegin, penisilin) eklemek dogru olmayabilir

(Guillard, 2004).

e Diger antimikrobiyal ajanlar

Aksenik kiiltiir elde etmek igin lizozim enzimi kullamlabilir. Ornegin;
Anabaena flos-aquae ve Aphanothece nidulans kiiltiirleri i¢in. 1,2 g L™ lizozim
konsantrasyonu heterotrofik bakteri gelisimini engellerken, siyanobakteri
gelisimini engellemez. 0,8 g L™ lizozim+ampisilin heterotrofik bakteri sayisini
azaltir. 1,0 g L' lizozim (ampisilinsiz) enzimi kullanilarak aksenik kiiltiir elde
edilmistir. Mikroskobik algler lizozim enzimine karsi heterotrofik bakterilerden
daha direnglidirler. Bu yontem 6zellikle flamentli siyanobakteriler i¢in uygundur

(Guillard, 2004).

2.5. Mikro Alg Uretim Sistemleri

Uretim sistemleri genellikle kiiltiir ortan dis etkilere acik oldugunda acik
sistemler, ortamin dis ¢evre ile iligkisi kesildiginde ise kapali sistemler olarak
adlandirilirlar. Uretim sisteminin tercihi, alglerin biyolojisine, arazi, laboratuar,
enerji, su ve beslenme maliyetlerine, iklime ve elde edilmek istenen son {iriine
gore degismektedir. Bu sistemlerin kendine 6zgili avantajlari ve dezavantajlari

vardir (Vonshak and Torzillo, 2003; Sukatar, 2002).

2.5.1. Kapal sistemler

Fotobiyoreaktorlerle iiretimde, mikro alg Kkiiltiirliniin dis ortamla ve
atmosferle iliskisi kesilmistir. Fotobiyoreaktorler 6zellikle gelisen endiistriyel
pazarlarin ihtiya¢ duydugu pigmentler, polisakkaritler gibi degerli mikro alg
irinlerinin eldesinde kullanilmaktadirlar. Bunlar, tam kontrollii bir ortam
sagladigi i¢in kontaminasyon riski yok denecek kadar azdir. Ancak tam kontrolli
fotobiyoreaktorler genellikle cok 6zel iretimlerde kullanilmaktadir, ticari
tiretimde amag, tek hiicre kiiltiirii saglayacak esnek bir sistemle ¢aligmaktir. Bu

sistemlerin; temiz tretim, etkin 1s1k kullanimi, yiiksek biyokiitle ile ¢alisabilme,
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sicakligin kontrol edilebilmesi ve 15181 ayarlanabilmesi gibi ¢ok sayida avantaji
vardir. Bu avantajlar sonucu kaliteli bir liretim gerceklestirilmektedir. Ancak bu
sistemleri kurmak ve isletmek pahali bir islemdir. Bu sebeple, kapali sistemlerde
iiretilen mikro alglerin fiyat1 yiiksek olup, piyasast siirlidir (Vonshak and

Torzillo, 2003; Sukatar, 2002).

e Ototrofik iiretim

Ihtiyaglar1 olan enerjiyi 1s1ktan ve biyomas olusumu icin gereken karbonu

da fotosentez sirasinda karbondioksitten alarak yapilan bir tiretim seklidir.

e Miksotrofik iiretim

Ayni anda hem organik karbon hem de 1s1k enerjisini kullanilmasi sonucu

yapilan tiretim seklidir.

e Heterotrofik Uretim

Hem enerji ve hem de karbon ihtiyaglarinin seker, yaglar ve organik asitler

gibi organik bilesiklerden elde edilmesi sonucu yapilan iiretim seklidir.

2.5.1.1. Mikroalglerin heterotrofik iiretim potansiyeli

Mikroalgler genelde fotosentetik organizmalar olarak degerlendirilir. Ancak
yapilan caligmalar c¢ogu tiirlin heterotrofik ve miksotrofik biiyiime yetenegi
oldugunu gostermistir (Droop, 1974) .Ayrica bu heterotrofik tiirler neredeyse
alglerin biitlin taksonomik siniflarinda bulunurlar. Alglerdeki heterotrofiyi
inceleyen calismalarin ¢ogu soruna ekolojik bir bakis acisiyla yaklagmistir
(Droop, 1974). i1k sorun algler tarafindan akuatik ortamdan alinan organik karbon
miktar1 ve alglerin organik bilesikleri alarak fotosentez yapip yapamayacagidir.
Alglerdeki biliyiimeyi test eden bu caligmalar genellikle diisiik konsantrasyonda
organik materyalin bulundugu ortamda yapilir. Bu kosullar altinda, heterotrofik
olarak biiylime yetenegi olmayan algler zorunlu fototroflar olarak siniflandirilir.

Ancak zorunlu fototrofiyi sadece testlerin gerceklestirildigi belirli kosullarda,
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algal davramiglar1 tanimlamak ic¢in kullanmak uygun olacaktir. Cogu durumda
zorunlu ototrof olarak simiflandirilan algler sonradan heterotrofik biiyiime
yetenegi gosterebilirler. Asagidaki iki ornek bu konuya acgiklik getirecektir

(http://www.suyla.com).

Brachiomas submarina ve Haematococcus pluvialis’ in bazi1 cinsleri
fotosentetik olarak biiyiirlerken ortamdaki nitrati indirgeyebilirler ama bu olay1
karanlikta yapamazlar. Amonyak gibi indirgenmis bir nitrojen kaynagi saglandigi

zaman, heterotrofik biiyiime yetenegi gosterirler (http://www.suyla.com).

Pymnesium parvum ve Chroomonas salina ¢ok yiiksek gliserol
konsantrasyonlar1 saglandigi zaman heterotrofik olarak biiyiiyebildigi halde,
gliserol konsantrasyonunun diisiik oldugu ortamlarda heterotrofik olarak

biiyliyemez (0,25M) (Droop, 1974) (http://www.suyla.com).
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3. KULLANILAN YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Biyolojik materyal

Bu ¢alismada kullanilan Chlorella sp. Giimiildiir’ den izole edilmistir (Sekil
3.1). Bu grubun tiyeleri genellikle 2-10 um ¢apindaki boyutlara sahiptir. Hiicreler
kiiresel ya da elipsoid sekillidir. Ayrica hiicrelerinde tek nukleus ve bir
kromatofor vardir, tek tek oldugu gibi koloni de meydana getirebilirler. Vejatatif
sathada kamgcilar1 olmayan, hareketsiz alglerdir. Kloroplastlarinda bulunan
pirenoidlerde nisasta olustururlar. Nisastay1 sitoplazma yerine kloroplastlarinda
olusturduklar1 i¢in diger alg gruplarindan ayrilirlar. Bu grup iiyeleri hem
denizlerde hem de tath sularda yayilis gosterir. Bu nedenlerden dolay1 Chlorella
Sp. olduguna karar verilen Ornek molekiiler tanilama ile de dogrulanmistir.
Orneklerin kiiciik olmasi ve birbirlerine ¢ok benzemesi nedeniyle dogru
siiflandirilabilmeleri molekiiler tayinlerini zorunlu kilmistir.( Beijerinck, 1980;

Giiner ve Aysel, 1991).

Domain: Eukaryota
Kingdom: Plantae

Division: Chlorophyta

Class: Chlorophyceae
Ordo: Chlorococcales
Family: Chlorellaceae

Genus: Chlorella
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CHLORELLA

Sekil 3.1: Chlorella sp.” nin 151k mikroskobu gériintiileri (1600x)

(http://coursel.winona.edu/sberg/ILLUST/Chlorella.JPG)

3.1.2. Molekiiler tanilanmasi

ZRFungal/Bacterial DNA Kiti ile genomik DNA izolasyonu

1. 50-100 mg (yas ornek) fungus veya bakteri hiicresi 200 pl su veya
izotonik tampon (6rnegin; PBS) ZR BashingBead™ Lysis Tube igerisinde
¢oziliir ve tizerine 750 pl Lizis Solusyonu eklenmelidir.

2. Tip max. Hizda 5 dak. vortekslenir ve hiicrelerin parcalanmasi saglanir.
3. ZR BashingBead™ Lysis Tiipii>10,000 x g 1 dak. satrifiijlenir.

4. 400 ul siipernatant Zymo-Spin™ IV Spin Filter toplama tiipiine aktarilir
ve 7,000 rpm 1 dak. santrifiij edilir.

5. 1,200 pl Fungal/Bacterial DNA Binding Tamponu 4. basamaktaki
toplama tiipiine ilave edilir.

6. Zymo-Spin™ IIC Column toplama tiipii icerisine yerlestirilir ve 800 pl
karisimdan ilave edilir. 10,000 x g 1 dak. santrifiij edilir ve toplama
tiipiindeki s1v1 uzaklastirilir ve islem tekrarlanir.

7. Zymo-Spin™ IIC Column yeni toplama tiipii igerisine yerlestirilir ve
filtre tizerine 200 ul DNA Pre-Wash Tamponu ilave edilir ve 10,000 x g 1
dak. santrifiijlenir ve sonra 500 pl Fungal/Bacterial DNA Wash Tamponu

ilave edilir ve sonra tekrar ayni sekilde santrifiijlenir.
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8. Zymo-Spin ™ IIC Column 1,5 ml ependorf icerisine dikkatlice yerlestirlir
ve lizerine 100 pl DNA Elution Tamponu ilave edilerek 10,000 x g 30

saniye santrifiijlenerek filtrede tutulan DNA toplanir.

Goriintiileme;

Bu yontemle elde edilen DNA’ lar agaroz jel elektroforezi yontemiyle
(Yatay FElektroforezi (Owl Horizontal), Giic Kaynagi (Consort EV265))
gozlenmistir. Jel elektroforezi icin %1,2° lik agaroz jel hazirlanmis ve Grnekler
100 V, 35 mA ve 3 W’ da 45 dak. yiriitiilmiistiir. Ardindan SYBR Safe DNA ile

boyanan UV transiliminatdr yardimiyla goriintiilenmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Techne TC-300X)

Kullanilan primer ¢iftleri Cizelge 3.1 de gosterilmistir.

Cizelge 3.1: Siyanobakteri primer g¢iftleri (Niibel, 1997, Boutte et all., 2006)

CYA 359F Siyanobakteri | 5’-GGG GAA TYT TCC GCA ATG GG-3’

CYA 781R(a) Siyanobakteri | 5’-GAC TAC TGG GGT ATC TAA TCC CAT T-3’

CYA 781R(b) Siyanobakteri | 5’-GAC TAC AGG GGT ATC TAA TCC CTT T-3°

PCR Kiti
HelixAmp"™ HyperSense DNA polimeraz (Nanohelix)

Yontem;

Icerik 50 ul Final Konsantrasyon
Ultra pure su Goreceli

10xReaksiyon Tamponu Sul 2 mM MgCl,

dNTP Karisimi 1 ul 200 pM (her bir ANTP)
fleri PCR Primer, (10 pmoles/ml) 1-2ul 0,2-1 uyM

Geri PCR Primer, (10 pmoles/ml) 1-2ul 0,2-1 uM

Sablon DNA Sul

HelixAmp'™  SpeedHifi DNA | 0,125 ul 125U

Polimeraz
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Dongii Zaman Sicaklik
Denatiirasyon 1 2 dak 95 °C
Denatiirasyon 35 20 sn 95 °C
Baglanma 35 40 sn 65 °C
Uzama 35 1 dak (45 sn/kb) 72°C
Son Uzama 1 5 dak 72°C
Soguma Siirsiz 4°C

Sekans Analizi

PCR sonuglarinin dizi analizi izmir leri teknoloji Enstitiisii Biyoteknoloji
ve Biyomiihendislik Merkezi Arastirma Laboratuari’ nda (ABI3130XL, 16
KAPILLER SISTEM) yapilmistir. Sonuglar NCBI-Blast program yardimiyla
degerlendirilmistir. Filogenetik haritasin1 ¢ikarmak icin MEGA 4 Bootstrap Test
of Phylogeny programi kullanilmistir.

3.1.3. Kiiltiir ortam

Chlorella sp. i¢gin ESW (Enriched Seawater Medium) ortami kullanilmustir.
Hazirlanis1 Cizelge 3.2° de verilmistir (Provasoli, 1963,1968; McLachlan, 1973).

Kiiltiir ortaminin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar analitik saflikta
olup Merc markadir. Kimyasallar distile suda ¢oziiliip pH ayarlar1 yapilmistir.
Kat1 kiiltiir ortamu i¢in 15 g/L agar ilave edilmigstir. Kiiltiir ortamlarini steril hale

getirmek i¢in 121°C” de 15 dakika otoklav kullanilmisgtir.
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Cizelge 3.2: ESW kiiltlir ortaminin hazirlanisi.

Deniz Suyuna Zenginlestirilmis Cozelti (Provasoli, 1963,1968; McLachlan,
1973)

Kimyasal Miktar Son konsantrasyon
NaNO; 2,35g/L 34 mM
Na,gliserofosfat .5H,0 0,35 g/L 1.6 mM

ES Fe Cozeltisi 163 mL/L

P-1l Metal Cozeltisi 163 mL/L

Tris 1g/L

Vitamin By, 1,5 mL/L

Biotin Vitamin Cozeltisi 1,5 mL/L

Tiamin Vitamin Cozeltisi 1,5 mL/L

ES Fe Cozeltisi (Provasoli, 1963,1968; McLachlan, 1973)

Kimyasal Miktar Son konsantrasyon
FeCl;.6H,0 0,35 g/500 mL 1.8 mM
Na,EDTA.2H,0 0,30 g/500 mL 1.6 mM

P-II Metal Cozeltisi (Provasoli, 1963,1968; McLachlan, 1973)

Kimyasal Miktar Son konsantrasyon
Na,EDTA.2H,0 0,1 g/100 mL 0.27 mM

H3BO3 0,114 g/100 mL 1.8 mM
MnS0,.H,0 16,4 mg/100 mL 0.097 mM
ZnS0,4.7H,0 2,2 mg/100 mL 0.007 mM
CoCl,.6H,0 0,48 mg/100 mL 0.002 mM
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Vitamin Cozeltisi (Provasoli, 1963,1968; McLachlan, 1973)

Kimyasal Miktar

Vitamin By, 0,0135 g/100 mL
Biotin 0,0025 g/100 mL
Tiamin 0,11 g/100 mL

1L steril deniz suyu (30 gr/1 deniz tuzu),

e 20 mL/L zenginlestirilmis ¢dzelti (Enrichment Solution),

e 1g/L Tris tampon olarak ortama eklenir.

e Ortma pH’ s17.8 olacak sekilde ayarlanir.

e (.45 um Milipore filtre ile steril edilen vitamin ¢&zeltisi ortam steril

edildikten sonra eklenir.

3.1.4. lzolasyon yontemi

Chlorella sp. seyreltme ve dokme plaka yontemi kullanilarak izole

edilmistir.
3.1.5. Isik kaynagi

Isik kaynagi olarak Wiselight marka 24W day-light renkli tasarruflu
ampliller kullamilmigtir ve baslangi¢ olarak siirekli aydinlikta ¢aligilmigtir. Daha

sonra heterotrofik liretim i¢in kiiltiirler karanlik ortamda inkiibe edilmistir.
3.1.6. Ekipmanlar

= Spektrofotometre (Ultraspec 1100 pro)

= Sonikatdr (Bandelin Sonoplus HD 2070)

= pH-metre (Mettler Toledo)

= Otoklav (Hirayama HICLAVE HVE-50)

= Vorteks (Stuart Scientific SA 2)

= Mikroskop ve Fotograf Cekim Aparati (Olympus CH40)
» Membran Filtre Unitesi (Sartorius SM 16309)
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» Liyofilizatér (Edwards-Modulyo)

= Kiiltiir Dolab1 (Ugur)

= Etiiv (Brand)

* Analitik Terazi (Mettler Toledo AL204)
= Manyetik Karistiric1 (Stuard Scientific)
= No-frost Buzdolab1 (Vestel)

= Santrifiij (Hettich Universal 32R)

3.1.7. Aksenik kiiltiir elde etmede kullanilan antibiyotikler

Ampisilin (Sigma-Aldrich),

Kanamisin (Sigma-Aldrich),

Gentamisin (Sigma-Aldrich),

Streptomisin (Sigma-Aldrich),

3.2. Metot

3.2.1. Stok kiiltiir hazirlanmasi

Denizden alinan 6rnek (Chlorella sp.) ilk olarak kat1 kiiltiir ortamlar1 igeren
petri kaplara ¢izgi ekim yontemleriyle ekilmistir. 8-10 giin boyunca koloni
olusturmak iizere kiiltiir dolabinda inkiibasyona birakilmistir. Bu islem yaklasik
iic kere tekrar edilmistir. Monoalgal koloniler izole edilene kadar bu isleme
devam edilmistir. Olusan kolonilerin monoalgal hale gelip gelmedikleri
mikroskop altinda yapilan incelemelerle belirlenmistir. Monoalgal hale gelen
koloniler, 10 mL steril s1v1 ortam igeren test tiiplerine ates yaninda 6ze yardimiyla
aktarilmistir.  On giin  boyunca bu tiplerin vorteks ile karistirilarak
homojenizasyonu ve havalanmasi saglanmistir. Bir hafta sonra 10 mL’ lik tiipler
alt kiiltiirleme yoluyla tekrar cogaltilmistir ve inkiibasyona birakilmislardir.
Yogunlasan kiiltiirler tliplerden steril sivi ortam igeren 100 mL’ lik erlenlere
aktarilarak kiiltiir dolabinda 25 °C’ de inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.3).
Tiiplerden bir ¢cogu stok kiiltiir olarak, erlendeki kiiltiir ise 6l¢ek biiylitmek icin
kullanilmigtir. Stok kiiltiir hazirlama prosediirii Sekil 3.2” de gosterildigi gibidir.
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8-10 giin 7
g B — il

Petri kutusu 10 mL érnek 100 mL érnek

Sekil 3.2: Stok kiiltiir hazirlanmasi

Sekil 3.3: Chlorella sp.’ nin stok kiiltiirti

3.2.2. Inokulum hazirlanmasi

Calismada kullanilacak kiiltlirlerin  ayn1  6zellikte olmasit deneylerin
giivenirligi acisindan énem tagimaktadir. Bu nedenle deneylerde kullanilacak asi

kiltiirleri sabit kosullarda (25 OC sicaklik ve 5 klux 1g1k siddeti) hazirlanmistir.

Chlorella sp. hiicrelerinin iiretiminde kullanilmak {izere hazirlanan
inokulum i¢in inkiibasyon siiresi 6 giin olarak belirlenmistir. 6 giinliik inkiibasyon
periyodu sonunda hiicreler logaritmik biiyiime evresine girmistir. Ayrica 250 mL’

lik erlenlere 20 mL inokulum 80 ortam kullanilarak kiiltiir hazirlanmustir.

3.2.3. Hiicre konsantrasyonunun belirlenmesi

Hiicre konsantrasyonunu tespit etmek ve biiyiime grafiklerini ¢ikarabilmek
i¢cin giin asir1 6rnek alinmistir. Yaklasik 2,5 mL 6rnek steril pipetler kullanilarak

aseptik kosullarda her bir kiiltiir sisesinden alinmistir. Bunun 2 mL’ lik kismu
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optik yogunluk 6l¢iimiinde ve 6rnegin geri kalan1 mikrokop altinda incelenmek

i¢cin kullanilmustir.

Ultraspec 1100 pro markali spektrofotometre yardimiyla otomatik olarak
gorliniir dalga boylar1 (400-700 nm) arasinda taranarak optimum dalga boyu
secilmistir. Bu yilizden hiicre biiyimesi Chlorella sp. igin 600 nm’ de hiicre

slispansiyonunun absorbans ol¢limii ile yapilmistir.

Hiicreler c¢okelme egiliminde olduklarindan Ornekleri spektrofotometre
kiivetlerine koymadan once iyice vorteks ile karistirmak gerekmektedir ve analiz
stiratle yapilmaldir.

e Spesifik Biiyiime Hizlarimin Belirlenmesi

Denemelerde spesifik biliylime hizlarinin ve ikilenme siirelerinin

hesaplamalar1 Becker (1995)’ in formiiliine gére yapilmustir.

~Inx, =Inx,
At

1 ; Spesifik biiytime hizi

X2; t; zamanindaki hiicre konsantrasyonu
x1; t; zamanindaki hiicre konsantrasyonu
At = tp-t)

D.T.; ikilenme siiresi

pr=122
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Aksenik kiiltiir elde edilmesi

Isik altindaki kalttr

— T

Santifiriij ile coktiirme Filtrasyon ile ayirma

(yikama islemi) -3 kere- -3 kere-

Antibiyotikle muamaele
(Ampisilin, Gentamisin, Antibiyotikli agara ekim

Kanamisin, Streptomisin)

!

Antibiyotiksiz agara ekim

\

Tek hiicre izolasyonu

'

Aksenik (bakterisiz) koloniler

/

Fototrofik  Uretim —>

Mikstrofik  Gretim >
— > (OD, hiicre sayimi)

Blylume hizlar
karsilastirilacak

Hetetrofik Gretim

Sekil 3.4: Aksenik mikroalg elde etme prosediirii
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Heterotrofik mikroalg kiiltiirlerinin verimliligi potansiyel olarak ototrofik
mikroalg kiiltiirlerinin verimliliginden daha yiiksek olabilir fakat ¢ogu alg 1s18a

ihtiyag¢ duyar.

3.2.3.1. Hiicrelerin santrifiij edilmesi

Aseptik kosullar altinda ependorf tiiplere koyulan Chlorella sp., ESW kiiltiir
ortam1 ile 4500 rpm’ de 5 dk siireyle 3 kere santrifiij edilmistir. Santrifiij edilen

Ornekler 5 mL steril sivi ortamina aktarilir.

3.2.3.2. Antibivotikle muamele

10 mL saf su i¢inde 100 pg.mL™ ampisilin, 25 pg.mL" kanamisin, 25
pug.mL™! streptomisin ve 25 pg.mL’ gentamisin olacak sekilde ¢oziilir. Bu
antibiyotik karigimi kullanilmadan 6nce 0,2 pm steril filtreden gecirilerek steril
hale getirilir. Hem siv1 kiiltiire hem de kati ortama (agar iizerine) antibiyotik
eklenmistir. Santrifiij edilen ornekler 5 mL sivi ortama aktarilir ve 200 pL
antibiyotik karigimi ekleyip yaklasik 24 saat bekletilir. Bu siire bitiminde hiicreler
taze ortama alinir ve antibiyotiksiz kati1 ortama (agara) ¢izgi ekim yontemiyle
aktarilir. Santrifiigasyon yoluyla bakteri sayisi azaltilan 6rnekler taze sivi ortama
aktarilir ve 25 pL 6rnek antibiyotikli agar iizerine ¢izgi ekim yontemiyle ekilir.
Hem antibiyotikli hem de antibiyotiksiz agar iizerinde olusan mikroalg kolonileri
steril edilmis kiirdan yoluyla teker teker toplanip 3 mL steril s1v1 ortam igeren test
tiplerine koyulur. Isig1 yogun olan bir kiiltir dolabinda bu tek hiicre

izolasyonlarinin tiremesi beklenir.

3.2.3.3. Akseniklik testi

Yogunlasan kiiltlirlerin aksenik olup olmadigini1 anlamak i¢in 100 pL sivi
mikroalg 6rnegini “Nutrient Agar” {izerine yayma yontemiyle aktarihir. 30 °C” de

2-3 giin inkiibatdre birakilir.
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Sekil 3.5: Aksenik olmayan 6rnekler

Sekil 3.6: Aksenik olan Chlorella sp. 6rnekleri

Aksenik olan ornekler sekillerde goriildiigii gibi temiz bir goriintii olusturur
ve sadece alg tirer (Sekil 3.6). Aksenik olmayan Ornekler ise kirli bir goriintii

olusturur ve genelde bakteri veya kiif iiredigi gozlenir (Sekil 3.5).

Ornegin Optik Yogunlugu (OD, Optic Density) élciilerek de aksenik olan
kiiltiirlerin aksenikligini kaybetmesi go6zlenebilir. Ani bir artis bunun bir

gostergesi olabilir.

Bir diger yoOntem ise steril olarak alinan Orneklerin Faz-Kontrast

mikroskobu ile incelenmesidir.

Bulaniklik da bir 6rnegin aksenik olup olmadiginin gostergesidir. Eger
ornek bulanik ise kontamine olmus diyebiliriz. Bulaniklik yok ise bu temiz

olduguna isarettir.
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pH ol¢iimii de bir baska gostergedir. Eger ani bir pH degisimi séz konusu

ise bu bir kontaminasyon olabilecegine isarettir.



35

4. SONUCLAR ve TARTISMA

Mikroalgler; enerji kaynagi olarak 1$181, karbon kaynagi olarak CO;’i
kullanan fototrofik canlilardir. Bu yiizdendir ki mikroalg endiistrisinde fototrofik
tretim sekli en yaygm kullanilan {iretim sistemidir (Chen, 1996). Bu iiretim
sistemleri i¢in havuz, gol gibi agik sistemler veya kontrollii kapali sistemler olarak
fotobiyoreaktorler kullanilmaktadir. Acik sistemler hava degisiklikleri nedeniyle
kontrollerinin zorlugu, yiiksek yatirim maliyetleri, elde edilen biyomas miktarinin
diistikliigli ve yiiksek kontaminasyon riskleri nedeniyle dezavantajli olmaktadir.
Kapali sistemler olarak kullanilan fotobiyoreaktorlerin ise agik sistemlere gore
avantajlar1 fazla olmasmma karsin, bu sistemlerde yasanan yetersiz 151k
penetrasyonu, Yyiiksek konsantrasyonlarda oksijen birikiminden kaynaklanan
olumsuz etkiler, ¢ok biiyiik miktarda suyun islemden gecirilmesi gerekliligi ve bu
islemin tiretim maliyetlerinde oldukga fazla bir yer iggal etmesi gibi dezavantajlar
da bulunmaktadir (Demirel ve Ozpinar, 2003; Lee, 2001 ). Baz1 mikroalgler,
organik karbon kaynaklarini hem karbon hem de enerji kaynagi olarak
kullanabilmektedir. Heterotrofik iiretim yoOntemi, bu mikroalglerin kiiltiire
edilmesinde daha diisiik maliyetlerle gergeklesmektedir. Bunun yani sira,
fotosentetik sistemlere uygulanamayan kesikli beslemeli veya yiiksek hiicre
yogunlugu (high cell density) iiretim teknikleri kullanilmasina ve mikroalglerin
biiyiik Olgekteki tiretimlerine olanak saglar. Bu iiretim yontemi, 151k ihtiyacini
ortadan kaldirir ve bdylece mikroalgal hiicre konsantrasyonunun c¢ogalma
olasiligin1 arttirarak kesikli sistemlerde hacimsel verimliligi de arttirir. Ayrica
endiistriyel mikrobiyolojideki fermentor sistemleri degisik isletim modlarinda
kullanilarak bu verimlilik arttirilabilir. Besiyerlerinin steril edilmesi ve iiretim
boyunca saglanan aseptik kosullarla kontaminasyonlar elimine edilebilmektedir
(Chen, 1996). Mikroalglerle hetetrofik biiyiime kosullarinda yapilan ¢aligmalarin
pek ¢ogu laboratuar oOlgeginde kalmistir. Chlorella minutissima, Chlorella
saccharophia, Chlorella sorokiniana, Chlorella pyrenoidosa,, Chlamydomonas
reinhardtii, Crypthecodinium cohnii, Schizochytrium aggregatum, Schizochytrium
mangrovei, Amphidinium carterae ve Nitzschia laevis ¢alisilan tiirler arasinda
bulunmaktadir (Chen ve Johns 1991; Chen and Johns 1996; Vazhappilly and
Chen 1998; Jiang et al., 2004; Chen et.al., 2007). Mikroalglerin, endiistriyel

Olcekte heterotrofik olarak {iretilmesi i¢in dikkate deger caligmalar yapilmaya
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baslanmistir. Japonya’da Crypthecodinium cohnii’den hetetrofik olarak {iretilen
DHA icin pek ¢ok heterotrofik proses patent altina alinmistir. Bu iiretim

sistemlerinden bir tanesi de ticarilestirilmistir (Chen, 1996).

Bu c¢aligmada heterotrofik biiylime potansiyeline sahip yeni tiirlerin
bulunmasi ve heterotrofik iiretim kosullarinin optimizasyonu icin yerel bir izolat
olan Chlorella sp.” nin heterotrofik iiretim potansiyeli diger iiretim yontemleriyle
karsilagtirilarak incelenmistir. Chlorophyta tiyelerinin morfolojik olarak birbirine
cok benzemesi sebebiyle molekiiler olarak tanilamayi zorunlu kilmistir. Chlorella

sp.” nin DNA’s1 ZRFungal/Bacterial DNA Kiti ile izole edilmistir (Sekil 4.1).

-

Sekil 4.1: Chlorella sp.” nin ZRFungal/Bacterial DNA Kiti ile DNA izolasyonu.
Marker(M), 1kb DNA ladder (10,0 kb, 8 kb, 6,0 kb, 5,0 kb, 4,0 kb, 3,0 kb, 2,0
kb, 1,5 kb, 1,0 kb ve 0,5 kb); 1(a)-2(b),

25 pl olarak hazirlanan PCR iirlinlerinde 359 F-781R(a) i¢in baglanma
sicakligr 62 °C, 359 F-781R(b) i¢in Nanohelix kitinde 65 °C derece kullanilarak
optimizasyonlar1 yapilmistir. Sekil 4.2° de elde edilen PCR sonuglarina gore 359
F-781R(a) primeriyle ¢ogaltilan DNA silik bir bant olustururken, 359 F-781R(b)
primeriyle ¢ogaltilan DNA belirgin bir bantlagsma gostermistir.
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Sekil 4.2: PCR sonuglari

Dizi analizi sonuglar1 NCBI-Blast programindan yararlanilarak yapilmus,

ileri ve geri primer yonleri ayr1 ayr1 okutularak karsilastirmali olarak sonuglar

verilmistir. 359F-781R (a) Auxenochlorella protothecoides 16S small subunit

ribosomal RNA gene, partial sequence; chloroplast, AYS553213.1; tiirline

maksimum %90 benzerlik gostermistir.

359F-781R (b) Chlorella sorokiniana plastid DNA small subunit (16S-

like) ribosomal RNA, X65689.1; tiirline maksimum %97 benzerlik gdstermistir.

Dizi analizi sonuglari tablo halinde Cizelge 4.1’ de verilmistir.

Cizelge 4.1: 359F-781R ig¢in dizi analizi sonuglari

Primerler Organizma Adi Maksimum
Tanilama

359F-781R | Chlorella sorokiniana plastid DNA small subunit | %97
(16S-like) ribosomal RNA

359F-781R | Chlorellaceae sp. M7 16S ribosomal RNA gene, | %97
partial sequence; plastid

359F-781R | Auxenochlorella protothecoides 16S small subunit | %90
ribosomal RNA gene, partial sequence; chloroplast

359F-781R | Chlorella vulgaris 16S ribosomal RNA gene, partial | %88
sequence; chloroplast gene for chloroplast product

359F-781R | Chlorella pyrenoidosa 16S rRNA gene CS12 region, | %84

strain TAM C-210
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Chlorellaceae sp. M7 HM573453.1
Chlorella sorokiniana X65689. 1

15 L Chlorella sp.SUN-2 EF114678.1
Chlorella sp. USTB-01 FJ593471.1

19 5 — Koliella planctonica AF497783.1

1 97 L— Raphidonema nivale AF497781.1
Chlorella wilgaris X16579.1

2 Sample

Chlorella wigaris C-27 AB001684.1
Chlorella sp. EU729024.1

Chlorella wigaris (strain 211-1e)D11347
Uncultured Synechococcus sp.
Auxenochlorella protothecoides AY553213.

http://botany.natur.cuni.cz http://botany.natur.cuni.cz
: =
& ; Ry
< >
- >
3 . | ®

Sekil 4.3: 1, Auxenochlorella protothecoides; 2, Chlorella sorokiniana; 3, Giimiildiir

Chlorella sp. fotograflar (1600x%)
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Sekil 4.4. Fototrofik tiretimi yapilan Chlorella sp. ve akseniklik kontrolii

Sekil 4.5: Miksotrofik tiretimi yapilan Chlorella sp. ve akseniklik kontrolii

Sekil 4.6: Heterotrofik iiretimi yapilan Chlorella sp. ve akseniklik kontrolii
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Sekil 4.7° de 25°C sicaklik kosullarindaki Chlorella sp.” nin optik yogunluk
sonuglar1 yer almaktadir. Chlorella sp.” nin optik yogunlugu 600 nm’ de

Olclilmiistiir.

Chlorella sp.

w

\I‘\J
w
|

[a]

Fototrofik

OD (600 nm)
o =
\

= \/liksotrofik

Hetetrofik

o

Zaman (giin)

Sekil 4.7: Chlorella sp. igin 25°C” de ve 600 nm’ deki optik yogunluk sonuglari

Cizelge 4.2: Fototrofik, miksotrofik ve heterotrofik liretimi yapilan Chlorella sp.’

nin spesifik bliylime hiz1 (u degeri) ve ikilenme stireleri

Spesifik biiyiime hiz1 (giin™) Ikilenme siiresi (giin)
Fototrofik iretim 0,069 10,05
Miksotrofik tiretim 0,108 6,93
Heterotrofik iiretim 0,247 2,56

Yapilan deneylerin sonuglarina gore, fototrofik, miksotrofik ve heterotrofik
iiretim agisindan maksimum biiyiimenin 8. giin oldugu bulunmustur. Aksenik
Chlorella sp.” nin farkli idretim yontemleri karsilastirildiginda en iyi iretim
yonteminin (Sekil 4.7) heterotrofik iiretim yontemi oldugu belirlenmistir.
Chlorella vulgaris’ in fototrofik tiretimi sonucu elde edilen maksimum kuru
agirhk 0,19 g/L"' olarak belirlenmistir (Bulut, 2009). Baska bir ¢alismaya gore

heterotrofik olarak tiretilen; Chlorella sorokiniana’ dan 1 g L' h', Nitzschia alba’
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dan 0,8 g L' h'', Arhtrospira sp.” dan 1,2 ¢ L' h"' biyomas elde edilmistir
(http://www.algae.wur.nl). Fototrofik Chlorella sp.” den elde edilen biyomas (0,19
g L") ve spesifik biiyiime hiz1 (0,78 giin), miksotrofik Chlorella sp.” den elde
edilen biyomas (0,31 g L) ve ve spesifik bityiime hizi (1,3 giin™), heterotrofik
Chlorella sp.” den elde edilen biyomas (0,6 g L) ve ve spesifik bityiime hiz1
(2,52 giin™) olarak belirlenmistir. Bu arastirma sonuglarma gore Chlorella sp.

heterotrofik iiretim potansiyeline sahiptir.
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5. ONERILER

Son yillarda yenilenebilir enerji kaynaklarina ve ekonomik {retim
yontemlerine olan ilgi artmistir. Alglerin bu enerji kaynaklar1 arasindaki yerini
alma nedeni ise hizli biiylime O6zelligine sahip olmalari, ortam kosullarindaki
degisimlere dayanikli ve toleransli olmalar1 sayilabilir. Mikroalgler genelde
fotosentetik organizmalar olarak degerlendirilir. Ancak yapilan ¢aligmalar ¢ogu
tiirlin heterotrofik ve miksotrofik biiyliime yetenegi oldugunu gostermistir (Droop
1974) .Ayrica bu heterotrofik tiirler neredeyse alglerin biitiin taksonomik
siiflarinda bulunurlar. Gegtigimiz elli yil igerisinde gelistirilen fermantasyon
teknolojisi ile biiyilk miktarlarda maya ve bakterinin endiistriyel iiretimi
yapilabilmektedir ve bu teknoloji ile heterotrofik algal iiretim kolayca yapilabilir.
Diger mikroorganizmalar icin kullanilan fermantasyon tanklari ayni zamanda
heterotrofik alg iiretimi i¢inde uygundur. Buna ek olarak hiicrenin biiylimesi ve
biyokimyasal igerigini etkileyen bazi parametreler de kontrol edilebilir. Ayrica
verimliligi arttirma maliyetleri azaltma metotlar1 ile ilgili zengin bir endiistriyel

mikrobiyolojik bilgi kaynagi da vardir.

Heterotrofik tireme potansiyeli yiiksek yerel bir izolat olan Chorella sp.’ nin
baska ¢alismalara kaynak olmasi agisindan izolasyonu yapilmistir. Bu tiiriin kiiltiir
koleksiyonuna dahil edilmesiyle de farkli c¢alismalarda kullanilmasi
planlanmaktadir. Ayrica hedeflenen {retim yoOntemleri i¢in kosullarin
degistirilmesiyle optimizasyonlar1 saglanabilir. Cesitli yontemler kullanilarak
bir¢ok tiirlin aksenik izolasyonu yapilabilir. Bagka yerel izolatlarin heterotrofik
iiretim potansiyellerinin arastirilmast ve farkli sektorlere kaynak olusturmasi da
biiyilk o6nem tasimaktadir. Diinyanin %70’ nin denizlerle kapli oldugu
diistiniilecek olursa, bu kaynaklarda yasayan alglerden faydalanmak oldukca

Onemlidir.
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