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OZET

CHLORELLA ELLIPSOIDEA ve DUNALIELLA BARDAWIL
(Chlorophyta) MIKROALG TURLERININ FARKLI BESIN
ORTAMLARINDAKI BIYOKIMYASAL KOMPOSIiZYONUNUN
BELIRLENMESI

SONMEZISIK, Tugba

Yiiksek Lisans Tezi, Su Uriinleri Yetistiricilik Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Prof. Dr Semra CIRIK
Agustos 2010, 73 sayfa

Bu c¢alismada Chlorella ellipsoidea ve Dunaliella bardawil’in
(Chlorophyceae) farkli ortam kosullarinda yetistiricilikleri yapilmistir. Elde edilen
biyomas ile lipit, protein, karbonhidrat, toplam su miktari, nem miktari, kiil
miktar1 arastirilmistir. Chlorella ellipsoidea i¢in, 25°C’de F/2 ve Proteose
ortamlar1 uygulanmistir. En yliksek lipit, protein ve karbonhidrat miktarlarinin
Proteose ortaminda oldugu saptanmistir. 10. giine ait lipit, protein, karbonhidrat,
toplam su, nem, kiil miktar1 sirast ile % 20.4 + 0.99, % 56.6 £1.04, % 16.4 +1.71,
%1.89 +0.185, %14.25 +1.561.89, % 4.71 +0.201. Dunaliella bardawil kiiltiirii
icin, 21°C ‘de 2XErdschreiber ve Modifiye Edilmis Johson ortamlar
uygulanmistir. En yiiksek lipit, protein ve karbonhidrat miktarlarinin
2XErdschreiber ortaminda oldugu belirlenmistir. 12. giine ait lipit, protein,
karbonhidrat, toplam su, nem, kiil miktar1 degerleri siras1 ile % 9.1 £0.17, % 39.7

+2.28, % 22.8 £2.51, % 1.44 +0.28, % 18.28 £1.26, % 26.96 +1.35 bulunmustur.

Anahtar sozciikler: Mikroalgler, lipit, protein, karbonhidrat Chlorella ellipsoidea

ve Dunaliella bardawil.
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ABSTRACT

DETERMINING THE BIOCHEMICAL COMPOSITION of
CHLORELLA ELLIPSOIDEA and DUNALIELLA BARDAWIL
(Chlorophyta) MICROALGAE IN DIFFERENT TYPES FOOD
ENVIRONMENT

SONMEZISIK, Tugba
Master's Thesis, Department of Fisheries Aquaculture
Supervisor: Prof. Dr. Semra CIRIK
December 2010, 73 Pages

In this study, aquaculture of Chlorella ellipsoidea and Dunaliella bardawil
(Chlorophyceae) were performed in different environmental conditions. Protein,
carbohydrate, total water content, moisture content, ash content and the obtained
biomass with lipid were investigated. F/2 at 25°C and Proteose environments were
applied for Chlorella ellipsoidea. It is determined that the highest level of lipid,
protein and carbohydrate are at F/2 environment. The value of lipid belonged to
10th day, protein, carbohydrate, total water, moisture, amount of ash are % 20.4 +
0.99, % 56.6 £1.04, % 16.4 +1.71, %1.89 +0.185, %14.25 £1.561.89, % 4.71
+0.201 respectively. 2XErdschreiber at 21°C and Modified Johson environments
were applied for Dunaliella bardawil. It is determined that the highest level of
lipid, protein and carbohydrate are at 2XErdschreiber environment. The value of
lipid belonged to 12th day, protein, carbohydrate, total water, moisture, amount of
ash are % 20.4 £ 0.99, % 56.6 £1.04, % 16.4 £1.71, %1.89 £0.185, %14.25
+1.561.89, % 4.71 £0.201 respectively.

Key words: Microalgae, lipid, protein, carbohydrate and Chlorella ellipsoidea,
Dunaliella bardawil
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GIRIS

Algler uzun yillardan beri hiicre i¢inde biriktirdikleri protein, karbonhidrat,
yag asitleri, vitamin, mineral, pigmentleriyle; daha pek ¢ok dnemli metabolitleri
nedeniyle endiistri ve saglik alanlarinda degisik amaglarla kullanilmaktadir.
Mikroalgler 1ile yapilan yogun aragtirmalar, 0&zellikle siyanobakterilerde
1980’lerde baglamistir, son yillarda da mikroalgler kapsamli arastirmalarin odag:
haline gelmislerdir (Neenan et al., 1986). Bunun nedeni, denemeler i¢in gerekli
olan algal biyokiitlenin, laboratuar dlgeginde kolaylikla kiiltiire edilebilmesidir.

Az miktardaki materyal ile cok miktarda ekstrakt ve bilesik denenebilmektedir.

Mikroalgler kara bitkileri gibi giines 15181 ve karbondioksiti kullanarak yag
iiretebilmeleri, saatler igerisinde bdliinerek c¢ogalmalart ve yil boyunca
tiretilebilmeleri sebebiyle kara bitkilerinden daha fazla iirin verimliligine sahip
organizmalardir. Algal kiitleden yag eldesi konusunda diinyanin pek ¢ok
iilkesinde caligmalar gizlilik igerisinde siirdiiriilmektedir. Yag icerigi yiiksek tiir
arayisinin yaninda mevcut tiirler igerisinde yag igerigini ylikseltme olanaklar
konusu arastirilmaktadir (Neenan et al., 1986). Mikroalgal hiicrelerin liretiminde
hasat islemi, kiiltiiriiniin nispeten maliyetli olmas1 gibi sorunlar ile birlikte kara
bitkilerine gore avantajlarinin daha fazla olmasi ve hepsinden 6nemlisi suyu en
verimli kullanan sistemler olmalari, arastiricilarin  konuya olan ilgisini
artirmaktadir. Biiyiilk hacimlerde mikroalgal iiretim, verimsiz arazilerde
gerceklestirilebilmektedir. Enerji kaynagi depo iiriinleri, membran komponentleri

gibi fonksiyonel olan lipitler ve yag asitleri tiim bitki hiicrelerinin bilesenleridir.

Alglerin atiksu aritimi, giibre, insan gidasi, hayvan yemi, kozmetik
sanayinde kullanilmasinin yaninda son yillarda enerji kaynagi olarak
yenilenebilir, biodiesel yakit kaynagi olarak degerlendirme olanaklari
arastirilmaktadir (Neenan et al., 1986). Bu amagla yag igerigi ve biiyiime hizi
yliksek mikroalg tiirlerinin belirlenmesi c¢alismalar1 ile birlikte, hiicre icinde
mevcut yag igeriginin arttirtlmasini uyaran stres kosullarmin belirlenmesi

arastirilmalar da stirdiirilmektedir.



Bu c¢alismada yesil algler simifindan olan Chlorella ellipsoidea ve
Dunaliella bardawil farkli besin ortamlarinda yetistirilmis ve alglerin lipit,

karbonhidrat ve protein igeriklerine etkisi arastirilmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Takagi et al., (2005) yilinda yaptiklar1 bir ¢alisma da Dunaliella
hiicrelerinde triasilgliserid ve lipitlerin birikmesinde tuz stresinin etkisini
aragtirmiglardir. 1.5 M' den daha yiiksek NaCl konsantrasyonunun belirgin sekilde
hiicre biiylimesini engelledigini NaCl konsantrasyonunu 0.5 M’ den 1.0 M' a

arttirlldiginda daha yiiksek hiicre i¢i lipit’e sahip oldugu saptanmistir (% 60).

Xu et al., (2006) yilinda yaptiklar1 ¢alismada Chlorella protothecoides’in
heterotrofik (Het.) ve ototrofik (Ot.) yetistirme sartlarinda bio-dizel olarak
kullanim olanaklarimi1 karsilastirmiglardir. C. protothecoides’in ototrofik olarak
kiiltiire alindiginda hiicre icerisindeki protein oraninin hetetrofik (Het.) beslemeye
gore 5 kat arttig1 (54.64 (Ot.) / 10.28 (Het.), ancak yag (lipit) oraninin 4 kat (14.57
(Ot.) / 55.20 (Het.)) ve karbonhidrat oraninin 1.5 kat (10.62 (Ot.) / 15.43 (Het.))
oldugu kaydedilmistir.

Petkov and Garcia, (2007) farkli Chlorella tiirlerindeki yag oranini
incelemisler ve daha Once yapilan benzer c¢alismalarla karsilagtirmislardir.
Calisma da, farkli Chlorella tiirlerini fotototrofik, heterotrofik ve disari
kosullarinda iiretmisler, tlirler {izerinde azot eksiltmesi uygulayarak yag
iceriklerini incelemiglerdir. Calisma sonuglarina gore 20 karbonlu ve 4 ya da 5 ¢ift
bagli yag asidinin tiir farkliligindan kaynaklanmadig: diisiiniilmiistiir. Tath su
alglerinden C. pyrenoidosa’nin fotototrofik olarak azot ilave edilmeden yapilan

yetistiriciliginde, yag asidi miktarinin artti§1 saptanmustir.

Yapilan bir caligmada Chaetoceros calcitrans (diatom) su iriinleri
yetistiriciliginde, canli yem kaynagi olarak kullanilmistir. Calisma laboratuar
kosullart altinda, farkli sicaklik (20-25 ve 30°C), tuzluluk (%o 25-30) kosullarinda
ve CO; ilaveli vererek havalandirma uygulanarak yapilmis ve C. calcitrans’da
bliylime, biyomas, karbonhidrat, lipit ve protein miktarina etkilerine
arastirtlmigtir.  Biliylime ve biyomas degerleri karbondioksit ilavesinden
etkilendigini, tuzluluk ve sicaklik degisimlerinden daha az etkidigini
saptamislardir. Lipit ve karbonhidrat icerigi, diisiik sicakliklarda (20 ve 25 °C)

yiiksek degerlerde saptanmis, iken protein igerigi etkilenmemistir. Karbondioksit



eklemesi protein degerini artirirken, karbonhidrat degerini diistirmiis, lipit oranini
degistirmemistir. Yiiksek tuzlulukta karbonhidrat artis gostermis, protein ve lipit

oranlarinda diisiis olmustur(Raghavan et al., 2008).

Liang et al., (2009) yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada Chlorella vulgaris’de
farkl1 biiylime kosulunda biomas ve lipit lretimini arastirmiglardir. Kiiltiirler
ototrofik ve heterotrofik olarak biliylimeye alinmislar, ototrofik biiylime ile daha
yiiksek lipit icerigi (% 38) saglanmis, heterotrofik biiylimede ise glukoz, asetat ve
gliserol kullanim ile ¢ok daha az lipit iiretimi oldugu saptanmistir. Optimal hiicre
yogunlugu (2 g 1-1) ve lipit iiretimine (54 mg-1 giin-1) % 1 glikoz kullaniminda
ulagilmistir. Azot konsantrasyonuna bagli olarak mikroalglerin biyokimyasal
kompozisyonlarindaki degisikler cesitli arastirmacilar tarafindan incelenmistir

(Xu et al., 2001; Li et al., 2008).

Mikroalgal lipit iiretimini tetikleyen faktdrleri bulmak yapilan arastirmalar
cevresel stresin bir¢ok mikroalg tliriinde lipit birikimine etki ettigini gostermistir.
Calismalarin ¢ogunda besin ortamindaki azotun azalmasi ile lipit miktarinin arttig1
da bildirilmistir (Evans et al., Ratledge, 1984). Bothom and Radledge (1979)
besin ortamindaki azot kaynagina bagli olarak lipit miktarinin degistigini, azotun
azalmasi ile birlikte glukozun lipit’e doniistiiglinii bildirmislerdir. Yapilan diger
calismalarda da mikroalglerin lipit birikimi i¢in, azotun sinirlandirilmasi gerektigi
tespit edilmistir (Turcotte and Kosaric, 1988; Evans and Ratledge, 1984; Widjaja
et al., 2009).

Cevresel kosullar ile birlikte kiiltiir ortaminda kullanilan besleyici
elementler ve konsantrasyonlar1 mikroalgal biiylime ve biyokimyasal yap1
tizerinde degisikliklere neden olabilmektedir (Brown et al., 1993). Azot kaynagi
ve farkli konsantrasyonlari’nin mikroalglerin biliylime ve biyokimyasal
yapilarinda etkili oldugu bilinmektedir. (Gokpinar, 1991; Xu et al., 2001).
Alglerde lipit sentezi yiiksek bitkilerdeki yag sentezi ile benzerdir (Chisti., 1980;
Nagle and Lemke., 1990; Sawayama et al., 1995). Mikroalgler tarafindan
olusturulan yaglar, sebze yaglarina benzer yag asidi bilesimine sahiptirler.
Alglerin bircok tilirii tarafindan sentezlenebilen  O6nemli yag asitleri de

bulunmaktadir (Knothe et al., 1997).



Besin igerigi ve cevresel faktorler, total yag icerigi kadar yag asitlerinin
birbirlerine gore oranlarin1 da etkileyebilmektedir. Azot sinirlamasi ile biiyliyen
birgok mikroalg tiiriinde lipit i¢eriginin arttig1 gdzlenmistir. 1940’larin sonlarinda
azot agliginin lipit deposu tizerinde etkili oldugu saptanmis ve kuru agirlikta %
70-85 lipit diizeyi rapor edilmistir. Dunaliella sp. veya Tetraselmis suesica gibi
bazi alg tiirleri ise diisiik lipit icermekte ve genellikle lipitten ¢ok karbonhidratlari
iiretmektedirler. Azotun disinda diger bazi besin eksiklikleri de lipit igeriginde
diisiise sebep olabilmektedir. Ornegin diatomlarda lipit miktar1 silikon aglig1
sirasinda artabilir. Farkli azot rejimlerinin bazi alg tiirleri (Scenedesmus obligus,
Chlorella vulgaris, Anacystis nidulans, Microcystis aeruginosa, Oscillatoria
rubescens, Spirulina platensis) nin lipit igerigi ve biiylimesi {iizerine etkileri
calisilmistir (Piorreck and Pohl 1984).

Chlorophyceae sinifina ait yesil flagellatlardan Dunaliella salina’nin; kuru
agirliktan yapilan analizinde besin kompozisyonu bakimindan % 57 protein, % 32
karbonhidrat, % 9 yag, % 8 minarele sahip oldugunu bildirmislerdir (Fabregas and
Herraro, 1985). Bir diger c¢alismada Dunaliella salina’nin yag asitleri
kompozisyonu incelenmis ve % 23.3 doymus yag asidi, % 24.0 tek doymamis
asidi, % 6.8 C:16, % 10.9 18:2w6, % 30.3 oraninda 18:3w3 yag asidine sahip
oldugu bildirilmistir = Mikroalg  kiiltiirlerinde  biyomasin  biyokimyasal
kompozisyonu ve yag asitleri degerleri g¢evresel faktorler, besin ortami ve

aydinlatma ile degismektedir (Ben-Amotz et al., 1985).

Tatli su mikrolaglerinden Chlorella vulgaris’in tirettigi lipit miktarina, CO,
konsantrasyonunun, azotun, hasat zamaninin ve ekstraksiyon ydntemlerindeki
farkliliklarin etkisi incelenmistir. Calismada 60 °C’nin altinda yapilan kurutma en
iyl sonucu vermistir. 60 °C’nin iizerinde yapilan kurutma islemi ise triasilgliserid
igerigini diisiirmiistiir. Yeterince ezilip toz haline getirilen kuru alg 6rneklerine
uygulanan ultra sonikasyon, lipit igerigine ve ekstraksiyon zamanina etki
etmemistir. Mikroalgal hiicrelerin toplam lipit igeriginin yilikselmesi besin
ortamindaki azot miktar1 ile ilgili oldugu gozlenmistir. Besin ortamindaki azot
normalden aza dogru indigi zaman serbest yag asitlerince zengin lipitten,
triasilgliserid igeren lipite dogru bir degisim olmustur. Yiiksek lipit igerigi azotun

az oldugu ve dolayisiyla biyomas artisinin yavas ilerledigi ddnemlerde



gozlenmistir. Yiiksek oranda ortama verilen CO;’in de lipit {iretimini artirmada
onemli rol oynadigr gozlenmistir. CO, konsantrasyonunun normal, azotun az
oldugu ortamlarda yiiksek lipit icerigi goriilmiistiir. Yiiksek CO, konsantrasyonu
ve normal besin ortami ile yapilan iiretimde logaritmik biiyime fazinin sonunda
azotun azalmasi sonucu lipit lretimi artmistir (Widjaja et al., 2009). Denizel
Chlorella sp.’de yiiksek oranda hiicre igi lipit igerigi ve besin ortamindaki azotun
azalmasi sonucu lipit iiretiminin arttigi Illman et al., (2000) tarafindan da

bildirilmistir.

Urenin azot kaynagi olarak kullanildigi Chlorella sp. kiiltiir ¢alismasinda
besin ortamindaki iirenin azalmasi sonucu hiicre sayilar sabit kalirken, biyomas
konsantrasyonlarinda azda olsa bir yiikselme oldugu saptanmistir. Mikroalglerin
lipit igerigi kompozisyonuna tuzlulugun etki ettigi yapilan ¢aligmalarla tespit
edilmigtir. NaCl konsantrasyonu 0.4 M’dan 4 M’a yiikseldigi zaman c¢oklu
doymamis yag asitleri azalirken tekli doymamis yag asitleri artmistir (Qing et al.,
1997). Yapilan bagka bir ¢alismada NaCl konsantrasyonunun artmasi ile birlikte
doymus yag asitleri yiizdesi diismiis, doymamis yag asitleri artmistir (Fujii et al.,

2001).

Dunaliella  salina’nin  lipit ve triasilgliserit  birikimine  tuz
konsantrasyonunun etkisini denemek i¢in yapilan ¢alismada 1.5 M, 1 M ve 0.5 M
NaCl igeren besin ortamlar1 kullanilmistir. Dunaliella kiiltiiriinde besin ortami
olarak litrede 29.2 g NaCl, 1.0 g KNO3, 1.5 g MgCl,.H,0, 0.5 g MgS0,4.7H,0,
0.2 g KCl, 0.2 g CaCl,, 0.045 g Ko;HPOy, 2.45 g tris, 1.89 mg EDTA.2Na, 0.087
mg ZnS04.7H,0, 0.61 mg H3BO;, 0.015 mg CoCl,.6H,0, 0.06 mg CuS0O4.5H,0,
0.23 mg MnCl,, 0.38 mg (NH4)6M070,4.4H,0, 3.64 mg Fe(Ill).EDTA bulunan
NORO ortami kullanmilmig ve pH 8’e ayarlanmistir. 20 ml deney tiiplerinde
bulunan kiiltiirler 100 mI’lik erlenlere inokiile edildikten sonra 680 nm’de optik
yogunlugu 0.05 olarak ol¢tilmustiir. Kiiltiir sicaklig1 28 °C’ ye, 151k yogunlugu ise
65 umol s-1m-2 ayarlanmigtir. Denemenin sonunda 1.0 M NaCl bulunan
kiiltiirden hasat edilen hiicrelerde hiicre i¢i lipit % 67 ve triasilgliserol miktar1 %
56 olarak bulunmustur. 0.5 M NaCl igeren kiiltiirde ise hiicre ici lipit miktar1 % 60

ve triasilgliserol miktar1 % 40 olarak saptanmistir. Ayrica NaCl konsantrasyonu



1.0 M’ dan 2.0 M’ a yikseltildiginde hiicre konsantrasyonunun diistiigi
gozlenmistir (Takagi et al., 2005).

Dunaliella salina 0.05-5 M tuzluluga, 1-9 pH’a, 10-30°C sicakliga tolerans
gosterebilirler (Gimmler and Weis, 1992; Santin-Montanya, 2007). Isik tolensi ile
ilgili yapilan ¢alismada ise 10-1000 pE.m-2.s-1 1s1k yogunluguna tolerans
gosterdikleri tespit edilmistir (Aizawa and Miyachi, 1992; Santin-Montanya,
2007). Yapilan diger bir ¢alismada azot ve 1sik yogunlugunun Dunaliella
salina’nin lipit tiretimine etkisi ¢alisilmistir. Calisma igin iki farkli 151k siddeti ve
iki farkli azot miktar1 kullamlmustir. Iki erlen 24 saat 800 pumol m-2s-1
aydinlatmaya diger iki erlen ise yine 24 saat 200 pmol m-2s-1 aydinlatmaya
uygulanmistir. Yiiksek 1siktaki denemeye 20 mM NO3- lik ve 2 mM NO3-’luk
azot konsantrasyonu ile baglanmistir. Ayn1 sekilde diisiik 1siktaki denemede de
icinde 20 mM NO3™“lik ve 2 mM NO3-’lik besin otami kullanilmistir. Ortam
sicakligr 28 °C’ ye, pH 8.1 e ve tuzluluk 1.0 M’ a ayarlanmistir. 13 giin siiren
denemelerde biyomas gelisimi hem yiiksek hem de diisiik 1sikta 2 mM NO3-
bulunan kiiltiirlerde yavas olmustur. 20 mM NO3- iceren kiiltiirlerde ise yiiksek
1s1iktaki gelisim digik 15132 gore daha yiliksek bulunmustur. Lipit iiretimi
incelendiginde ise maksimum iiretimin diisiik azot konsantrayonun da ve yiiksek

1s1kta gergeklestigi gézlenmistir (Share et al., 2009).
2.1. Mikroalg Uretimi
2.1.1. Alglerin izolasyonu

Uretimi yapilacak olan alg tiirlerinin saf olmas1 kiiltiiriin devamlilig
acisindan onemlidir. Saf {iretim igin tiiriin izolasyonu gerekir. izolasyon igin ilk
islem, laboratuar ya da dogadan alinan karigik 6rnekler iceren siispansiyonun,
izole edilecek tiirin boyutuna gore filtrelenmesidir. Filtrasyon islemi ile
istenmeyen, daha biiyiik boyuttaki tiirlerin ayrilmasi ve uzaklastirilmasi saglanir.
Daha sonra seri diliisyonlar yapilarak ve son diliisyondan alinan Ornekler
mikroskopta incelenerek ekim yapilir. Birkag¢ giin liremesi i¢in beklenen alglerde
karigik tiir var ise, %15 agar igeren besin ortami hazirlanir ve agar’a ekim yapilir.

Burada iki hafta kadar tutulan alglerden o6rnek alinip mikroskopta incelenir.



Istenen alg tiirii kat1 agar ortamindan 6ze yardimi ile almarak sivi besin ortamina
ekilir (Anderson, 2005). Her alg tiirli, en ideal gelisimini kendine 6zgii spesifik
kosullarin saglandig kiiltiir ortamlarinda gosterir. Bu nedenle yogun Kkiiltiire

alinacak algin optimum kosullar1 ve iireyebilecegi besin ortami hazirlanir.
2.1.2. Mikroalgal Biyomas Uretimi

Mikroalgal biyomasi liretmek karasal bitkilere oranla genellikle daha pahali
bir islemdir. Fotosentetik gelisme icin 1518a, karbondioksite, suya ve inorganik
tuzlara ihtiya¢ duyulur. Gelisme ortami algal hiicrelerin biinyesinde bulunan azot
ve fosfor gibi inorganik elementler icermelidir. Mikroalgal biyomasin minimum
besin ihtiyact COO0.48H1.83N0.11P0.01 molekiiler formiilii kullanilarak
hesaplanmaktadir (Grobbelaar, 2004).

2.1.3. Mikroalg Yetistiriciliginde Kiiltiir Kosullari
2.1.3.1. Fiziksel Kosullar

Alg tiretimindeki 6nemli faktorler; besin maddelerinin miktar1 ve kalitesi,

aydinlatma sicaklik, pH, tuzluluk, havalandirma ve oksijen seviyesidir.
2.1.3.2. Aydinlatma

Bitkilerde oldugu gibi, alglerde de fotosentez yaparak inorganik
maddelerden organik madde iiretmektedirler. Bu reaksiyonlar i¢in enerji kaynagi
isiktir. Isik; yogunluguna, siddetine, spektrum kalitesine ve aydinlatma siiresine
gore degisiklik gostermektedir. Isik yogunlugu, kiiltliriin derinligine ve alg

konsantrasyonuna bagli olarak ayarlanmasi gereken bir degiskendir.

Kullanilacak 1s1k kaynagi dogal olarak bulunabilecegi gibi, florasan
lambalar gibi yapay olabilir. Asir1 151k yogunlugunda fotorespirasyona (1s1k
etkisiyle yapilan hizlandirilmis solunum ¢esidi) yol agacagindan kaginilmasi
gereklidir. Asirt aydilatmadan kacginilacagi gibi, 151k kaynaginin ortami
1sitmasindan da kagmilmalidir. Bu sebeple, 151k kaynagi olarak florasan tiiplerin

kullanilmast uygundur. Florasan tiipleri, fotosentezin en fazla yapildigi hem



kirmiz1 hemde mavi spektrumlarla desteklenmekte, hem de ortamu 1sitmamaktadir.
Aydinlatma siiresi genellikle en az 18 saat olmalidir. Isik siddetini 6lgmek i¢in

kuantum sensorlii kuantummetre kullanilmaktadir (Sukatar A, 2002).

2.1.3.3. Sicakhk

Fitoplankton kiltlirleri i¢in optimum sicaklik genellikle 20-24 °C
arasindadir. Fakat bu kiiltiirlerdeki besin ortamina, tiire ve kiiltiire alinan sus’a
gore degismektedir. Kiiltiire alina alglerin ¢ogu 16-27°C arasindaki sicakliga
tolere edebilmektedir.16°C ‘den diisiik sicakliklar biliylimeyi yavaslatirken, 35°C
‘den yiiksek sicakliklar genellikle 6ldiiriicli etki gostermektedir (Sukatar A, 2002).

2.1.3.4. pH

Birgok alg tiirii i¢in ideal pH smirlar1 7 ile 9 arasinda kalmakta, optimum
olarak 8.2-8.7 arasinda degismektedir. Kiiltiirdeki 6liimler asir1 oldugunda, serbest
kalan hiicre icerdiklerinden dolayr pH asir1 diismektedir. Bu sebeple, yogun
kiltiirlerdeki kiiltiire karbondioksit ilavesiyle pH degeri arttirilmalidir (Sukatar A,
2002).

2.1.3.5. Tuzluluk

Denizsel fitoplankton tuzluluk degisimlerine son derece toleranshidir. Cogu
tiir, dogal ortamdaki tuzluluk derecesinden daha diisiik tuzluluklarda daha iyi
bliylimektedir. Cogu tiir icin 20-24 g/l arasindaki tuzluluk araligini tercih
etmektedir (Sukatar A, 2002).

2.1.3.6. Havalandirma

Karigtirma, alg biliylime evresini arttirdigi, biyomasin ¢okelmesini
engelledigi, alglerin besin maddelerinden esit olarak yararlanmasini sagladigi,
yogun Kkiiltiirlerde biitiin bireylerin 15181 etkin olarak kullanmasin1 sagladigi,
ortamda sicaklik katmanlagsmasini engelledigi ve tank ile hava arasindaki gaz

aligverigini tetikledigi i¢in gerekli bir stliregtir.
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Ozelikle gaz als verisi, fotosentez igin gerekli karbon kaynaginin
saglanmasi agisindan Onemlidir. Bununla birlikte, asir1 yogun kiiltiire araglarla
verilecek  hava, yeterli karbon icermeyeceginden, havayla birlikte
karbondioksitinde verilmesi tavsiye edilmektedir. Karbondioksit fotosentez igin
kaynagi olmasmin yanm sira, CO,/HCOz ~ dengesi nedeniyle suyun pH
degisimlerini engelleyecek tampon etkisi gostermesi de Onemli bir avantajdir.
Kiiltiir sisteminin biiyiikliigline bagh olarak, erlenlerdeki ve tiiplerdeki kiiltiirler
elle giinde bir kez, tank kiiltiirleri havalandirmayla ve havuzlar jet pompalar1 ve
degirmen sistemleri ile karistirllmalidir. Ancak, her kiiltiire alina tiir, bu

karigtirmayi tolere etmemektedir (Sukatar A, 2002).

2.1.3.7. Oksijen seviyesi

Sudaki ¢oziinmiis oksijen miktar1 her saat basi dlgiilmelidir. Bunun igin
biyolojik oksijen monitorii kullanilabilmektedir. Kiiltiirdeki oksijen miktari,
oksijen doygunlugunun % 150’sini gegmemelidir, aksi takdirde kiiltiirdeki algler
zarar gormektedir. Bu oram1 azaltmak i¢in, aydinlatmanin azaltilmasi

gerekebilmektedir (Sukatar A, 2002).
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3. MATERYAL VE METHOD

3.1.Materyal

3.1.1. Chlorella ellipsoidea Gerneck, (1907)

1890-1893 yillarinda ilk saf Alg kiiltiirii, Hollandali bilim adami M.W.
Beijerinck tarafindan Chlorella mikroalginin izolasyonuyla gerceklestirilmistir.
Denemelerde materyal olarak segilen Chlorella ellipsoidea’nin laboratuardaki

kiiltiirii (Bkz. Sekil 3.1).’de gosterilmistir.

Sekil 3.1. Chlorella ellipsoidea, Gerneck deneme gruplari (Orijinal)

Algin sistematigi ve biyolojisi

Boliim: Chlorophyta

Sinif: Chlorophyceae

Takim: Chlorococcales

Aile: Oocystaceae

Cins: Chlorella

Tiir: Chlorella ellipsoidea
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Yesil alglerden olan  Chlorella  (Chlorophyceae) tek  hiicreli
mikroorganizmalardandir. Bu cinsteki tiirler kiire veya elips seklinde olup
biiyiikliikleri 2-4 um’dir. Chlorella deniz, tatli su, toprak gibi ¢ok genis yayilim
alanlart vardir. Hatta Hydra viridis gibi tatli su omurgasizlarinin hiicrelerinde
endosimbiont olarak yasarlar. Kloroplastlar1 perietaldir ve bazilarinda tek prenoid
bulunur. Aseksiiel olan iireme dort otosporla olur. Seksiiel tiremesi ilgili herhangi
bir bilgi bulunmamaktadir. Chlorella sorokiniana, C. vulgaris, C. kesleri gibi bazi
tirlerinin hiicre duvarlar1 glukozaminden olusurken C. saccharophila, C.
luteoviridis gibi tiirlerin hiicre duvarlar1 ise glukoz ve mannondan meydana
gelmistir (Takeda, 1991; Graham and Wilcox 2000). Chlorella tiirleri i¢inde en
yaygin olarak iiretimi yapilan, giinde 40 kat cogalma ozelligine sahip olan
Chlorella pyrenoidosa’dir. Bu tiiriin ayrica mikroalgal biyoteknolojide 6nemli bir
yere sahip olmasinin nedenlerinden biri de ilk defa yogun kiiltiirlerde ve ticari
iretim amaciyla kullanilmis olmasidir (Cirik 2005). Chlorella iiretim tesisi
Diinya’da ilk defa Tayvan’da 1964 yilinda kurulmustur. Daha sonraki yillarda
Chlorella ticari 6l¢eklerde tiretilmeye baslanmis ve Tayvan’da 10 sene iginde bu
ciftliklerin sayis1 30’a yiikselmistir. Chlorella tiirleri kolay firetilebildigi ve hizli
gelistigi icin normal geligsme sartlar altinda kuru agirliginin %14-30’u lipit, %50-
70 oraninda protein, %3-18 arasinda karbonhidrat icermektedir (Illman et al.,
2000; Spolaore et al., 2006). Ayrica hiicre yenilenme hizinmi arttirir, kan sekerini
dengeler, karacigeri korur, mide rahatsizliklari ve bazi deri hastaliklarinin
tedavisinde etkili olur, bagirsaklarin hizli ve diizenli ¢alismasini saglar, cocuklarin

gelisiminde de olumlu etkileri vardir (Cirik 2005).

3.1.2. Dunaliella bardawil Teodoresco, (1905)

Dunaliella bardawil ilk defa Vitasen Goli’nden Teodoresco (1905)
tarafindan izole edilmistir. Denemelerde materyal olarak kullanilan Dunaliella

bardawil’in laboratuardaki kiiltiirii (Bkz. Sekil 3.2)’de gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Dunaliella bardawil Teodoresco, deneme gruplari (Orijinal)

Algin sistematigi ve biyolojisi

Boliim: Chlorophyta

Sinif: Chlorophyceae

Takim: Volvocales

Aile: Dunaliellaceae

Cins: Dunaliella

Tur: Dunaliella bardawil

Dunaliella 1-10 um genisliginde iki flagellaya sahip, hiicreler 5-20 pm
uzunlugunda ovoid yapilt olup yesil alglerin Volvocales ordosunun bir cinsidir.
Hiicrelerde esit uzunlukta iki uzun kamgi ve hiicre hacminin yaklagik yarisini
kaplayan kiip sekilli kloroplast mevcuttur. Dunaliella tiirlerinde sert hiicre
duvarlar1 bulunmamasina karsin (Gibbs and Duffus, 1976 ; Santin-Montanya,
2007). 25-200 nm uzunlugundaki fibrillerden olusan seliilozik glukoprotein
tarafindan hiicre sarilmistir (Gibbs and Duffus, 1976; Oliveira et al., 1980;
Santin-Montanya, 2007). Bu durum hiicre seklinin degismesinde ve osmotik

degisimlere uymada bir avantaj saglamaktadir. Boylece bu tiiriin genelde yasamini
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stirdiirdiigli tuzlalarda, hiicre dis1 osmotik basinca karsi hiicre icindeki gliserol
konsantrasyonunu  arttirarak  osmoregiilasyon  saglanmaktadir.  Dunaliella
tertiolecta hiicreleri biiyiik miktarda lipit igerirler ve yiiksek tuzluluga toleranslari
oldugundan dis havuzlarda biiyiik miktarlarda tiretilme kapasiteleri vardir (Takagi
and et al., 2005). Dunaliella tiirleri tuzlu lagiinlerde B-karoten iiretimi igin ticari
olarak biiyiik ¢apta iiretilmektedir. (Ben-Amotz, 1999; Garcia-Gonzalez and et al.,
2000; Santin-Montanya, 2007).

Dunaliella’nin kuru agirhigmin yaklasik % 40’1 gliseroldiir ve 16 g gliserol
m-2 giin-1 gibi yiiksek bir {iriin alinabilir. Uretiminde 151k yogunlugu ve siiresinin
artmasi yaninda niitrient eksikligi veya yiliksek tuz konsantrasyonu gibi gesitli
stres sartlar1 biiylimeyi sinirlamakta, B-karotenin artmasina neden olmaktadir.
Boylece algin rengi yesilden koyu turuncuya doner. f-karoten serbest radikallerin
siptrilmesinde, hiicreyi zararli 1sinlara karst korumada, bagisikligin
diizenlenmesinde ve oOzellikle potansiyel bir antioksidant olarak kanserin
onlenmesinde Onemli role sahip bir pigmenttir. Gida sektdriinde B-karoten
besinlerin renklendirilmesinde ve meyve sularmin renklerinin korunmasinda
kullanilmaktadir. Ayrica, salmon, alabalik, kabuklu deniz iirlinlerinin ve kiimes
hayvanlariin etlerinin renklendirilmesi amaciyla yemlere de karistirilmaktadir

(Cirik 2005).

3.2. Metod

Bu ¢alismada kullanilan Chlorella ellipsoidea (B20 UTEX), Dunaliella
bardawil (LB2538 UTEX) mikroalg tiirleri kullanilmis olup, Ege Universitesi Su
Uriinleri Fakiiltesi Urla Yerleskesinde bulunan alg kiiltiir odasindaki stok kiiltiir
dolabindan temin edilmistir. Mikroalglerin besin icerikleri Ozdamar (1997)’ye
gore Student -T testi uygulanarak karsilagtirilmig ve p<0.05 degerleri istatistiksel

yonden farkli olarak kabul edilmistir.
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3.2.1. Chlorella ellipsoidea Kiiltiirii

3.2.1.1. Chlorella ellipsoidea Kati Agar Ortamindan Sivi Besin

Ortamina Ekimi

Kiltiir koleksiyonunda Chlorella ellipsoidea kati agar ortaminda
bulunmaktadir (Bkz. Sekil 3.3). Bu nedenle farkli besin ortamlarindaki
denemelerine baglamadan 6nce Chlorella ellipsoidea’nin kati agar ortamindan sivi
besin ortamina ekimi yapilmistir. § mL s1v1 besin ortami bulunan 10 ml’lik deney
tiiplerine ekilen algler iiremeleri igin iki hafta boyunca kiiltiire alinmistir. Iki
haftalik iiretim periyodu boyunca algler giinde bir defa karistirilan dibe ¢okmesi
engellenmistir. Uretim periyodunun sonunda algler ¢oktiiriilmiis ve iistte kalan
stivi kisim uzaklastirilmistir. iz miktarda besin ortamu igeren algler, biyomas
artiglarinin ve elde edilen biyomas ile lipit, karbonhidrat, protein, toplam su
miktari, nem miktari, kiil miktar1 gibi biyokimyasal analizlerin yapilacagi 6zel

deneme ortamlarina ekilmistir.

Sekil 3.3. Kiiltiir dolab1
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3.2.1.2. Chlorella ellipsoidea i¢in Uygulanan Deneme Ortamlari

Yapilan denemede F/2 ortami ve Proteose ortami (Bkz. Cizelge 3.1)
hazirlanmis ve 25 °C denemeler yapilmistir. Besin ortamlar1 oncelikle 6 adet 1
L’lik erlenmayere aktarilmis, erlenlerin agzi pamukla tikanmis ve pamuklarin {istii
alliminyum folyo ile kapatilmistir. Daha sonra i¢inde 800 mL’lik besin ortami
bulunan erlenler sterilizasyon i¢in 121 °C ve 1 atmosfer buhar basincinda 15
dakika steril edilmistir. (Bkz. Sekil 3.4 ) Otoklavdan ¢ikarilan besin ortamlar1
inokiilasyondan once, ekim yapilacak algler ile sicakliginin esitlenmesi icin 24

saat laboratuarda bekletilmistir.

Cizelge 3.1. Chlorella ellipsoidea igin kullanilan F/2 ve Proteose ortami

F/2 soliisyonu
Ortami
Bilesik Miktar
(4]

NaNO; 7g
NazHPO4.7H20 5 g
FeCl;.6H,O 3,15¢g
Na,EDTA 435¢g
1z element 10 ml
soliisyonu
Vitamin soliisyonu 0,1 ml
Tath su 1000ml

F/2 iz element solusyonu
MIISO4.H20 18 g
CoClL,.6H,0 lg
CUSO4.5H20 1 g
ZnSO,.7H,0 22¢g
NaMoO,.2H,0 0,6 g
Saf su 1000 ml

F/2 Vitamin soliisyonu
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Thiamin 2¢g

B12 0,1 g

Biotin 0,lg

Saf su 1000 ml

Proteose Medium

Stok Soliisyon g/400 ml dH20 ml
NaNO3 10 10
CaCI2.2H20 1 10
MgS04.7H20 3 10
K2HPO4 3 10
KH2PO4 7 10
NaCl 1 10
Proteose Peptone 1g/

Sekil 3.4. Otoklav
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3.2.1.3. F/2 Ortam ile Deneme yapilan Chlorella ellipsoidea

Sicaklik esitlemesi tamamlanan, her biri 800 mL besin ortami iceren 3 adet
erlene, daha once kat1 agar ortamindan sivi besin ortamina alinan algler inokiile
edilmis, deneme gruplar (1.1, 1.2, 1.3 ) ve ekimi tamamlanan erlenler 25 °C’ye
ayarlanan laboratuara yerlestirilmistir. 10 giin boyunca kiiltiirii yapilan alglerin
giinliik olarak optik yogunluklar1 ve kuru agirliklari, hiicre sayisi Olgiilerek
biiylime izlenmistir. Ayrica giinliik olarak pH ve oksijen degerleri de dl¢iilmiistiir.
Kiiltiir kaplarinin  havalandirilmast i¢in 2 ml’lik steril pipet kullanarak
havalandirma saglanmistir. Siirekli florasan lambalarla aydinlatma yapilmis olup

151k siddeti 1600 lux oalarak ol¢tilmiistiir (Bkz. Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Chlorella ellipsoidea Proteose ve F/2 ortami uygulanan deneme gruplart
(Orijinal)

3.2.1.4. Proteose Ortami ile Deneme Yapilan Chlorella ellipsoidea

Birinci denemede oldugu gibi 800 ml’lik besin ortami igeren 3 adet erlenlere
ekim yapilmistir. Deneme gruplart (2.1, 2.2, 2.3) ve ekimi tamamlanan erlenler
25°C’ye ayarlanan laboratuara yerlestirilmistir (Sekil 3.5). Giinliik olarak giinliik
olarak pH ve oksijen degerleri dl¢lilmistiir. Kiiltlir kaplarinin havalandirilmasi
icin 2 ml’lik steril pipet kullanarak havalandirma saglanmistir. Siirekli florasan
lambalarla aydinlatma yapilmis olup 1s1k siddeti 1600 lux oalarak oOlg¢lilmiistiir
(Bkz. Sekil 3.5).
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3.2.2. Dunaliella bardawil Kiiltiirii

3.2.2.1. Dunaliella bardawil Kati Agar Ortamindan Sivi Besin Ortamina
Ekimi

Agar ortaminda bulunan Dunaliella bardawil denemelere baglamadan 6nce
s1v1 besin ortamina ekilmistir. 8 mL sivi besin ortami bulunan 10 ml’ lik deney
tiiplerine ekilen algler iiremeleri igin iki hafta boyunca kiiltiire alinmistir. Iki
haftalik tiretim periyodu boyunca giinde bir defa karistirilan (Heidolph,reax top
model, vorteks) (Bkz. Sekil 3.6) alglerin dibe ¢okmesi engellenmistir. Uretim
periyodunun ardindan algler c¢oktiiriilmiis ve bdylelikle daha once kiiltiire
alindiklar1 besin ortamlarindan izole edilmistir. Iz miktarda besin ortami iceren
algler, biyomas artiglarinin ve elde edilen biyomas ile lipit, karbonhidrat, protein,
toplam su miktari, nem miktarr, kiil miktar1 gibi biyokimyasal analizlerin

yapilacagi 6zel deneme ortamlarina ekilmistir.

Sekil 3.6. Vorteks

3.2.2.2. Dunaliella bardawil I¢in Uygulanan Deneme Ortamlari

Yapilan denemede 2XErdschreiber ortami (Bkz. Cizelge 3.2) ve Modifiye
Edilmis Johnson ortami (Bkz. Cizelge 3.3) hazirlanmis ve 21°C denemeler
yapilmigtir. Besin ortamlari oncelikle 6 adet 1 L’lik erlenmayere aktarilmus,
erlenlerin agz1 pamukla tikanmig ve pamuklarin dsti aliminyum folyo ile
kapatilmistir. Daha sonra icinde 800 mL’lik besin ortami bulunan erlenler

sterilizasyon i¢in 121 °C ve 1 atmosfer buhar basincinda 15 dakika otoklavda
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tutulmustur. Otoklavdan c¢ikarilan besin ortamlari, ekim yapilacak algler ile

sicakliginin esitlenmesi i¢in 24 saat laboratuarda bekletilmistir.

Cizelge 3.2. Dunaliella bardawil i¢in kullanilan 2X Erdschreiber Ortami

2XErdschreiber Ortamm

Stok Soliisyon | g/L dH,O ml/3L
NaNO; 59.5 10
NazHPO4 0.83 10
P-1V metal | 36ml/3L

Soliisyonu

Toprak 150/3L

Ektrakti

Vitmin B;, 3ml/3L

P-IV metal Soliisyonu
Bilesik Miktar
(2
Na,EDTA 7.5
FeCl;.6H,O 0.97
MnClL.4H,0 0.41
ZnCl, 0.05
CoCL.6H,0 0.02
Na,Mo42H,0 0.04
Tath su 1000 ml
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Toprak ekstraktinin hazirlanmasi

Bir kg ince bir sekilde elenmis giibresiz bahge topragi 2 litre ¢esme suyu ile
birlikte bir saat kaynatilmis ve kaynatilan karisim topragin i¢indeki minerallerin
iyice ¢Oziiniip suya salinmasi i¢in 121 °C, 1 atmosfer buhar basincinda, 60 dakika
otoklavda tutulmustur. Sogumaya birakilan silispansiyon filtre kagidi ile
stizdiiriilmiigtiir. Stizdlirme isleminden sonra geriye kalan cok ince ¢amur da

santrifiijle ¢oktiiriilerek temizlenmistir. (Cirik ve Gokpinar, 1999)

Cizelge 3.3. Dunaliella bardawil igin kullanilan Modifiye Edilmis Johnson Ortami

MIKTAR | KIMYASAL STOK
MADDE COZELTI
10 ml NaNO; 150 g/ d
H,O
10 ml KH,PO, 150 g/l d
H,O
10 ml KCI 20 g/L d
H,O
10 ml CaCl, 150 g/ d
H,O
10 ml NaHCO; 43 g/l d
H,O
10 ml MgCl, 150 g/L d
H,O
1 ml M demir
soliisyonu
1 ml MJ iz  metal
soliisyonu
MIKTAR | KIMYASAL STOK
MADDE COZELTI
10 ml NaNO; 150 g/ d
H,O
H,O
10 ml KCI 20 g/L d
H,O
10 ml CaCl, 150 g/ d
H,O
10 ml NaHCO; 43 g/ d
H,O
10 ml MgCl, 150 g/ d
H,O
1 ml MJ demir
sollisyonu
1 ml MJ iz metal
soliisyonu
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MIKTAR KIMYASAL
MADDE
2,860g/1 H;BO;
1,819 g/l MnCl,.4H,0
0,222g/1 ZnS0,4.7H,0
0,390 g/1 NaMo00,4.2H,0
0,079 g/l CuS0,.5H,0
49,400 mg/1 Co(NOs3);.6H,0
950 ml saf su
Modifiye Edilmis Johnson Ortaminda
kullanilan AS Iz Metal Soliisyonu

3.2.2.3. 2XErdschreiber ortami ile Deneme yapilan Dunaliella bardawil

Sicaklik esitlemesi tamamlanan, her biri 800 mL besin ortami i¢eren 3 adet
erlene (Bkz. Sekil 3.7), deneme gruplarn (1.1, 1.2, 1.3 ) daha once kati1 agar
ortamindan s1v1 besin ortamina alinan algler inokiile edilmis ve ekimi tamamlanan
erlenler 21 °C’ye ayarlanan laboratuara yerlestirilmistir. 12 gilin boyunca kiiltiiri
yapilan alglerin giinliik olarak optik yogunluklar1 ve kuru agirliklari, hiicre sayisi
Olciilerek algal gelisim kaydedilmistir. Ayrica giinliik olarak pH ve oksijen
degerleri de Olclilmiistiir. Kiiltiir kaplarinin havalandirilmast i¢in 2 ml’lik steril
pipet kullanarak havalandirma saglanmistir. Stirekli florasan lambalarla

aydinlatma yapilmis olup 151k siddeti 1600 lux oalarak 6l¢tilmiistiir.

3.2.2.4. Modifiye Edilmis Johnson ortam ile Deneme yapilan Dunaliella

bardawil

Birinci denemede oldugu gibi 800 ml’lik besin ortami igeren erlenlere (Bkz.

Sekil 3.7) ekim yapilmis deneme gruplart ( 2.1, 2.2, 2.3 ) ve ekimi tamamlanan



23

erlenler 21°C’ye ayarlanan laboratuara yerlestirilmistir. 12 giin boyunca kiiltiiri
yapilan alglerin giinliik olarak optik yogunluklar1 ve kuru agirliklari, hiicre sayisi
Olciilerek algal gelisim kaydedilmistir. Ayrica giinliik olarak pH ve oksijen
degerleri de Olc¢lilmiistiir. Kiiltlir kaplarinin havalandirilmasi i¢in 2 ml’lik steril
pipet kullanarak havalandirma saglanmistir. Strekli florasan lambalarla

aydinlatma yapilmis olup 151k siddeti 1600 lux oalarak 6l¢iilmiistiir.

Sekil 3.7. Dunaliella bardawil 2XErdschreiber ve Modifiye Edilmis Johnson ortami

uygulanan deneme gruplari (Orijinal)
3.2.3. Alglerin Hasat islemi

Algal lipit tiretiminin logaritmik biiyiime evresi sonrasinda gelen durgunluk
evresinde oldugunu gostermistir (Casadevall et al., 1985; McGinnis et al., 1997).
Kiiltiirlerde logaritmik evrenin bitimi ve duraklama evresinin izlenmesi, optik
yogunluk degerlerine gore yapilmistir. Chlorella ellipsoidea ortalama 10-15
giinde, Dunaliella bardawil ise 12-18 giinde durgunluk fazina ulasmistir. Alglerin
lipit, karbonhidrat, protein analizleri i¢in, durgunluk fazina ulasan algler iiretim
periyodunun sonunda TD 3 model santrifiij kullanilarak 4000 rpm’de 10 dakika

santrifiijlenerek hasat edilmistir.
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3.2.4. Alglerin Kurutulmasi ve Agirhiklariin Olciilmesi

Lipit analizleri i¢in santrifiijlenen algler (Chlorella ellipsoidea ve
Dunaliella bardawil), énceden darasi alinan petri kaplarina konulmus ve 100
°C’ye ayarlanan Ecocell etiivde 12 saat boyunca kurutulmustur (Lee et al., 1998).
Kurutma isleminden sonra tekrar agirliklar1 oOlgiilmiis ve petri kabinin darasi

cikarilarak alglerin kuru agirliklart bulunmustur. (Bkz. Sekil 3.8)

Sekil 3.8. Alglerin kurutulmasi (Orijinal)

3.3. Deneme Siiresince Giinliik Yapilan Analizler
3.3.1. Kuru Madde Analizi

Kuru madde miktarlarinin saptanmasi i¢in, gilinliikk olarak her erlenden
0.5’ser mL mikroalg kiiltiiri alinmisgtir. Daha 6nce 105 °C’de 1 saat etiivde
tutulmus, desikatorde sogutulmus ve darasi alinmis 0.45 p goz agikligindaki
Sartorius stedim MGA filtre kagitlarindan, siizme diizenegi ve bir su trombu
kullanilarak olusturulan vakum yardimiyla Chlorella ellipsoidea ve Dunaliella
bardawil hiicreleri ortamdan ayrilarak yogunlastirilmistir. Yogunlastirilmis
hiicreler, distile su ile yikanmistir. 0.001 g duyarli hassas terazide agirliklari
alinmis petri kaplar1 igerisinde belirli miktarlarda tartilarak, dnceden 105 °C’ ye
ayarlanan etiivde 2 saat (Bkz. Sekil 3.9) tutulmustur. Bu siire sonunda petri
kaplar1 bir desikatore konularak, oda sicakligina kadar sogumalar1 saglanmis ve
daha sonra 0.001 g duyarl terazide tartimlari yapilmustir. Ornekler yas iken

yapilan tartim sonucu elde edilen rakamdan, kurutulduktan sonraki tartim degeri
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cikarilarak kuru madde miktar1 hesaplanmis ve % degerler elde edilmistir

(Vonshak., 1997).

Sekil 3.9. Kuru madde analizinde kullanilan filtre kagitlar1 (Orijinal)

3.3.2. Optik Yogunluk

Chlorella ellipsoidea ve Dunaliella bardawil kiiltirlerinde denemeler
boyunca, Optik yogunlugu 6lgmek icin giinliik olarak kiiltiirler homojen olarak
karigtirildiktan sonra bir pipet yardimiyla 3 ml 6rnek alinmistir (Bkz. Sekil 3.10).
Tiplere alinan 6rnekler kuartz kiivetlere konularak goriiniir spektrofotometre’de (

Boeco, S-20) 680 nm dalga boyunda okuma yapilmustir. (Liu et al., 2007)

3.3.3. Hiicre Sayim

Chlorella ellipsoidea kiiltiirii i¢in kullanilan Proteose ve F/2 ortamlarinda
laboratuar ortamindaki denemeler 10 giin stirmiistiir. Dunaliella bardawil kiiltiiri

icin kullanilan 2XErdschreiber ve Modifiye edilmis Johnson ortamlarinda,
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laboratuar kosullarinda yiiriitiilen ¢alisma 12 giin devam etmistir. Bu siire

boyunca denemelerde giinliik olarak hiicre sayimi Neubauer sayma kamarasi ile

yapilmustir (Bkz. Sekil 3.11).

Sekil 3.10. Spektrofotometre(Orijinal)  Sekil 3.11. Neubauer sayma kamarasi (Orijinal)
3.3.4. pH ve Oksijen Ol¢iimii

Chlorella ellipsoidea kiiltiirii igin kullanilan Proteose ve F/2 ortamlarinda
laboratuar ortamindaki denemeler 10 giin siirmiistiir. Dunaliella bardawil kiiltiira
icin kullanilan 2XErdschreiber ve Modifiye edilmis Johnson ortamlarinda,
laboratuar kosullarinda yiiriitiilen ¢alisma 12 giin devam etmistir. Bu siire
boyunca denemelerde giinliik olarak pH (wtw, pH 3110) ve Oksijen (wtw Ox1,315

1) Ol¢timleri yapilmistir.
3.4. Deneme Sonunda Yapilan Analizler
3.4.1 Alglerden Lipidin Ekstraksiyonu

Lipit ekstraksiyonu igin kurutulan Chlorella ellipsoidea (Bkz. Sekil 3.12) ve
Dunaliella bardawil (Bkz. Sekil 3.13), Bead-beater tiiplerine konulmustur. Bead-
beater’da 4800 rpm’de 3 dakika calistirilarak alglerin parcalanmasi saglanmistir
(Lee and et al., 1998). Buradan santrifiij tiiplerine alinan alglerin iizerine yag
¢Oziicii olarak hexan ilave edilmis ve 4000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir.
Santrifiijlenen karisim stiziilerek alg posasindan ayrilmistir. Hexan ve lipit
karigiminin i¢inden, hexan 60 °C’ye ayarlanan etiivde ugurulmus ve geriye kalan

algal lipitler gravimetrik olarak dl¢tilmistiir.
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Sekil 3.12. C. ellipsoidea Lipit (Orijinal) Sekil 3.13. D. bardawil Lipit (Orijinal)

3.4.2. Chlorella ellipsoidea ve Dunaliella bardawil 6rneklerinin Protein

ve Karbonhidrat Analizleri icin Hazirlanmasi

3’er adet yaklasik 0,5 ml olacak sekilde alg hiicrelerini santrifiij ile toplanir,
istteki s1ivi kismi uzaklastirilir, alg hiicrelerini igeren tiipler buz iizerine
yerlestirildikten sonra {izerine sogutulmus 10 ml Asit Soliisyonu (HCIO,) ilave
edilir. Tipler vorteks’de karistirilir ve 15 dk 4 °C ‘de buzdolabinda bekletilir,
santrifiij’den gegirildikten sonra iistte kalan sivi kismi uzaklastirilir, ayni islem 10
ml Asit soliisyonu ile bir kez daha tekrarlanir, asit ekstraksiyonu sonucu elde
edilen peletin iizerine 10 ml kloroform-metanol soliisyonu (2:1, v/v) ilave edilir.
Vorteksle karistirdiktan sonra 5 dk oda sicakliginda bekletilir, santrifiijlenir, listte
kalan s1v1 kisim uzaklastirilir, yukaridaki islem 5 ml kloroform-metanol soliisyonu
ile tekrarlandiktan sonra sivi kisim uzaklastirilir, 24 saat boyunca +4 °C’ de
buzdolabinda kloroform-metanol’iin uzaklastirilmasi i¢in bekletilir. Pelet {izerine
1 ml tampon ¢ozelti ilave ettikten sonra 10 dk kaynar su banyosunda bekletilir.
Hazirlanan Ornek protein ve karbonhidrat analizleri i¢in kullanilir (modifiye

edilmistir), (AOAC 1975).

3.4.3. Protein Analizi

Toplam protein Bradford Dye-Binding Metot (Nielsen, 2010 a) gore
yapilmistir. Protein analizine baslamadan dnce analiz i¢in gerekli olan soliisyonlar

hazirlanmustir.
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3.4.3.1. Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Coomassive Brillant Blue G-250 yi % 95 lik etanolde ¢6ziiliir ve %85 lik
Fosforik Asit ilave edilerek asitligi arttirilir. 1-100 mikrogram/ml olarak
hazirlanan protein iceren Orneklere ve Standart BSA (Bovine Serum Albumin)
Soliisyonu iizerine Bradford Ajani ilave edilir. Absorbanlar 595 nm de ““ kor 6rnek
” karsisinda okunur. Chlorella ellipsoidea (Bkz. Cizelge 3.4) ve Dunaliella

bardawil (Bkz. Cizelge 3.5) orneklerinin protein konsantrasyonlart BSA standart

grafiginden hesaplanir.

Cizelge 3.4. Chlorella ellipsoidea Proteose ortami ve F/2 ortami Protein Standart

Soliisyonu
0,35 1
0,3 1
5 A A A
0,25 A N
i A
0,2 A

0,15
0,1
0,05

#=Proteose Ortami
=—f—F/2 Ortam

1 23 45 6 7 8 91011
Optik Yogunluk (595 nm)

Protein Standart Soliisyonu
(BSA)

Cizelge 3.5. Dunaliella bardawil 2XErdschreiber ortami ve Modifiye edilmis Johson

ortami Protein Standart Soliisyonu

0,1 -
0,09 1
0,08
0,07 1
0,06 1
0,05 1
0,04 1
0,03 1
0,02 1
0,01 1

/=2 X Erdschreiber
Ortamu

—— Modife Johson Ortami

1 234567891011
Optik Yogunluk (595 nm)

Protein Standart Soliisyonu
(BSA)
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3.4.3.2. Protein Analizin Yapihs1

4°C de buzdolabinda muhafaza edilen Protein Standart soliisyonunda 0, 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 uL alinarak test tiiplerine yerlestirilir (Bkz.
Sekil 3.14), tiim tiiplerin hacimlerini Tampon Cozeltisi ile 0.1 mL’ye ayarlanir,
Chlorella ellipsoidea ve Dunaliella bardawil protein 6rneginden 10, 20, 40, 60,
80 ve 100 pL alarak ayn test tiiplerine yerlestirilerek i¢inde bilinmeyen proteinin
¢Oziinmiis olarak bulundugu Tampon Cozeltisi ile hacimlerini 0,1 mL ye
ayarlanir, 0,1 mL lik Tampon Cozeltisi blank veya "kor 6rnek" olarak ayri bir
tipte hazirlanir, tiim tliplerin iizerine 5 ml protein ajani eklendikten sonra
vorteksle karistirilir. Absorbanst 595 nm de "kor ornek" karsisinda okunarak
Protein Standart agirligiyla buna bagli absorbans degerleri i¢in standart grafigi
olusturduktan sonra bilinmeyen 6rnegin protein miktar1 grafikten hesaplanir ( Zor,

T., and Selinger, Z . 1991), (modifiye edilmistir).

3.4.4. Karbonhidrat Analizi

Toplam karbonhidrat analizi Fenol-Siilfiirik Asit Metodu (Nielsen, 2010 b)
gore yapilmistir. Karbonhidrat analizine baglamadan 6nce analiz i¢in gerekli olan

soliisyonlar hazirlanmistir.

Sekil 3.14. Protein Analizinin Yapilis1 (Orijinal)
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3.4.4.1. Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Glikoz saf suda coziilerek Standart Cozelti hazirlanir. 1-140 mikrogram/ml
olarak oOrnekler hazirlanir. Absorbanslar 485 nm de “kor Ornek™ karsisinda
okunur. Chlorella ellipsoidea (Bkz. Cizelge 3.6) ve Dunaliella bardawil (Bkz.
Cizelge 3.7) oOrneklerinin karbonhidrat konsantrasyonlar1 Glikoz standart

grafiginden hesaplanir.

Cizelge 3.6. Chlorella ellipsoidea Proteose ortami ve F/2 ortami Glikoz Standart

Konsantrasyonu.

1,2 1
-
e
e =
52 081
5 b 06 .
NS
.é g 04 #x—Proteose Ortami
= o
O o2 —&—F/2 Ortamu
0 .
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Optik Yogunluk (485 nm)

Cizelge 3.7. Dunaliella bardawil 2XErdschreiber ortami ve Modifiye edilmis Johson

ortami Glikoz Standart Konsantrasyonu

=2 X Erdschreiber
Ortami

=—f—Modife Johson Ortami

Glikoz Standart
Konsantrasyonu

1 2 3 45 6 7 8 9
Optik Yogunluk (485 nm)
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3.4.4.2. Karbonhidrat Analizin Yapils:

Karbonhidrat Standart Soliisyonundan 0, 20, 30, 40, 70, 90, 120, 130 ve 140
puL arasinda ornek alinarak test tiiplerine yerlestirilir, (Bkz. Sekil 3.15) tiim
tiiplerin hacimleri Tampon ¢6zelti ile 2 ml ye tamamlanir, Chlorella ellipsoidea
ve Dunaliella bardawil 6rneginden 0, 20, 40, 60, 100, 140 ve 160 pL alinarak ayri
test tliplerine yerlestirildikten sonra i¢inde bilinmeyen karbonhidratin ¢oziinmiis
olarak bulundugu Tampon ¢ozelti ile hacimleri 2 ml ye tamamlanir, 2 ml lik
Tampon ¢ozeltisi "kor 6rnek" olarak hazirlanir, tim tiiplerin iizerine 50 uL Fenol
Soliisyonu ilave edildikten sonra her bir tiip i¢in 2 dk vorteksle karistirilir, 5 ml
H,SO, her bir tiipe eklenir. Absorbansi 485 nm "kor 6rnek" karsisinda okunarak
Karbonhidrat Standart Agirligiyla buna bagli absorbans degerleri i¢in Standart
Grafigi olusturduktan sonra bilinmeyen Ornegin karbonhidrat miktar1 grafiksel
olarak hesaplanir (Bkz. Sekil 3.16). (Dubois , M., Gilles , K.A., Hamilton , J.K.,
Rebers, P.A., Smith, F. 1956), (modifiye edilmistir).

3.4.5. Toplam Su Miktar1 Analizi

Toplam su miktar1 tayini AOAC (1975) e gore yapilmis olup, sonuglar (%)
olarak verilecektir. Cam petri kaplar1 105°C lik etiivde 2-3 saat bekletilir, etiivden
cikarilan petri kaplar1t 1-2 saat desikatorde sogutulduktan sonra tartilarak ilk
agirlik degerleri aliir, 5 g taze Ornek (Chlorella ellipsoidea ve Dunaliella
bardawil) cam tiiperin i¢inde santrifiijlenerek hasat edildikten sonra, toplanan
algler agirligi bilinen petri kabinin igine tartilir, 5 gr taze 6rnek, 65-70 °C de 8-10
saat slireyle etiivde bekletilir. Desikatorde sogutulduktan sonra petriler tartilip son

agirlik degerleri bulunur. Ornekteki su miktar1 % olarak sunulmustur.
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Sekil 3.15. Karbonhidrat analizi (Orijinal) Sekil 3.16. Karbonhidrat analizinin yapilisi

3.4.6. Nem Analizi

Nem tayini AOAC (1975)’e gore yapilmis olup, sonuglar (%) olarak
verilecektir Cam petri kaplar1 105°C lik etiivde 2-3 saat bekletilir, etiivden
cikarilan petri kaplar1 1-2 saat desikatdrde sogutulduktan sonra tartilarak ilk
agirhik degerleri alinir, 2-4 g (70°C) kurutulmus ve oOgitiilmiis alg Ornegi,
(Chlorella ellipsoidea ve Dunaliella bardawil) agirligi bilinen petri kabinda
tartililir, petri kaplar1 105°C’de 8 saat siireyle etiivde kurutulur. Desikatore alinan
petri kaplar1 sogutulur ve tartilir, sabit tartima gelinceye kadar islem

tekrarlanmistir. Orneklerin nem miktarlar1 % olarak sunulmustur.
3.4.7. inorganik Madde Miktar1 Analizi (Kiil)

Inorganik madde tayini AOAC (1975)’e gére yapilmis olup, yiizde (%)
olarak verilmistir. 1-4 gr kuru (70°C) alg 6rnegi, (Chlorella ellipsoidea ve
Dunaliella bardawil). Sabit tartima getirilmis porselen kroze igine tartilmistir
(Sekil 3.17) , 600°C de kiil firnin i¢inde 8 saat slirede kiil haline getirilmigtir

(Sekil 3.18) , Kiil firimindan alman porselen krozeler desikatére alinmis olup,
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sogutulduktan sonra tartilmistir (Bkz. Sekil 3.19), Orneklerin inorganik madde

miktarlart (kiil) % olarak sunulmustur.

Sekil 3.17. Porselen kroze, Alg (Orijinal) Sekil 3.18. Kiil firin1 (Orijinal)

Sekil 3.19. Porselen kroze, kiil (Orijinal)
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4. BULGULAR
4.1. Chlorella ellipsoidea

Ege Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Urla Yerleskesinde bulunan Alg
kiiltir Laboratuarinda Chlorella ellipsoidea (Bkz. Sekil 4.1) i¢in Proteose ortami
ve F/2 ortami kullanilmis ¢alismada giinliik olarak optik yogunluk, kuru agirlik,
hiicre sayis1 6l¢iilmistiir. Sicaklik 25°C de sabit tutulmustur siirekli aydinlatma
uygulanmigtir. Protein, karbonhidrat, lipit, nem, kiil analizleri belirlenmistir.
Mikroalglerin besin icerikleri Ozdamar (1997)'ye gore Student -T testi
uygulanarak karsilastirilmis ve ve p<0.05 degerleri istatistiksel yonden farkli

olarak kabul edilmistir.

Sekil 4.1. Chlorella ellipsoidea

4.1.1. Optik Yogunluk (OD)

Chlorella ellipsoidea kiiltiiriiniin Proteose ortami ve F/2 ortami, giinliik
olarak oOlgiimleri (10 giin) yapilmistir (Bkz. Cizelge 4.1). Elde edilen sonuglar
grafikte goriildiigii gibi Proteose ortaminda en yiiksek optik yogunluga

ulagilmistir.
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Cizelge 4.1. Chlorella ellipsoidea Proteose ortami ve F/2 ortami Optik Yogunluk (OD)

1,4 -
1,2 - A

|
0,8
0,6
0,4
0,2

OIIIIIIIIII
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

4

#x=Proteose ortami

——F/2 ortami

Optik Yogunluk (680 nm)

Zaman (giin)

4.1.2. Kuru Agirhk

Chlorella ellipsoidea kiiltiiriiniin Proteose ortami ve F/2 ortami, giinliik
olarak ol¢iimleri (10 giin) yapilmistir. (Bkz. Cizelge 4.2) elde edilen sonuglar
grafikte goriildiigii gibi Proteose ortaminda en yiiksek kuru agirlik miktarina

ulagilmistir.

Cizelge 4.2. Chlorella ellipsoidea Proteose ortami ve F/2 ortami Kuru Agirhik

0,2
0,18 A A
0,16 A

) X A
0,14 A
0,12 A X

0,1 - A
0,08 - #x—Proteose ortami
0,06 =—F/2 ortami
0,04 A
0,02 A

Kuru Agirhik (g L-! giin'!)
|

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Zaman (giin)
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4.1.3. Hiicre Sayisi

Chlorella ellipsoidea kiiltiiriiniin Proteose ortami ve F/2 ortami, giinliik
olarak ol¢iimleri (10 giin) yapilmistir. (Bkz. Cizelge 4.3) elde edilen sonuglar

grafikte goriildiigli gibi Proteose ortaminda en yiiksek hiicre sayisina ulasilmstir.

Cizelge 4.3. Chlorella ellipsoidea Proteose ortami ve F/2 ortam1 Hiicre Sayisi

~ 16000000 -~
= 14000000 - A "
= A
5012000000 1 N
— |
= 10000000 4 A
7 8000000 -
%’ 6000000 A = Proteose ortami
% 4000000 A == TF/2 ortami
o
= 2000000 -
m 0 T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Zaman (giin)
4.1.4. pH Degerleri

Chlorella ellipsoidea kiiltiiriiniin Proteose ortami ve F/2 ortami, giinliik
olarak ol¢iimleri (10 giin) yapilmistir. (Bkz. Cizelge 4.4) elde edilen sonuglar
grafikte goriildiigl gibi pH degerleri 7.3-8.7 arasinda degisiklik gostermistir.

4.1.5. Oksijen Degerleri

Chlorella ellipsoidea kiiltiiriiniin Proteose ortami ve F/2 ortamu, giinliik
olarak ol¢iimleri (10 giin) yapilmistir. (Bkz. Cizelge 4.5) elde edilen sonuglar
grafikte goriildiigl gibi oksijen degerleri 5.9-7.4 arasinda degisiklik gostermistir.
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Cizelge 4.4. Chlorella ellipsoidea Proteose ve F/2 ortami pH Degerleri

8,8 -
8,6 -
8,4 -
82 -

7,8 1 O Proteose Ortami
7.6 1 ®F/2 Ortami

7,4 1
7,2 1

pH Degerleri
[oe]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Zaman (giin)

Cizelge 4.5. Chlorella ellipsoidea Proteose ve F/2ortam Oksijen Degerleri

7,5 1

6,5

5,5 1 O Proteose Ortami
5 4 B F/2 Ortami

4,5 1

Oksijen Degerleri mg/L)
[@)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Zaman (giin)

4.1.6. Chlorella ellipsoidea kiiltiiriiniin Biyokimyasal Kompozisyonu

Yapilan analizlerde lipit icerigi Proteose Ortam1 % 20.4 + 0.99 ve F/2 ortanu
% %16.5 + 2.16 olarak bulunmustur. Lipit iceriginde istatistiksel olarak onemli
farklar olmadig1 saptanmustir (p>0.05). Protein icerigi Proteose Ortami grubunda
% 56.6 £1.04, F/2 ortam1 grubunda ise % 47.1 + 2.02 olarak belirlenmis ve
gruplara arasinda istatistiksel yonden oOnemli derecede farkliliklarin oldugu
belirlenmistir. Karbonhidrat, toplam su, inorganik madde ve nem miktarlar

Proteose Ortami ile ortami i¢in sirasiyla % 16.4 +£1.71, 1.89 +0.185, 4.71 +0.201
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F/2 ortami i¢in % 15.9 +1.11, 2.41 £0.368, 18.9 £0.85 olarak belirlenmistir (Bkz.
Cizelge 4.6). Degerlerin istatistiksel yonden oOnemli derecede farkliliklarin

olmadig1 yapilan istatistik analizlerinin sonucunda belirlenmistir (p<0.05).

Cizelge 4.6. Chlorella ellipsoidea’nin Protein, Karbonhidrat, Lipit Degerleri
(n=3). Ayn1 satirda Proteose Ortami1 F/2 Ortamlar1 arasinda farkli kiiciik tissel

isaretlerle ifade edilen degerler arasindaki farklar istatistiksel agidan 6nemlidir

(p<0.05).

Proteose ortami F/2 ortam
Lipit(%) 20.4 +0.99" 16.5 +2.16"
Protein(%) 56.6 +1.04 47.1+2.02°
Karbonhidrat(%) 16.4 £1.71* 15.9 +1.11*
Toplam Su Miktari(%) 1.89 +0.185" 2.41 +0.368"
Inorganik Madde | 4.71 £0.201* 18.9 +0.85"
Miktar1(%)
Nem Miktariy(%) 14.25 £1.56" 27.93 £2.42°

4.2. Dunaliella bardawil

Ege Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Urla Yerleskesinde bulunan Alg
kiiltiir Laboratuarinda Dunaliella bardawil (Bkz. Sekil 4.2.) 2XErdschreiber
ortam1 ve Modifiye Edilmis Johnson kullanilmig ¢aligmada giinliik olarak optik
yogunluk, kuru agirlik, hiicre sayist Olgiilmistiir. Sicaklik 21°C de sabit
tutulmustur siirekli aydinlatma uygulanmistir. Protein, karbonhidrat, lipit, nem,

kiil analizleri belirlenmistir.

%

Sekil 4.2. Dunaliella bardawil
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4.2.1. Optik Yogunluk (OD)

Dunaliella bardawil kiiltiriiniin 2XErdschreiber ortami ve Modifiye
Edilmis Johnson, giinliik olarak 6l¢iimleri (12 giin) yapilmistir. (Bkz. Cizelge 4.7)
elde edilen sonuglar grafikte goriildiigii gibi 2XErdschreiber ortamida en yiiksek
optik yogunluga ulasilmstir.

Cizelge 4.7. Dunaliella bardawil 2XErdschreiber ortami ve Modifiye Edilmis Johnson
Optik Yogunluk (OD)

0,35 1
0,3 A
0,25 1

0,2 -
=2 X Erdschreiber
Ortami

=—Modife Johson
Ortami

0,15 -
0,1 -
0,05 -

Optik Yogunluk (680 nm)

1 23 456 7 8 9101112

Zaman (giin)

4.2.2. Kuru Agirhk

Dunaliella bardawil kiiltiiriiniin 2XErdschreiber ortami ve Modifiye
Edilmis Johnson ortami, giinlilk olarak ol¢iimleri (12 giin) yapilmistir. (Bkz.
Cizelge 4.8) elde edilen sonuglar grafikte goriildiigii gibi 2XErdschreiber ortamida

en yiiksek kuru agirlik miktarina ulagilmisgtir.

4.2.3. Hiicre Sayisi

Dunaliella bardawil kiiltiriiniin  2XErdschreiber ortami ve Modifiye
Edilmis Johnson, giinliik olarak dlgiimleri (12 giin) yapilmistir. (Bkz. Cizelge 4.9)
elde edilen sonuclar grafikte goriildiigii gibi Modifiye Edilmis Johnson ortamida

en yiiksek hiicre sayisina ulagilmigtir.
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4.2.4. pH Degerleri

Dunaliella bardawil kiiltiiriiniin  2XErdschreiber ortami ve Modifiye
Edilmis Johnson ortami, giinliikk olarak Ol¢iimleri (12 giin) yapilmistir (Bkz.
Cizelge 4.10). Elde edilen sonuglar grafikte goriildiigli gibi pH degerleri 7.8-8.1

arasinda degisiklik gostermistir.

Cizelge 4.8. Dunaliella bardawil 2XErdschreiber ortami ve Modifiye Edilmis Johnson Kuru

Agirlik
0,8 1
_
= 0,7 1 A
5 A
50 0,6 1
(=) 0,5 -
on
= 0.4 1 A A2 X Erdschreiber
)El) 03 - X Ortami
g 02 - A == Modife Johson
; ol Ortami1
M b
0 T T T T T T T T T T T 1
1 23 45 6 7 8 9 101112
Zaman (giin)
Cizelge 4.9. Dunaliella bardawil 2XErdschreiber ortami ve Modifiye Edilmis Johnson
Hiicre Sayist
7000000 -
_
= i
= 6000000
Y
~ 5000000 -
]
£ 4000000 -
z =2 X Erdschreiber
;} 3000000 A Ortami
2000000 - —8—Modife Johson
1
2 1000000 1 Ortam
=
0
1234567 89101112
Zaman (giin)
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4.2.5. Oksijen Degerleri

Dunaliella bardawil kiiltiriiniin 2XErdschreiber ortami ve Modifiye
Edilmis Johnson, giinliik olarak Ol¢timleri (12 giin) yapilmistir (Bkz. Cizelge
4.11). Elde edilen sonuglar grafikte goriildiigii gibi oksijen degerleri 6.0-6.2

arasinda degisiklik gdstermistir.

Cizelge 4.10. Dunaliella bardawil 2XErdschreiber ortam1 ve Modifiye Edilmig Johnson pH

Degerleri

8,15 -
8,1 -
8,05 -

7,95 A
7,9 -
7,85 A 02 X Erdschreiber Ortami
7,8 1 ® Modife Johson Ortami

7,75 4
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pH Degerleri

12345678 9101112

Zaman (giin)

Cizelge 4.11. Dunaliella bardawil 2XErdschreiber ortami ve Modifiye Edilmis Johnson
Oksijen Degerleri

6,25 1
6,2 M

6,05 1 02 X Erdschreiber Ortamu
6 - ® Modife Johson Ortami

Oksijen Degerleri (mg/L)

5,95 1

12345678 9101112

Zaman (giin)
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4.2.6. Dunaliella bardawil kiiltiiriiniin Biyokimyasal Kompozisyonu

Yapilan analizlerde lipit icerigi 2XErdschreiber Ortaminda % 9.1 £0.17 ve
Modifiye Edilmis Johnson Ortaminda % 7.9 +£0.45 olarak bulunmustur. Lipit
iceriginde istatistiksel olarak Onemli farklar olmadigi saptanmistir (p>0.05).
Protein igerigi 2XErdschreiber grubunda % 39.7 £2.28, Modifiye Edilmis Johnson
grubunda ise % 30.2 £2.67 olarak belirlenmis ve gruplara arasinda istatistiksel
yonden 6nemli derecede farkliliklarin oldugu belirlenmistir. Karbonhidrat, toplam
su, inorganik madde ve nem miktarlar1 2XErdschreiber ile ortami i¢in sirastyla %
22.8 £2.51, 1.44 +£0.28, 26.96 +1.35 ve 18.28 £1.26, Modifiye Edilmis Johnson
ortami i¢in % 10.3 +£2.34, 0.56 +0.08 ve 51.44 £1.85 ve 34.9 +2.15 olarak
belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.12). Degerlerin istatistiksel yonden dnemli derecede
farkliliklilarin oldugu yapilan istatistik analizlerinin sonucunda belirlenmistir

(p<0.05).

Cizelge 4.12. Dunaliella bardawil’in Protein, Karbonhidrat, Lipit Degerleri
(n=3). Ayn1 satirda 2XErdschreiber ve Modifiye Edilmis Johnson Ortamlari
arasinda farkl kiiciik iissel isaretlerle ifade edilen degerler arasindaki farklar

istatistiksel agidan dnemlidir (p<0.05).

2XErdschreiber Ortami Modifiye Edilmis
Johnson Ortamm

Lipit(%) 9.1 £0.17* 7.9 +£0.45"

Protein(%) 39.7 £2.28" 30.2 £2.67°
Karbonhidrat(%) 22.8 £2.51° 10.3 +2.34°

Toplam Su Miktari(%) 1.44 £0.28° 0.56 +0.08"

inorganik Madde | 26.96 +1.35" 51.44 +1.85"

Miktari(%)

Nem Miktariy(%) 18.28 £1.26" 34.9 +2.15°
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5. SONUC VE TARTISMA

Bu c¢aligmada yesil algler grubundan olan Chlorella ellipsoidea ve
Dunaliella bardawil’in farkli ortamlarda yetistiriciligi yapilmistir. Elde edilen
biyomas ile lipit, protein, karbonhidrat, toplam su, nem ve kiil miktarlarini
belirlemek amaciyla arastirmalar yiritilmiistir. Tez kapsaminda Chlorella
ellipsoidea’nin proteose ortaminda ve F/2 ortamlarinda laboratuar kosullarinda
25°C sicaklikta, 1600 lux 151k yogunlugunda 10 giin boyunca yetistiriciligi
yapilmistir. Glinliik olarak optik yogunluk, kuru agirlik, hiicre sayisi, pH ve
oksijen Ol¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglara gore proteose ortaminda yapilan
denemelerde optik yogunluk, kuru agirlik, hiicre sayis1 F/2 ortamina gore yiiksek

bulunmustur. PH ve oksijen degerleri iki ortam arasinda benzerlik gostermistir.

Takagi ve arkadaslar1 (2005), Dunaliella bardawil’in 1. 5 M tuzlulukta lipit
miktarinin arttigim1  bildirmiglerdir. Denemeler bu nedenle 2 M tuzlulukta
calisilmigtir. Sukatar, (2002). Mikroalglerin 16-27°C arasindaki sicakligi tolere
etmeleri nedeniyle Chlorella ellipsoidea i¢in 25°C ve Dunaliella bardawil igin
21°C sicaklik uygulanmistir. Fabregas ve Herraro, (1985), Dunaliella salina’nin
protein oranm1 % 57, karbonhidrat oranim1 % 31 ve lipit oranin1 % 9 olarak
belirlemislerdir. Calismada lipit oran1 benzerlik gostermis, karbonhidrat ve protein
orani diisiik bulunmustur. Bothom ve Radledge (1979) besin ortamindaki azot
kaynagina bagli olarak lipit miktarinin degistigini, azotun azalmasi ile birlikte
glikozun lipit’e doniistiigiinii bildirmislerdir. Calismada en yiiksek lipit igeriginin
Chlorella ellipsoidea igin proteose ortaminda % 20.4 + 0.99, Dunaliella bardawil
icin 2XErdschreiber ortaminda % 9.1 +£0.17 olarak bulunmustur. Proteose ve
2XErdschreiber ortaminda azot ve fosfat igerigi diger ortamlara gore yiiksek
bulunmustur. Evans and Ratledge, (1984). Mikroalgal lipit iiretimini tetikleyen
faktorleri bulmak icin yapilan aragtirmalar, gevresel stresin bir¢ok mikroalg
tiriinde lipit birikimine etki ettigini gostermistir. Caligmada en yiiksek lipit
igeriginin Chlorella ellipsoidea igin proteose ortaminda % 20.4 + 0.99, Dunaliella
bardawil i¢in 2XErdschreiber ortaminda % 9.1 +0.17 olarak bulunmustur.
Proteose ve 2XErdschreiber ortaminda azot ve fosfat igerigi diger ortamlara gore
yiiksek bulunmasi, Evans and Ratledge (1984), yaptiklari calismaya gore
farkliliklar gostermistir (p>0.05).
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Yetistiriciligi yapilan Chlorella ellipsoidea kiiltiiriinden elde edilen biyomas
miktar1 ile biyokimyasal analizler yapilmistir. Lipit analizinde kurutulmus
Chlorella ellipsoidea mikroalgine yag ¢oziicii olarak hexan ilave edilip islemler
sonrasinda gravmetik olarak 6lgiilmiistiir. Olgiimler sonucunda yapilan
denemelerde proteose ortaminda lipit oraninin % 20.4 + 0.99, F/2 ortaminda lipit
oraninin %16.5 + 2.16 olarak bulunmustur. Ancak gruplar arasinda istatistiksel
acidan oOnemli derecede farkliligin olmadigir belirlenmistir (p>0.05) Protein
analizleri Bradford Dye-Binding metoduna gore yapilmistir (Nielsen 2010 a).
Soliisyonun ~ hazirlanmast  ve  islemlerin  uygulanmasindan  sonra,
spektrofotometre’de 595 nm’de orneklerin okunmasiyla elde edilen sonuglarina
gore protein orani, proteose ortaminda % 56.6 £1.04, F/2 ortaminda % 47.1 +
2.02°dir. En yiiksek protein igerigi proteose ortaminda tespit edilmis olup

istatistiksel yonden farklilik gosterdigi saptanmistir (p<0.05).

Fenol-Siilfiirik asit metoduna gore karbonhidrat analizleri yapilmistir
(Nielsen 2010 b). Soliisyonun hazirlanmasi ve islemlerin uygulanmasindan sonra,
spektrofotometre’de 485 nm’de Orneklerin okunmasiyla elde edilen sonuglarina
gore karbonhidrat orani, proteose ortaminda% 16.4 £1.71, F/2 ortaminda % 15.9
+1.11°dur. En yliksek karbonhidrat orani proteose ortaminda oldugu saptanmistir
(p<0.05). Chlorella ellipsoidea kiiltiiriiniin toplam su miktari, nem miktari,
inorganik madde miktar1 (kiil) AOAC (1975)’e gore yapilmistir. Proteose
ortaminda yapilan denemede toplam su miktari, nem miktari, kiil miktar1 sirastyla
% 1.89 +0.185, % 14.25 £1.56, % 4.71 £0.201. F/2 ortaminda % 2.41 £0.368, %
2793 £2.42, % 18.9 +0.85 olarak bulunmustur. Toplam su miktar1 ve kiil
miktarlar1 arasinda istatistiksel yonden 6nemli farkliliklar bulunmamasina karsin

nem miktarinda farkliliklar tespit edilmistir (p>0.05)..

Yapilan ¢alismada, Dunaliella bardawil 2XErdschreiber ortami ve modifiye
edilmis Johnson ortami denemelerde, laboratuar kosullarinda 21°C sicaklikta,
1600 lux 151k yogunlugunda 12 giin boyunca yetistiriciligi yapilmistir. Glinliik
olarak optik yogunluk, kuru agirlik, hiicre sayisi, pH ve oksijen olgiimleri
yapilmistir. Olgiimlerde elde edilen sonuglara gore Erdschreiber ortami yapilan
denemelerde optik yogunluk, kuru agirlik, hiicre sayis1t modifiye edilmis Johnson

ortamina gore yiiksek bulunmustur. Oksijen degerleri benzer bulunmakla beraber
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pH degerlerinde farkliliklar tespit edilmistir. Yetistiriciligi yapilan Dunaliella
bardawil kiiltirinden elde edilen biyomas miktar1 ile biyokimyasal analizler
yapilmistir. Caligmada 2XErdschreiber ortaminda lipit oranimmin % 9.1 +0.17,
modifiye edilmis Johnson ortaminda lipit oraninin % 7.9 +0.45 olarak
bulunmustur. En yiiksek lipit igeriginin 2XErdschreiber ortaminda oldugu
saptanmistir (p>0.05). Denemelerde protein oraninin, 2XErdschreiber ortaminda
% 39.742.28, modifiye edilmis Johnson ortaminda % 30.2 +£2.67 ’dir. Bu
sonuglara gore 2XErdschreibe ortaminda en yiiksek protein orani tespit edilmis,
gruplar arasinda istatistiksel agidan farkliliklar belirlenmistir (p>0.05). Elde edilen
sonuglarina gore karbonhidrat orani, 2XErdschreiber ortaminda % 22.8 +£2.51,
modifiye edilmis Johnson ortaminda % 10.3 +2.34°diir. En yiiksek karbonhidrat
iceriginin 2XErdschreiber ortaminda oldugu tespit edilmis olup, istatistiksel

yonden farklilik gosterdigi saptanmistir (p<0.05).

Dunaliella bardawil kiiltiiriiniin toplam su miktari, nem miktari, inorganik
madde miktar1 (kiil) AOAC (1975)’e gore yapilmistir. 2XErdschreiber ortaminda
yapilan denemede toplam su miktar1, nem miktart ve kiil miktar1 % 1.44 +0.28, %
18.28 £1.26, % 26.96 +1.35 olarak, modifiye edilmis Johnson ortaminda % 0.56
+0.08 , % 34.9 £2.15, % 51.44 £1.85 bulunmustur. Modifiye edilmis Johnson
ortaminda en yiiksek kiil ve nem miktar1 saptanirken, 2XErdschreiber ortaminda
en yiiksek toplam su miktar1 bulunmustur. Istatistiksel yonden farklilik gosterdigi

belirlenmistir (p<0.05).

Algal biyoteknoloji de ticari Oneme sahip alg tiirlerinden Chlorella
ellipsoidea ve Dunaliella bardawil farkli ortamlarda yetistiriciligi yapilarak Elde
edilen biyomas ile lipit analizi, protein analizi, karbonhidrat analizi, toplam su
miktari, nem miktari, kiil miktar1 degerleri sonuglarda verilmistir. Bu sonuglara
gore elde edilen lipit oranin Chlorella ellipsoidea ve Dunaliella bardawil i¢in
diisiik oldugu tespit edilmistir. Lipit icerigin arttirilmasi i¢in farkli yontemler

denenmesi gerekmektedir.

Akuakiiltiir ve biyomas i¢in kullanilan iki tiirtin farkli ortamlarda farkli
besin igerigine sahip oldugu calisma sonunda saptanmustir. Alglerin kullanim

alanlart c¢esitlilik gosterip bunlardan insan gidasi ve hayvan yem katki maddesi
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olarak kullanimlarinda ise protein ve karbonhidrat sonuglarinin yeterli diizeylerde
bulundugu tespit edilmistir. Alglerin iiretim amacina uygun kosullarda kiiltiire

alinmasi gerektigi bu ¢calisma sonunda belirlenmistir.
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