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OZET

Doktora Tezi

ALG KULTURU CALISMALARINDA BiYOMAS VERIMLILIGINI ARTTIRMA
YONTEMLERI

Meltem ALTUNOZ HATIPOGLU

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Biyoloji Anabilim Dal1

Danigman: Prof. Dr. E. Olcay OBALI

Alg kdltdrlerinin biyomas verimliligini artirma yontemlerinin arastirildigi bu ¢aligmada
Neochloris oleoabundans Chantanachat ve Bold tirti kullanilmistir. N.oleoabundans
tiriiniin optimum biliylime ve gelismesini izlemek icin algal suslar BG11 besiyeri,
biyoatik olan tavuk giibresi besiyeri ve azot yoksunu BG11 besiyeri olmak tiizere iig
farkli mikroalgal besiyeri kullanilarak, beyaz, mavi ve kombine mavi ile kirmiz1 olmak
tizere Ui¢ farkli dalga boyunda LED 1518a maruz birakilmistir. Uygulama sirasinda mavi
151k tavuk giibresi ile birlikte kullanildiginda pigment ve toplam lipid ig¢eriginde olumlu
degerlere ulasilirken, kombine mavi ile kirmizi 1518in tavuk giibresi besiyerinde
kullanilmas1 yoluyla kayda deger konsantrasyon degerlerine ulagilmistir. Tavuk giibresi
besiyerlerinde sabit mikroalgal hiicre konsantrasyonu ve yiikselen optik yogunluk
izlenmistir ve bu durumda hiicre boyutlarinda biiyliime oldugu izlenmistir.

Mavi ve kombine mavi ile kirmiz1 1518a maruz kalan, tavuk giibresi besiyerlerindeki
suslarda gelisen mikroalg hiicrelerinin biiyiikliiklerinin diger suslara oranla daha yiiksek
olmasinin ayni zamanda besiyerinin rengine de baghi oldugu tahmin edilmektedir.
Tavuk gibresi besiyerlerinin, BG11 ve BG11-N besiyerlerine gore daha koyu bir renkte
olmasi, suslara niifuz eden 15181n difiizyonunu ve yayilimini etkilemektedir. Besiyerinin
rengi daha koyu oldugu takdirde beyaz 15181n besiyeri tarafindan da absorbe edildigi ve
bu nedenle beyaz 151ga maruz kalan mikroalgal hiicrelerin biiyiikliiklerinin daha az
olabilecegi tahmin edilmektedir. Ayn1 151k yogunluklarinda olan mavi veya kombine
mavi ile kirmizi 15181, koyu renkli bir besiyeri tarafindan daha az oranda absorbe
edildigi ve bu suslarda hiicrelere niifuz eden beyaz 15181in daha yiiksek irradiyasyon
yogunluguna onciiliik ettigi diistiniilmektedir.

Subat 2016, 81 sayfa

Anahtar Kelimeler: Biyoatik, kirmiz1 1s1k, LED 151k, mavi 151k, mikroalgal gelisme,
Neochloris oleoabundans, tavuk gibresi



ABSTRACT
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APPLICATIONS IN ALGAL CULTIVATION TO ENHANCE BIOMASS
EFFICIENCY
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In this study, the effect of three microalgal growth mediums which are BG11 medium,
nitrogen deprived BG11 medium and poultry manure biowaste, as well as the effect of
different wavelengths which are white, blue and blue combined with red light,
respectively, for the optimum growth of Neochloris oleoabundans were monitored. In
the course of the experiment, a significant concentration value and cell size was
observed in chicken manure growth medium, under blue combined with red light, while
the pigments content and the total lipid content were found to be remarkable in chicken
manure medium exposed to blue light. By the constant microalgal cell concentration
and the increasing optical density of the strains in chicken manure mediums, it is
observed that the cell size of these strains are larger, which is corroborated by cell size
measurements.

A possible explanation for the larger cell size of chicken manure medium strains under
blue and blue combined with red light can be the opacity of the growth medium. The
process of light diffusion and propagation inside the darker chicken manure medium is
weaker compared to the BG11 medium; accordingly, blue or combined blue and red
light irradiating with the same light density are less absorbed by a dark medium than
white light leading to higher irradiation density to the cells.

February 2016, 81 pages

Key Words: Biowaste, blue light, chicken manure, light-emitting diodes, micro-algal
growth, Neochloris oleoabundans, red light
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1. GIRIS

Son yillarda fosil kaynakli olmayan enerji iiretimine olan ilgi, basta Cin ve Amerika
olmak iizere tim Diinya’da hizli bir sekilde artis gostermistir. Bu tip enerji iiretimi
karbon kirliligini engelleme ve halk saglhigini iyilestirme gibi alanlarda da 6nem
tasimakta ve mikroalgler karbon kaynakli olmayan yiiksek enerji liretimi i¢in dnemli bir
alternatif sunmaktadirlar. Mikroalglerden elde edilen en yaygin iiriin biyodizeldir, ancak
biyoetanol veya biyobutanol gibi yakit tipleri (Hirano vd. 1997, Ellis vd. 2012, Harun
vd. 2013), biyogaz (Passos vd. 2014, Klassen vd. 2015) ve biyoyag (Hu vd. 2013, Kim
vd. 2014, Boonma vd. 2015) gibi irilinler de elde edilebilmektedir. Mikroalgler ayni
zamanda antioksidan (Xia vd. 2013), astaksantin (Giannelli vd. 2015, Hong vd. 2015)
ve B-karoten (Varela vd. 2015), ayrica vitamin (Fabregas ve Herrero 1990, Carballo-
Cardenas vd. 2003, Durmaz 2007) ve anti-kanser ilag (Borowitzka 1995, Rickards vd.
1999) gibi ikincil metabolitlerin {iretiminde, akuakiiltiir uygulamalarinda (Sirakov vd.
2015) veya hayvan besini olarak da kullanilmaktadir (Kotrbacek vd. 2015, Taelman vd.
2015), ayrica zengin karbonhidrat, protein ve yag asidi kaynaklaridir (Cizelge 1.1).

Mikroalg hiicrelerinin gelisimi ve hasati uygulamalarinda, ayrica bunlarin endiistriyel
diizeyde ekstraksiyonu veya proseslerinde diisiik maliyetli yollar gelistirebilmek igin
bircok strateji gelistirilmektedir. Burada 6nemli olan nokta algal kiiltivasyonun daha
verimli olabilmesi ve ayrica en diisiik ekonomik yollarla gergeklestirilebilmesi i¢in
gerekli protokollerin optimize edilmesidir. Cogunlukla 151k sinirlamasi mikroalgal
gelisimi etkileyen major faktorlerden biridir. Fotosentetik organizmalar olarak, 1s1k
sinirlamas1 mikroalglerin hiicre yogunlugunda farkliliklar yaratmakla kalmaz, ayni

zamanda alg hiicrelerinin maruz kaldig1 1s18a kars1 korunma davranislarini da etkiler.



Cizelge 1.1 Alglerden elde edilen 6nemli tiriinler (Priyadarshani ve Rath 2012)

Pigmentler / B karoten, astaksantin, lutein, zeaksantin, kantaksantin,
Karotenoidler klorofil, fikosiyanin, fikoeritrin, fukoksantin

Doymamis Yag Asitleri | DHA (C22:6), EPA (C20:5), ARA (C20:4), GAL (C18:3)
(PUFA)

Yitaminler A, B1, B6, B12, C, E, biotin, riboflavin, nikotinik asit,
pantotenik asit, folik asit

Antioksidanlar Katalaz, polifenoller, superoksit dismutaz, tokoferoller

Diger Antimicobial, antifungal, antiviral ajan, toksin, aminoasit,
protein, sterol, 1siktan korunma i¢in MAA (mycosporine-
like amino acids)

Bunlarin yaninda 15181in dalga boyu mikroalgal kiiltirlerde basarinin yakalanmasinda
anahtar rol oynayabilir. Ozellikle biyoyakit iiretiminde, heterotrofik satha dahi goz
Oniine alindiginda, mikroalgler ¢ogu zaman fotosentezi gergeklestirmek icin fotosentetik
aktif 1s1n1ma gereksinim duyarlar. Mikroalg hiicrelerinin y18in kiiltiirleri iizerine yapilan
bir¢ok calismada, diger bitkilerde de oldugu gibi kirmizi veya mavi 1518in biiylimeye
olan etkilerine odaklanilmistir. En ¢ok kullanilan dalga boylarinin kirmizi, mavi veya
bunlarin kombinasyonu seklinde oldugu bilinmektedir (Carvalho vd. 2011, Koc vd.
2013, Schulze vd. 2014).

Dalga boyu uygulamalarinin basaris1 ayni zamanda segilen alg tiiriine baglidir. Her bir
farkl1 organizma, farkli dalga boylarinda optimum biiylime gosterebilir. Basarili bir
algal kiiltivasyon; biiylime orani, hiicre biiyiikliigii veya ikincil metabolit iiretimi gibi
parametrelerin artis gosterdigi durumlar anlamina gelmektedir. Bunlarin yaninda birgok
calismada spesifik dalga boylarinda LED (light emitted diode) 1sik kaynaklarinin,
arkasinda floresan 151k kaynagi bulunduran sistemlere eklenmesi seklinde kullanilmistir.
Bunun devaminda 151k kaynagi zenginlestirme ¢alismalarinin, LED 151k kaynaklarinda
oldugu gibi diisiik maliyetli sistemlerle gerceklestirilmesinin uygun oldugu kanisina

varilmistir.



Bazi aragtirmacilar mikroalg iiretiminde zenginlestirilmis dalga boyu spektrumununun
etkisini dengelemek amaciyla daha diisiik maliyette olan biiyiik 6l¢ekli algal kiiltiirler
tizerinde c¢alismislardir. Ayrica kultivasyonda bir cesit kaplama kullanarak giines
1s181ndan spesifik dalgaboylarini iletme yoluyla, solar dalga boyunun manipulasyonunu

saglamiglardir (Michael vd. 2015).

Mikroalgal kiiltiirlerde kullanilan besiyerinin maliyetinin diisiik olmasi, mikroalg
liretiminin 6nemli noktalarindan birisidir. Ayn1 zamanda mikroalglerin azot, fosfor veya
metal iyonlarmmi uzaklastirmak amacli atik su artimi alaninda da  kullanildigi
bilinmektedir (Wang vd. 2010, Pittman vd. 2011, Zhu vd. 2013, Lyon vd. 2015). Ayrica
mikroalglerin bu 6zelligi ile, biyoyakit tabanh iiretim birlikte kullanildiginda 6nemli
oranda ¢evresel kazanim saglanmaktadir. Bu yolla c¢ifte avantaj elde edilmektedir: bir
yandan Kkirleticilerin cevreye karsi negatif etkisi diisliriilerek atik yonetimi igin
stirdiiriilebilir zincir saglanirken; diger yandan atik maddelerin, besin degeri ve lipid

orani yliksek mikroalglere kaynak olarak kullanilmas1 saglanmaktadir.

Bu calismada verimli 1sinimsal performans elde etmek i¢in hem enerji tasarrufu
saglayan, hem de diisitk maliyetli LED 151k kaynaklar1 seg¢ilmistir. Bununla birlikte
BG11 besiyeri, azot yoksunu BG11-N besiyeri ve biyoatik olan tavuk giibresinden elde
edilen besiyeri olmak iizere 3 farkli besiyeri; mavi, kirmizi ve kombine mavi ile kirmizi
dalgaboylarinda 3 farkli 151k kaynagi kullanilarak, Neochloris oleoabundans
Chantanachat ve Bold kiiltiir suslar1 tizerindeki etkileri arastirilmistir. Ayrica mikroalgal
kiiltiirlerde daha diigiik maliyette, optimum algal biiylime ve gelisimi saglama yollar

tizerinde durulmustur.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Biyoatik Kullanimi

Atik maddeler; gerektiginde bazi kimyasal aktive edici ajanlarla da kullanilarak,
kontrollii ortamlarda piroliz yoluyla, aktif karbona donistiiriilebilirler (Okada vd. 2003).
Aktif karbonun 6nciil maddelerinden olan tarimsal organik atiklarin, yenilenebilir ve
nispeten daha diisiik maliyetli olduklar1 bilinmektedir, ayrica efektif olarak kullanimlari
icin uygun hale getirilebilirler (Hirunpraditkoon vd. 2011). Bunun yaninda yiiksek
karbon ve diisiik inorganik igerige sahip olan, maliyeti diisiik maddeler yine aktif
karbon {iiretimine Onciil olacak sekilde kullanima uygun hale getirilebilirler (Ioannidou
vd. 2005). Herhangi bir lignoseliilozik biyokiitle aktif karbon elde etmek amaciyla
kullanilabilir. Kisaca aktif karbon, kimyasal, farmasétik ve gida endiistrileri de dahil

olmak tizere (Guo vd. 2009) s1vidan gaz faza adsorbsiyon prosesinde olduk¢a dnemli rol

oynar (Valdés vd. 2002).

2.1.1 Alg kiiltiirlerinde biyoatik kullanimi

Algler ve akuatik biyokiitle; jet yakit1 da dahil olmak iizere “iiclincii nesil” biyoyakita
yeni bir yol agma potansiyelindedir. Mikroalglerin yiiksek yag orani ve biyokiitle
verimliligi, yaygin kullanilabilirligi, tarim arazilerine kiyasla yok denilebilecek kadar
diisiik rekabette olmalari, yan iiriinlerinin yiiksek kalitesi ve ¢ok yonliligi, CO;
yakalamadaki etkili kullanim1 gibi alanlardaki avantajlar1 algal biyokiitle iiretiminin ne
derece 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir. Alglerin ve akuatik biyokiitlenin, atiksu
aritimi ve endiistriyel bitkiler alaninda kullanima uygunlugu, bunlar1 umut veren ve ilgi
cekici onemli kaynaklardan biri haline getirmektedir. Dolayisiyla bu organizmalar
giiniimiizde tamamen siirdiiriilebilir diisiik karbon ekonomisinde yerini almaktadirlar

(https://en.wikipedia.org, 2015).

Coziiniir azot ve fosforun salinimi algal iiretimi tetikleyici bir faktordiir ve dogal

ortamlarda direkt olarak balik veya bir dizi proses sonrasinda zooplankton ve



mikroorganizmalar tarafindan tiiketilmektedirler (detritus olusumu) (Wohlfarth ve
Schroeder 1979, Colman ve Edwards 1987). Detritusun tanimi genel olarak ¢6ziinmiis
ve partikiil haldeki 6lii organik maddeler seklinde yapilabilir. (Wetzel vd. 1972, Rich ve
Wetzel 1978, Mann 1988, Velimirov 1991). Diisiik alkalin sularda, giibre
dekompozisyonu alglere karbondioksit salinimi ve dekompozisyon yoluyla Onemli
miktarda ¢6ziinmiis inorganik karbon (DIC: Dissolved inorganic carbon) kaynagi
saglamaktadir (McNabb vd. 1990). Ayni zamanda alkalin géllerde tavuk giibresinin
yiikleme oranlar1 arttikca nutrient sinirlamasi karbondan azota dogru degismektedir

(Knud-Hansen vd. 1991).

Biyoatik proseslerinden kaynaklanan atik maddeler algal biyokiitle {iretimi i¢in en
onemli kaynaklardan biridir. Balik ¢iftliklerinin sularinda azot ve fosfor konsantrasyonu
daha azdir ve ayrica diger atik maddelerden daha az toplam organik karbon
icermektedir. Bu durumun ise algal biiylime ve gelismeyi kisitladig1 diigiiniilmektedir.
Bilindigi tizere pH yiikselmesi, c¢oOzeltide bulunan ¢6ziinmiis karbondioksitten
yararlanarak meydana gelen fotosentez sonucu gozlenmektedir. Ayrica atik sularda
magnezyum konsantrasyonunun diisik olmasi algal biiyime ve gelismeyi

sinirlamaktadir (Park vd. 2010).

2.1.2 Biyoatik kullanimu ile algal biyokiitle iiretimi

Enerji uygulamalarinda kullanilmak iizere secilecek olan alg tiirliniin, yag asidi
kompozisyonunun uygun olmasi, yiiksek biiylime oran1 gostermesi ve yiiksek
kapasitede biyokiitle ve lipid liretimine uygun olmasi gerekmektedir. Algal kiiltiirlerde
kullanima uygun olan tiiriin kiiltivasyonunun ve hasatinin kolay olmasi, ayrica
hiicrelerden elde edilen lipid veya metabolitlerin kolay ekstre edilebilmesi
gerekmektedir. Tahminen diinya ilizerindeki on milyon alg tiirlinden, yalnizca 40.000
adeti teshis edilmistir. Bunlarin ¢ogunlugu fotoototroftur, ancak bazi cinsler heterotrofik
kosullarda, karanlikta da gelismektedirler (Hu vd. 2008). Algal sus se¢iminin spesifik
bir hedefi ise miksotrofik biiyiime yapabilen tiirlerin kullanimini saglamaktir. Atik
sularin en Onemli Ozelliklerinden birisi organik karbon igeriyor olmasidir ve bu

miksotrofik ortamlarin lipid tiretimini arttirdigi kanitlanmistir (Wan vd. 2011).



Alglerin  kiiltiiri  ve islenmesi prosesinin sirdiiriilebilirligini  saglamak ig¢in
¢Oziimlenmesi gereken bazi teknik problemlerle karsilagiimaktadir. Algal biyoyakit
tiretiminde teknolojik  zorluklar1 gozden gecirmek ve yasam dongiisiiniin
degerlendirilmesinin yaninda, Ozellikle azot ve fosfor olmak {izere, nutrient
kaynaklariin saglanmasi da 6nem kazanmistir. Biyogaz, biyodizel veya biyoyag gibi
tirtinlerin elde edildigi bu proseslerde (Sekil 2.1) maliyet faktorleri de goz Oniinde
tutulmustur. Tarima elverissiz alanlarda gelisen mikroalglerde, eger kiiltivasyon azot ve
fosfor kaynagi saglamak igin gilibreye ihtiyag duyarsa, bu organizmalar gida
yetistiricileriyle direkt olarak ortamda bulunan mevcut giibre i¢in rekabete girerler

(Peccia vd. 2013).

Fermentasyon

Anaerobik
Bivokimyasal Par¢calanma
Diniisiim

Bivogaz

Transesterifikasyon Bivodizel

Hidroproses Yesil Dizel/Jet
Katalitik Ayirma Yalati/Gazolin

Mikroalgler

Gazlastirma

Déniism ‘

Sivilastirma

Sentez Gan

Sekil 2.1 Mikroalglerin potansiyel biyokiitle doniisiim prosesleri (Brennan ve Owende
2010, Pienkos ve Darzins 2009).

2.2 Biiyiime Kosullarina Gore Algal Verimlilik

Sicaklik, CO,, tuzluluk veya nutrient igerigi gibi parametrelerin mikroalg besiyerlerinde
farkliliklar gostermesi, mikroalgal hiicrelerin gelisimini ve buna bagh olarak
mikroalglerden elde edilen protein, yag ve karbonhidrat miktarlarini etkilemektedir
(Raghavan vd. 2008). Mikroalg Kkiiltiirlerinden elde edilen iirinler fototrofik ve
heterotrofik kosullara bagli olarak degismektedir. Buna bagli olarak lipid ve



karbonhidrat oranlar1 heterotrofik kosullarda, protein ise fototrofik kosullarda daha

yuksek miktardadir (Xu vd. 2006).

Baz1 algler 15181 enerji kaynagi olarak kullanan, ayrica karbondioksit veya tuz gibi
inorganik bilesikleri besin olarak kullanan ototrofik (fotosentetik) organizmalardir. Bazi
algler ise heterotrofik (fotosentetik olmayan) organizmalardir, ayrica nutrient gibi ek

organik bilesiklere ve enerji kaynagina gereksinim duyarlar (Sekil 2.2).

Isik Enerjist
(valmzca foto
organi
> Biyopolimerler Besin
Sentez Hicresel  Degradasyon
(Anabolizma) ~ AKUVie  (Katabolizma) |
| ' |
Ot i Heterotroflar
Besin
- - Atikl
(CO2) =

Sekil 2.2 Ototorof ve heterotrof organizmalarin metabolizma prosesi (Boyer 2006)

Bunlara ek olarak bazi algler ise kompleks besinsel bir spektrum kullanan miksotrofik
alglerdir. Bu algler hem fotoototrofik, hem de heterotrofik organizmalardir, fotosentez
yapabilme yeteneginin yaninda, dis kaynakli organik nutrientleri kullanma yetenegine

de sahiptirler (Liam ve Philip 2010).

Hem fototrofik, hem heterotrofik olan mikroalgler dual-trofi karakterine sahip olan

spesifik alg tiirlerine dayanmaktadir. Dual-trofizm fototrofik ve heterotrofik biiylime ve



gelismenin ayni alg tiirii izerinde gozlenmesi olarak tanimlanmaktadir ve bu tiirlerden

bazilar1 Cizelge 2.1°de gosterilmistir (Zheng vd. 2012).

Cizelge 2.1 Dual-Trofizma yapabilme 6zelligi gosteren mikroalg tiirleri

Uygun Mikroalg Tiirleri

Referans

Chlorella sorokiniana Shihira ve R.W .Krauss

Chen ve Johns 1991

Chlorella vulgaris Beyerinck (Beijerinck)

Liang vd. 2009

Chlorella protothecoides Kriiger Yan vd. 2011
Chlorella pyrenoidosa H.Chick Chen 1996
Chlorella saccharophila (Kriiger) Migula Chen 1996

Chlorella zofingiensis Donz

Liu vd. 2010b

Tetraselmis suecica (Kylin) Butcher

Azma vd. 2011

Scenedesmus obliquus (Turpin) Kiitzing

Abeliovich ve Weisman 1978

Scenedesmus acutus Meyen

Shamala vd. 1982

Chlamydomonas reinhardtii P.A.Dangeard

Chen ve Johns 1995

Euglena gracilis Klebs

Ogbonna vd. 1999

Haematococcus pluvialis Flotow

Hata vd. 2001

Tan ve Johns 1996
Tan ve Johns 1996

Nitzschia closterium (Ehrenberg) W.Smith
Navicula pelliculosa (Kiitzing) Hilse

2.2.1 Fototrofik biiyiime

Fototrofik biiylime sistemleri iizerine, heterotrofik ve miksotrofik biiyltime sekillerine
oranla daha fazla sayida calisma yapilmistir. Fototrofik alg kiiltiirlerinin golet veya
havuz gibi acik sistemlerde veya fotobiyoreaktor gibi kapali sistemlerde kullanimi
yaygindir. Acik sistemler daha diisiik maliyette oldugundan bir¢ok arastirmaci
tarafindan tercih edilmektedir. Ancak agik sistemlerin en dnemli dezavantaji istilact
tiirlerin veya bdceklerin neden oldugu kontaminasyon tehlikesidir (Rusch ve Malone
1998, Theegala vd. 1999), ayn1 zamanda daha diisiik karbondioksit kullanim1 nedeniyle
diistik biyokiitle tiretkenligi gézlenmektedir (Chisti 2007).

Acik havuz veya goletlere kiyasla fotobiyoreaktorlerle daha iyi bir kiitle transferi

saglanir, ayrica algal biiylime ve gelisme i¢in daha verimli ¢evresel 151k penetrasyonu ve



daha yiiksek hacimsel biyokiitle iiretkenligi saglanmaktadir (Chisti 2007). Bununla
birlikte fotobiyoreaktorlerin yapimi ve kurulumu nispeten yiiksek maliyetlidir. Genel
olarak fototrofik alg kiiltlirleri; yetersiz 151tk penetrasyonuna bagli olarak algal
biyokiitleyi daha fazla maliyetli hale getiren, diigiik tretkenlige ve karbondioksit
fiksasyonuna sahiptir (Li vd. 2008). Ticari fototrofik kiiltiir sistemleri, maliyeti
hafifleterek yiiksek degerde liriin elde etmeyi amacglamistir (Borowitzka 1999, Olaizola
2003).

2.2.2 Miksotrofik biiyiime

Miksotrofik algler biiylime ve gelismelerinde hem karbondioksit, hem de organik
substratlar1 kullanmaktadirlar ve dogal olarak biiyiime oranlari fototrofik alglerden daha
yiiksektir (Samejima ve Myers 1958a). Spirulina platensis (Gomont) Geitler gibi tiirler
kullanilan, miksotrofik kiiltiirlerde biyokiitle konsantrasyonlarindan elde edilen kuru
madde miktarinin, fototrofik kiiltiirlerden elde edilenlerden yaklasik 5 kat daha yiiksek
oldugu goézlenmistir (Chen ve Zhang 1997). Ayrica gliserol ile beslenen miksotrofik
mikroalg Phaeodactylum tricornutum Bohlin tiiriiniin biyokiitle konsantrasyonu ve
maksimum biyokiitle iiretkenligi fototrofik kosullarda gelisenlere gore sirasiyla yaklagik

9 ve 8 kat oraninda dikkate deger bir artis gdstermistir (Garcia vd. 2000).

Miksotrofik kiiltiirlerde gelisen mikroalg tiirleri cogu zaman, hala fototrofik biiylime
gosteren mikroalglerdeki gibi 1s18a gereksinim duyar. Bunun yaninda miksotrofik
kiiltivasyon kapali, sterilize fotobiyoreaktorlerde yapilmalidir. Diisiik maliyetli agik
sistemlerde, mikroalglere besin kaynagi olarak kullanilan organik substratlar potansiyel

kontaminasyon riski olusturmaktadirlar.

2.2.3 Heterotrofik biiyiime

Heterotrofik algler, organik substratlar1 enerji ve karbon kaynagi olarak kullanabilme
yetenegindedirler. Bunun sonucunda heterotrofik alg kiiltlirlerinin 151k sinirina baglh

kalmadan hizli biliyiime ve gelisme avantajlar1 vardir, bdylece biiylik tanklarda



gelisimlerini  siirdlirebilme ve  yiiksek  biyokiitle  konsantrasyonu saglama
yetenegindedirler. Elde edilen yiiksek konsantrasyondan biyokiitleyi hasat etmek daha
kolaydir. Glikoz ile beslenen yesil alg Chlorella protothecoides tiiriiyle yapilan
calismada elde edilen biyokiitle konsantrasyonunun yiiksek oranda elde edildigi ve
ayrica bu kiiltiir sistemlerinden dokosaheksaenoik asit gibi ticari nutrasotik {iretimi
yapildig1 bilinmektedir (Bailey vd. 2003). Bunlarin yaninda heterotrofik alg kiiltiir
sitemlerinin kurulumu ve organik karbon substratlarinin kaynagi daha yiiksek maliyette

olmaktadir.

2.3 Alglerin Isik Gereksinimleri

Isik yogunlugu ve siiresi direkt olarak algal biliylime, gelisme ve fotosentezi
etkilemektedir. ~ Mikroalgler iiretken bir fotosentez  gergeklestirmek  ig¢in
aydinlik/karanlik rejimine ihtiya¢ duyarlar. Fotokimyasal fazda adenozin trifosfat
(ATP), nikotinamid adenin dinukleotid fosfat oksidaz (NADPH) {iretimi icin 151k
ihtiyact duyarlar ve ayrica biyokimyasal fazda biiyiime ve gelisme proseslerinde
gereken baslica molekiilleri sentezlemek igin karanlik periyoda ihtiya¢ duyarlar
(Cheirsilp ve Torpee 2012). Mikroalgal biiylime ve gelismede fotoperiyodun, i1sik
yogunlugunun ve dalga boyunun, sisteme ve algal tiire en uygun sekilde segilmesi algal
bliylime kosantrasyonunda kritik bir oneme sahiptir. Ayrica 1sik yoksunlugu algal
gelisimi smirlamakta veya fotooksidasyon ve inhibisyona oOnciiliik edebilmektedir

(Carvalho vd. 2010, Khoeyi vd. 2011).

Mikroalgal biiylime ve gelismede yliksek performans elde etmek i¢in kullanilan enerjiye
bagl olarak 151k dagilimini yiikseltmenin ¢esitli yollar1 vardir. Bunlardan birisi 15181in
biyokiitle katmanlarina niifuzunu daha iyi saglamak iken, bir digeri ise LED 151k
kaynaklar1 kullanarak, 15181n biyoreaktor gibi kapali sistem igerisine homojen olarak
dagilimmi saglamaktir (Posten 2009). LED isiklarin diisiik maliyeti ise bu 1s1k

kaynaginin biyokiitle eldesi i¢in kullanimini avantajli hale getirmektedir.

Tek hiicreli bir yesil alg olan Chlamydomonas reinhardtii tiriiniin hiicre dongiisii,

aydinlik ve karanlik periyodlarinin siiresi degistirilerek senkronize edilmis, bu
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kosullarda hiicre biiyiime ve gelisimi incelenmistir (Lien ve Knutsen 1979). Aydinliktan
karanliga gecis islemi boliinme fazinin baslangicini diizenlemektedir (Voigt ve Miinzner
1987) ve ayrica C. reinhardtii tiriiniin hiicre boliinmesinin, mavi ve beyaz 1sikta,
kirmiz1 ve kizilGtesi 1518a veya karanliga kiyasla gecikerek gerceklestigi bilinmektedir.
Heterotrofik kiiltiirlerde doz yanitlama egrisi ve 1sikla indiiklenen hiicre bdliinmesindeki
gecikmenin dalga boyuna bagimliligi hesaplanmistir. Buna bagli olarak mavi 1s1k
reseptoriiniin var oldugu sonucuna varilmigtir (Miinzner ve Voigt 1992). Mavi 1518a
maruz kalmig geciken hiicre boliinmesinin, hiicre siklus diizenleyicisi siklin-CDK-
kompleksinin ertelenmis kinaz aktivitesi ile oOrtiistiigii belirlenmistir (Oldenhof vd.

2004a).

Ayrica Gaussian egrisinde (Sekil 2.3) goriildiigli gibi mavi 1518 giic yogunlugu
spektrumunun grafikteki kapladigi alanin diger dalgaboylarina oranla daha dusiiktiir.
Buna bagli olarak mavi 15181, beyaz 1518a kiyasla daha az enerji tiiketimi yaptigi

bilnmektedir (Siffel ve Braunovéa 1999, Ferroni vd. 2009).

=] —
o0 o

Spektral Gii¢ Yogunlugu
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(=}

400 450 500 550 600 650 700
Dalga Boyu (nm)

Sekil 2.3 Dalga boylarina gore gii¢ yogunlugu spektrumlari (Siffel ve Braunova 1999,
Ferroni vd. 2009)
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2.3.1 LED 51k kaynaklari ve giiniimiizdeki kullanim

LED 151k kaynaklarinin, geleneksel bahge bitkileri formlarinin 1siklandirilmasinda genis
bir kullanim alani vardir. Boyutlarinin kiigiik olmasi, dayaniklilig1, uzun émiirlii olmasi,
yiiksek 1s1 yaymamasi ve hedef bitkinin verecegi tepkiye gore spesifik dalga boylarina
ayarlanabilir olmas1 LED 1s1k kaynaklarini bitki yetistirme temelli alanlarda, diger 151k
kaynaklarina goére daha kullanigsh hale getirmistir (Cizelge 2.2). Bu avantajlar; yeni,
gelistirilmis sistemlerle dalga boyunun bitki yetistirme alanlarinda daha verimli bir

sekilde kullanimini saglamaktadir.

Kirmizi LED 151k, fotosentez giiciinii arttirmak icin iki temel nedenle yaygin olarak
kullanilmistir. Bunlardan birincisi McCree egrileri (Sager ve McFarlane 1997) ile
kirmiz1 dalga boyunun (600 - 700 nm) bitki pigmentleri tarafindan absorbsiyonunun
verimini belirlemektir. Ikinci neden ise kirmizi LED 1s1gin 660nm’de klorofil
pigmentinin absorbsiyon pikine yakin bir noktada maksimum verim gostermesidir. Son
zamanlarda goriiniir spektrumun mavi bolgesi (400 — 500 nm) iizerine de calismalar
yapilmaktadir. Thtiya¢ duyulan mavi 1s181n miktar1 veya farkl tiirlere gore optimal mavi
15181n belirlenmesi hala cevap bekleyen konular igerisindedir. Mavi 1s1k; bitkilerde
govde biiylimesi (Cosgrove 1981), fototropizma (Blaauw ve Blaauw-Jansen 1970), su
iliskisi ve karbondioksit degisimini etkileyen stoma kontrolii (Schwartz ve Zeiger 1984)

gibi 6nemli fotomorfojenik olaylarda rol oynamaktadir.
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Cizelge 2.2 Farkl ticari 151k kaynaklarinin 6zellikleri ve elektrik tiiketimi (Chen vd.

2011)
Operasvon Isik kaynaginin
Isik kaynag tipi Ozellikleri perasyo; tikettigi elektrik®
Stabilitesi
(kw/h)

Ticari 151k Daha yiiksek biyokiitle Yiiksek 40.32
kaynaklar1 iiretkenligi ve stabilite, genis

aydinlatma alani, diisilk maliyet
LED 1s1k Daha diisiik enerji tiikketimi, Yiiksek 20.16
kaynaklar1 (light  daha diistik 1s1 yayilimi, uzun
emitting diode) Omiirlii olmasi, daha fazla

siklikta agip kapanmaya

dayanikli, daha yiiksek stabilite,

diisiik maliyet
Optik fiber metal  Yiiksek enerji tiiketimi, daha Orta 36.0
halojentirlii kiiciik alan kaplar, homojen ve
lamba (OF-MH) iyi 151k dagilimi, diisiik

kontaminasyon riski
Optik fiber solar  Diisiik elektrik tiikketimi, Diistik 1.0
enerji (OF-solar)  homojen ve iyi 1s1k dagilimi, az

yer kaplama, diisiik

kontaminasyon riski, diigiik

maliyet
Kombine Elektrik tiiketimi yok, homojen High 0

LED/OF-solar ile
rlizgar giicii/solar
panel

ve 1yi, az yer kaplama, diistiik
kontaminasyon riski

*40L biyoreaktdrlerde kullanilan 151k kaynaklarinin elektrik tiiketimi

Wisconsin grubu baslangic calismalarinda, kabul edilebilir bitki biiylimesi i¢in yiiksek

cikislt kirmizi LED 1s1ik kaynaklariyla birlikte, mavi 151tk kaynagi kullanarak 1sik

kaynag etkilerinin demonstrasyonunu gerceklestirmislerdir (Hoenecke vd. 1992). Daha

sonra Kennedy Uzay Merkezi’'nde yapilan ¢alismalarda, bugday fideleri 500 pmol'm™

*s™! foton kirmizi LED 1sik altinda filizlendirildiginde klorofil gelisiminin basarisiz

oldugu gozlenmistir, ancak 30 umol'm *s™' foton mavi 151k kaynag ilave edildiginde

veya kirmizi 15181n etkisi diisiiriildiigiinde klorofil sentezinin gerceklestigi gdzlenmistir

(Tripathy ve Brown 1995).
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2.4 Mikroalglerde Kloroplast ve Fotosentetik Pigmentler

Algler dahil olduklar1 divizyolara gore c¢esitli pigmentler icermektedirler. Bu
organizmalar klorofil-a’nin yaninda; Kl-b, Kl-¢, fukoksantin, peridinin, fikobilin veya

fikoeritrin gibi pigmentler icermektedirler (Cizelge 2.3, 2.7).

Cizelge 2.3 Baz1 algal gruplarin pigment kompozisyonu: (Dring 1982)

Divizyo Yaygin isim Major Yardimci

Pigment
Chlorophyta Yesil Algler klorofil-b
Charophyta Charophytes klorofil-b
Euglenophyta Euglenoidler klorofil-b
Phaeophyta Kahverengi Algler ﬁiﬁﬁ;ﬁé; c2
Chrysophyta eslﬁfrll_s;{r?;vfrlf;lf\i/e::ggi algler Iff;fiﬁ?irﬂﬁ “
Pyrrhophyta Dinoflagellatlar Klorofil-c2, peridinin
Cryptophyta Kriptomonadlar klorofil-c2, fikobilinler
Rhodophyta Kirmiz algler fikoeritrin, fikosiyanin
Cyanophyta Mavi yesil algler fikosiyanin, fikoeritrin

Kloroplast lamelinin en 6nemli komponentleri renkli organik bilesikler, fotosentetik
pigmentlerdir. Ingenhousz ve Scherer (1795) bu konuyu renksiz bitki organlarinin
“havay1 iyilestiremeyecegini” ifade ederek desteklemistir. Pigmentler goriiniir 15181
kuvvetle absorbe eden molekiillerdir. Bu tip absorbsiyon belirli bilesik siniflarina baglh
olarak sinirlanmaktadir. Bitkilerin fotosentetik organlart her zaman ¢esitli pigmentler
icermektedirler. Kloroplast pigmentleri {ic major baglik altinda incelenebilir: (1)

Klorofiller, (2) Karotenoidler, (3) Fikobilinler

14



2.4.1 Klorofil

Klorofil-a; bacteriophyll (BKIl) pigmenti tasiyan fotosentetik bakteriler haricinde, tiim
fotosentez yapan hiicrelerde bulunmaktadir. Kahverengi, kirmizi ve mavi yesil algler
gibi organizmalar da bu grubun i¢ine girmektedir. Simdiye kadar klorofil-a igermeden
fotosentez yapabilme yetenegine sahip herhangi bir organizma kaydi yoktur. In-vivo
caligmalarinda gozlenen klorofil-a’nin belirli kimyasal 6zellikleri, bu pigmentlerin (en
azindan bazi molekiilleri) fotosentezde aktif rol oynadigini ve fotoenzim olarak goérev
yaptigin1 gostermistir. Diger tim pigmentlerin, fiziksel enerji saglayicilar olarak gorev
yaptig1 diistiniilmektedir. Kl-a disindaki pimentler genellikle yardimer pigment olarak
adlandirilir (Oldenhof vd. 2006).

Klorofil-b; ikinci en yaygin klorofil cesitidir. Lokal olarak oksitlenmis bir Kl-a
tirevidir. Yiiksek bitkiler, yesil algler gibi organizmalar Kl-a pigmentine ek olarak Kl-b
pigmenti de igerirler. Literatiirde daha farkli klorofil tipi bilesikler de yer almaktadir.
Bunlardan klorofil-¢ kahverengi algler ve diyatomelerde; klorofil d kirmizi alglerde;

klorofil e altinsaris1 alglerde bulunmaktadir (Cizelge 2.4).

Yesil bakteriler ¢cogu zaman “Chlorobium klorofil” olarak adlandirilirlar veya mor

bakteri pigmenti olan bacteriophyll kalintilarina ek olarak, “bacterioviridin® adini

alirlar.
Cizelge 2.4 Klorofiller
Klorofil Tipi Karakteristik Absorbsiyon Pikleri Olusum
Organik solvent | Hiicre icinde,
icerisinde, (nm)
(nm)
Kl-a 420, 660 435, 670 — 680 Tiim fotosentetik
(farkli formlarda) pigmentlerde
(bakteriler haric)
Kl-b 453, 643 480, 650 Yiiksek bitkiler ve
yesil alglerde
Kl-¢ 445, 625 Kirmiz1 band 645 Diyatome ve
nm dalga boyunda kahverengi alglerde
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Cizelge 2.4 Klorofiller (Devam)

Klorofil Tipi Karakteristik Absorbsiyon Pikleri Olusum
Organik solvent | Hiicre icinde,
icerisinde, (nm)
(nm)
Kl-d 450, 690 Kirmizi band 740 Baz1 kirmizi alglerde
nm dalga boyunda
Chlorobium Iki formda: Kirmizi band 750 Yesil bakterilerde
klorofil (1) 425, 650 (veya 760) nm dalga
(Bacterioviridin) | (2) 432, 660 boyunda
Bacteriophyll-a | 365, 605, 770 Kirmizi band 800, Mor ve yesil
(BKla) 850 ve 890 nm dalga | bakterilerde
boyunda
Bacteriophyll-b | 368, 582, 795 Kirmizi band 1.017 | Rhodopseudomonas
(BKIb) nm dalga boyunda susunda rastlanmis
(mor bakteriler)

2.4.2 Karotenoid

Fotosentez yapma kabiliyetinde olan tiim organizmalar karotenoid pigment cesitlerini
icermektedirler (Cizelge 2.5). Bu pigmentler cogunlukla sar1 veya turuncu renktedirler.
Bunlarin renkleri normalde klorofil ile maskelenmistir, ancak klorofil eksikliginde
(bitkilerin aurea varyeteleri) veya sonbaharda sar1 pigmentler goriiniir hale gelmeye
baslar, bazilar1 oksidasyon yoluyla turuncu ve hatta kirmizi renkte dahi
goriinebilmektedirler. Bunlarin yaninda sonbaharda bazi yapraklarda goriinen parlak

kirmizi veya mor renkler, antosiyanin adli bagka bir pigment yoluyla ger¢eklesmektedir.

Karotenoidlerin spesifik tipleri farkli bitki gruplarina gore degisiklik gostermektedir.
Genel olarak iki major grup bulunmaktadir. Bunlar; karoten (hidrokarbon) ve karotenol
(cogu alkol, bazilar1 keton) olarak adlandirilirlar, ayrica karotenoller ksantofil olarak da
belirtilmektedirler. Diyatomeler gibi kahverengi renkte olan organizmalar 6zel bir

karotenole bagl olarak fukoksantol olarak adlandirilirlar.
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Cizelge 2.5 Karotenoidler

Karotenoid Tipleri Karakteristik Olusum
Absorbsiyon Pikleri,
(nm)
I. Karotenler
Heksan igerisinde 420 Yaprak ve algler. Kl{mlz%
o - Karoten 440, 470 nm dalga alg Ve ?qlahonales Uyest
boylarinda yesil alg erde. Major
karotendir
Heksan igerisinde 425, | ... e
B - Karoten 450, 480 nm dalga Tim . l?ltkller1n temel
b irmda karotenidir
Heksan icerisinde 440 Yesil sulfur bakterilerinin
v - Karoten 460, 495 nm dalga major kar.oter.u.chr, bazi
O larmgd bitkilerin icerisinde eser
miktarda
II. Karotenoller = Ksantofiller
Yesil yapraklarin, yesil

Luteol

Violaksantol

Fucoksantol

Spirilloxantol

Etanol icerisinde 425, 445,
475 nm dalga boylarinda

Etanol igerisinde 425, 450,

475 nm dalga boylarinda
Heksan igerisinde 425,
450, 475 nm dalga
boylarinda

Heksan igerisinde 464,
490, 524 nm dalga
boylarinda

alglerin ve kirmizi alglerin
major karotenolii

Yapraklarin ikinci
karotenolii

Diyatome ve kahverengi
alglerin major karotenolii

Mor bakteride yaygin

Chlorophyceae 2500 tiir ve 350 cins ile en biiyiik grubu temsil eder. Cogu tiir tek hiicreli

veya filamentli tatlisu formundadir.

Chlorella, Chlamydomonas, Duneliella ve

Haematococcus gibi en iyi bilinen cinslere ait tiirler bu gruba dahildir. Baz1 tiirlerden

uygun kiiltiir kosullarinda yiiksek miktarda karotenoid eldesi saglanabilir. D.salina
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tiirlinden yiiksek miktarda B — karoten iiretimi yapildig1 bilinmektedir (Suarez 1998).
Diger bir 6nemli karotenoid ise, akuakiiltiirlerde besin degeri yiiksek bir pigmentasyon
kaynagi olan astaksantindir. Glinlimiizdeki ¢alismalarda %3 oraninda astaksantin
biriktirebilen H. pluvialis tiiriiniin diigiik maliyette tiretimine odaklanilmistir (Lorenz ve

Cysewski 2000).

2.4.3 Fikobilinler

Kirmiz1 deniz alglerinde (Rhodophyceae) ve ilkel mavi-yesil alglerde (Cyanophyceae)
bulunan diger bir 6nemli pigment ise fikobilindir (Cizelge 2.6). Bu pigmentler Kl-a
miktarina esit veya bundan daha fazla miktarda bulunabilir, ayrica kirmizi fikoeritrin ve
mavi fikosiyanin seklinde iki tiptir. Fikoeritrin goriiniir 151k spektrumunun ortasinda 151k

absorbsiyonunu gelistirme fonksiyonunu iistlenmektedir.

Cizelge 2.6 Fikobilinler

Fikobilin Tipleri Absorbsiyon Pikleri Olusum
. . . Suda ve in vivo, 490, 546 ve K1rm1z.1 alglerde tem§1
Fikoeritrin fikobilin, ayrica bazi mavi-
576 nm dalga boylarinda .
yesil alglerde
o e Suda ve in vivo, 618 nm Mav1jye§1l alglerin  temel
Fikosiyanin dalea bovunda fikobilini, ayrica  kirmizi
£a oy alglerde de bulunur
. Fosfat tamponda, 654 nm | Mavi-yesil alglerde  ve
Allofikosiyanin dalga boyunda, ph 6.5 kirmiz1 alglerde bulunur
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Cizelge 2.7 Divizyolarina gore algal pigmentler (Round, 1973)
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Cizelge 2.7 Divizyolarina gore algal pigmentler (Round, 1973) (Devam)

Algal Gruplar <
SR EX R g
Slelz|S|s|8le|la| 8|
= > ] ) + .
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o 2 = 9 [0 < o | = I 8
= [N O = ®) = o) 2l 3 <
o o — = 12 e O o
= 2| 2| 5| 2|8|E|E|&|8
Ol M| m | X | O~ AA| x| O
Diatoksantin o |o
Diadinoksantin o lo |o
Neodiadinoksantin o
Dinoksantin o
Neodinoksantin o
Peridinin -
Neoperidinin o
Myxoksantin Afanin ve
o] Kalorodin
sinonimi
Myxoksantofil a
Oscilloksantin o
Astaksantin Haematococcus
* , Brachiomonas
o o .
ve Protosiphon
tiirlerinde
Bilinmeyen o
Ksantofil
Fikobilinler
R —fikoertirin °
R -fikosiyanin o
C —fikoertirin o | Cryptomonadla
rda da bulunur
C -fikosiyanin Cryptomonadla
rda da bulunur,
) ancak
absorbsiyon
piki farklidir
B fikoeritrin . * Porphyra
o) naiadum
tiiriinde bulunur
Allofikosiyanin . * Porphyra
o) naiadum
tiirlinde bulunur

o: Grubun major pigmentleri, m: toplam pigment miktarinin yarisindan az miktarda olan pigment, o: az

miktarda bulunan pigmentler
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2.5 Fotosentez

Mikroalgler oksijenik fotoototrofik mikroorganizmalardir ve serbest oksijen varliginda
enerji-zengini organik bilesiklerden karbondioksit metabolize etmek i¢in giines 151811
kullanmaktadirlar. CH,O ile temsil edilen organik bilesikler mikroalgal biiylime ve
gelisme i¢in gereken temel yapi taglaridir. Asagida verilen esitlikte de goriildiigli gibi bu

proses i¢in ek substrat olarak H,O gerekmektedir.

Fotosentez oksidasyon — rediiksiyon reaksiyonlar1 seklinde belirtilebilir (Esitlik 2.1).
2H,A +CO, + ISIK —9™™ , (CH,O) +H,0 + 2A 2.1)

Burada belirtilen fotosentezde 1sik substrat olarak verilmistir, absorbe edilen 1s18in
enerjisi tirtinlerde depo olmaktadir. Baz1 aerobik fotoheterotroflar1 (Kolber vd. 2000) ve
baz1 istisna Prochlorophyta ve Cyanobacteria tiyeleri de dahil olmak iizere tiim
fotosentetik bakteriler yalnizca anaerobik kosullarda karbon fikse etme ve oksijen
gelistirme yetenegine sahiptirler. Bu organizmalarda “A” ile gosterilen bilesik; bir
siilfiir atomudur ve pigmentler bacterioklorofillerdir (Blankenship vd. 1995, van Niel
1941). Cyanobacteria, Prochlorophyta, dkaryotik algleri ve yiiksek bitkileri temsil eden

diger tiim fotosentetik organizmalar oksijeniktir (Esitlik 2.2).

2H,0 + CO, + ISIK -—Xla  (CH,0) +H,0+0, 22)
Klorofil-a en yaygin goriilen bitki pigmentidir. Esitlik 2.2°de klorofil a pigmenti, 151k

enerjisini kullanarak suyu oksidize etme yoluyla bir reaksiyon veya reaksiyon serisini

katalize etmektedir.
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2.5.1 Oksijenik fotosentez

Esitlik 2.3’te oksidasyon prosesi gosterilmektedir. Burada spesifik olarak elektronlarin,
sudan molekiiler oksijen formu seklinde ekstre edilmesiyle, kismi reaksiyon
gozlenmektedir. Bu proses iki grup oksijenik fotosentez reaksiyonlarindan bir tanesini

temsil etmektedir.

0+ ISR — B2 5 it L e rip, 23)
Diger reaksiyon ise karbondioksitin rediiksiyonuyla esitlik 2.4’te gdsterilmistir.
CO, + 4H* + 4e- —» CH,0 + H,0 (2.4)

Serbest elektronlar normal olarak biyolojik sistemlerde yer almazlar, esitlik 2.3 ve 2.4’te
gosterilen oksijenik reaksiyonlarda, belirgin bir sekilde gorilmeyen orta diizey
indirgeyici ajan formuna ihtiyag duyulmaktadir. Bu indirgeyiciler ve siiregelen

mekanizma oksijenik fotosenteze ait proseslerdir (Falkowski ve Raven 2007).

Mikroalglerin 151k enerjisini ve fotonlar1 absorbe etme, ayrica kimyasal bag
formasyonlartyla bunlari kimyasal enerji olarak depolama yeteneginde olduklari
bilinmektedir. Fotosentetik aparatusun temel unitesi ise fotosistemdir. Foton gibi 151k
enerjisi fotosistem anten kompleksinin karotenoid ve klorofil pigmentleriyle absorbe

edilir.
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Sekil 2.4. Fotosistem, indiiklenmis 151k eksitasyonunun anten kompleksinden reaksiyon
merkezine akisi, indiiklenmis 11k eksitasyon enerjisi “*” ile belirtilmistir
(Janssen 2002).

Fotosistem II prosesinde eksitasyon enerjisi pigmentler aracilifiyla taginmaktadir
(P680) ve daha yiiksek enerji seviyesine getirilmektedir (P680%*). Eksitasyonun yaklasik
% 95 ila 99 orani1 reaksiyon merkezine transfer edilebilmektedir. Reaksiyon merkezinin
icinde bulunan eksitasyon enerjisi, en yliksek enerji yiiklii orbitalden aldig:1 elektronla
reaksiyon merkezini aktive eder (P680—-P680%*) ve alinan bir elektronu en diisiik enerjili

yiiklenmemis orbitale tasir (Sekil 2.4).

2.6 Mikroalglerde Absorbsiyon Spektrumu

Mikroalglerin  absorbsiyon spektrumu divizyolara gore farkliliklar — gosterir.
Chlorophyta, Chrysophyta veya Cyanophyta iiyelerinin absorbsiyon araliklar1 farklidir
(Sekil 2.5). Algal kiiltivasyon sistemlerinde verimli bir biyokiitle saglamak ig¢in

kullanilan 151k kaynaklarinin dalga boylarinin tiir bazli belirlenmesi gerekmektedir.
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Chlorophyta

Duneliella tertiolecta

Absorbans (-)

Diyatome
Skeletonema costatum

Absorbans (-)

Cyanobacterium
Anacystis nidulans

Absorbans (-)

400 450 500 550 600 650 700 750
Dalga boyu (nm)

Sekil 2.5 Dunaliella tertiolecta Butcher, Skeletonema costatum Greville (Cleve)ve
Anacystis nidulans Richter Drouet ve Daily tiirlerine ait karakteristik
absorpsiyon spektrumlari (Kromkamp ve Limbeek 1993)
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2.7 Mikroalg Tabanh Enerji

Diinyadaki en eski formlardan biri olan algler milyonlarca yildir yasamlarini
siirdiirmektedirler. Ayrica alglerin insanlar tarafindan kullanima uygun hale getirilmesi
uzun bir tarihe sahiptir. Alglerin ilk olarak besin kaynagi elde etmek i¢in toplanmasi
Cin’de 2500 yil once baglamistir ve buradaki insanlar Nostoc gibi yenilebilen alglerin
cinslerinin biiyiime ve gelismesini saglamiglardir. Ancak alglerin biyoteknolojik olarak
arastirilmasinin  ¢ok uzun bir ge¢misi yoktur. 200.000-800.000 arasinda alg tiirii
olduguna inanilmaktadir, ancak bunlarin yalnizca binlercesi aciklanabilmistir ve
yiizlercesi kimyasal igerikleri i¢in arastirilmis ve yine ylizlercesi endiistriyel miktarlarda

kiiltiire edilmistir (Miguel 2003).

Son 50 yilda mikrolagler {izerine yogun arastirmalar gerceklestirilmistir. Ayrica
ekonomik ve kullanigh bircok 6nemli {irlinlin {liretimi iizerine yogunlasilmistir. Biiyiik
Olcekli ilk mikroalg kiiltiir, Nihon Chlorella tarafindan 1960’larda Chlorella kiiltiirleri
ile baslatilmistir. 1k yag krizinin bas gosterdigi 1970’lerde mikroalglerin yenilenebilir
enerji i¢in kullaniminda bir artis goriilmistiir (Spolaore 2006). NREL (The US
National Renewable Energy Laboratory), Aquatik Tiirler Programi’nda (ASP: Aquatic
Species Program) alternatif yenilenebilir yakit eldesi i¢in 1978’den 1996’ya kadar
siiregelen, mikrolaglerden elde edilen biyodizeli de iceren spesifik bir arastirma
gelistirme programi olusturulmustur (Sheehan 1998). Bu programin esas amaci yag

iceren mikroalglerde lipid {iretiminin biyoteknolojisini ve fizyolojisini arastirmaktir.

1987 — 1990 yillar1 arasinda Rowell’de (New Mexico), 1000 m* biiyiikliigiinde iki tane
g0l lizerinde “dis ortam deney tesisleri” kurulmustur ve mikroalgler kullanilarak diistik
maliyette biyodizel iiretiminin teknik olarak uygun oldugu sonucuna varilmistir. Ancak
gereken yliksek {iretkenligin saglanmasi i¢in uzun siireli arastirma ve gelistirme
calismalar1 yapilmasi gerekmektedir. Bu programin diger bir amaci ise, algal izolatlar
arasinda genetik cesitliligin saglanmasi, gelismis algal suslarin {iretilmesi ve algal
viriislerin potansiyel genetik etkilerini arastirmaktir. 1995 yilinda, program baslangic
asamalarindan ileri gidemeden enerji departmani bu programa saglanan biitgeyi

diisiirmiistiir (Sheehan 1998).
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Son yillarda ticari alg pazarinda bircok firma mikroalgal kiiltivasyona uygun
biyoreaktorler gibi gesitli sistemler gelistirmislerdir (Barclay 2005, Behrens 2007,
Kanel 1999). Giinlimiizde 37 firma alglerden yakit eldesini aragtirmaktadir (Torrey
2008), ve ayni zamanda bu konu iizerine yapilan arastirma gelistirme programlarina

olan ilgi artmistir.

2.8 Neochloris oleoabundans

Sistematik
Empire Okaryotlar
Kingdom Bitkiler

Subkingdom Viridiplantae
Infrakingdom Chlorophyta infrakingdom

Filum Chlorophyta
Subfilum Chlorophytina
Siif Chlorophyceae
Ordo Sphaeropleales
Aile Neochloridaceae
Cins Neochloris

Tir Neochloris oleoabundans Fotograf: Altunoz M.

S.Chantanachat ve H.C.Bold

(Algaebase)

Neochloris oleoabundans, yiiksek miktarda lipid depolama kabiliyetine sahip, bilinen en
onemli mikroalg tiirlerinden birisidir (Tornabene vd. 1983, Chisti 2007, Li vd. 2008b,
Pruvost vd. 2009). Ayrica bu tiirlin hiicreleri azot achiginda kiiltiire edildiginde lipid
iceriginde %40 oraninda artis goézlenmistir. Bu oranin ise %80’nini, 16-20 karbon
araliginda temel doymus yag asitlerini olusturur ve biyodizel {iretiminde 6nemli rol

oynayan trigliseritleri olusturmaktadir (Tornabene vd. 1983, Li vd. 2008b).

Mikroalglerin morfolojik karakterleri hakkindaki bilgi mikroalgal uygulamalar i¢in
cogu zaman kisith kalmaktadir ve bu durum N.oleoabundans tirii i¢in de gegerlidir
(Wijffels ve Barbosa 2011). Bu tiir hakkinda ¢ok sayida calisma olmamasi ile birlikte

biyoyakit {iretiminde umut veren bir aday olarak bilinmektedir (Wang ve Lan 2011).
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Ayrica az sayida calisma bu tiiriin lipid iiretimiyle olan iligkisi lizerine yogunlasmistir

(Li vd. 2008b, Gouveia ve Oliveira 2008, Gouveia vd. 2009).

N. oleoabundans ¢ogu zaman tatlisu organizmasi olarak tanimlanir ve genellikle Bristol
GR veya buna yakin tatlisu besi ortamlarinda kiiltiire edilir (Band vd. 1992, Gouveia vd.
2009, Levine vd. 2011, Giovanardi vd. 2013). Bristol besiyeri Bold (1949) tarafindan
hazirlanan Bristol igerigi baz alinarak gelistirilmistir ve iyl bilinen bir tatlisu besi
yeridir. Bu besiyerleri genel olarak fotosentettik yesil alglerin gelisiminde
kullanilmaktadirlar. BG 11 ise genel olarak tek hiicreli alglerin kiiltiirlerinde kullanilan
besiyeridir (Stanier 1971). N.oleoabundans tiirii ilk olarak Suudi Arabistan’daki kum
tepelerinden alinan kum orneklerinden izole edilmistir ve halotolerant mikrolag olarak
nitelendirilmistir (Chantanachat ve Bold 1962). Daha sonra yapilan ¢esitli calismalarda
bu tiirlin acisu ve tuzlu su besiyerlerinde de gelisme kabiliyeti oldugu gosterilmistir.
Buna bagli olarak mikroalgin biyokimyasal kompozisyon, hiicre biiylikliigii ve hiicre
morfolojisinde farkliliklar gozlenmistir (Band vd. 1992, Baldisserotto vd. 2012,
Popovich vd. 2012).

Chlamydomonas cinsinde verilen Ornekteki gibi N. oleoabundans tiriinde de klasik
hiicre boliinmesi dongiisiinde; biiyliyen bir hiicre tiim hiicre icerigini duplike eder ve
bunlar1 neredeyse ayni iki yavru hiicre sekline getirir (Donnan 1985) (Sekil 2.6). Bir
hiicre dongiisii erken ve ge¢ kararlilik olarak iki faza ayrilabilir. Erken kararlilik fazi
(G1) hiicre biiylimesi, hiicresel yapilarin {iretimi ve enerji rezervlerine akkiimiilasyon
gibi biiylime proseslerinde yiikselme gozlendigi bir evredir. Bu faz enerjiye bagimlidir
ve mikroalg de fotosenteze bagimhidir. Bu fazda gergeklesen biiylime sirasinda, belirli
bir noktada alg hiicrelerinin biyiikliiglinlin smir diizeyine gelmesiyle, hiicre
boliinmesine onciiliik eden olaylar dizisi tetiklenir. Bu sinir noktasina kararlilik noktasi
adi verilmektedir. Geg¢ kararlilik periyodu (S, G2 ve M sathalari) 11k yogunlugundan
bagimsizdir ve erken kararlilik safhasi sirasinda depolanan enerji rezervleri kullanilarak

karanlikta gerceklesebilir.
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Sekil 2.6 Yesil alg Chlamydomonas cinsinin klasik hiicre dongiisii (Bisova vd. 2005)

Chlorococcales (Chlorellales) ve Volvocales liyelerine ait bazi algler ¢oklu biiylime
prosesiyle ikiden fazla sayida yavru hiicreye bdliinme kabiliyetine sahiptirler (Bisova
vd. 2005). Geg¢ kararlilik safhasi siiresince biiylimeye izin veriliyorsa, hiicreler daha
fazla kararlilik noktalarina erisebilirler, boylelikle hiicre dongiisiiniin sonunda c¢oklu
yavru hiicrelere boliinmiis olurlar (Zachleder vd. 1997, Bisova 2005). Prensip olarak
yavru hiicrelerin sayist “2n” ile gosterilmektedir, burada “n” kararlilik noktalarina

erisme sayisi ile hesaplanan ikiye katlanma sayisini1 gostermektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Mikroalgal Sus

Bu calismada Neochloris oleoabundans tirii mikroalgal sus olarak kullanilmigtir. 14
giinliik stire ile gelistirilen mikroalgal hiicre siispansiyonlarindan 1ml alinarak, 250
ml’lik Erlenmeyer siselere, 100 ml besiyeri ile ekimler yapilmistir (1% v/v). Baslangigta
ekilen hiicre konsantrasyonu 0.64 x 10° hiicre/ml seklindedir. Calisma siiresince yapilan
tiim analizler {i¢ tekrarli gergeklestirilmistir. Deney siiresince dokuz adet kiiltiir kosulu

olusturulmustur (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Deney kosullarinin akronim listesi

Besiyeri Isik Kaynag Akronim
BGl11 Beyaz BGllw
BGI11 Mavi BGll1g
BG11 Mavi + Kirmizi BGI11gr
Tavuk Giibresi Beyaz CMw
Tavuk Giibresi Mavi CMg
Tavuk Giibresi Mavi + Kirmizi CMgr
BG11 —-N (azot yoksunu) Beyaz BGI11-Nyw
BG11 —N (azot yoksunu) Mavi BGI11-Ng
BG11 —N (azot yoksunu) Mavi + Kirmizi BG11-Ngr
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3.2 Isik

Alg hiicrelerinin optimal gelismini saglamak i¢in gereken en uygun 1s1k dalga boyunu
(rengini) belirlemek amaciyla baslangi¢ suslarinda spektrofotometrik 151k absorbsiyon
egrileri Olclilmiistiir. Bu spektrofotometrik absorbans dlgiimlerinin en  Onemli
nedenlerinden biri sirastyla mavi ve kirmizi dalga boylari arasinda gozlenen absorbans
egrilerindeki pik noktalarmin belirlenmesidir. Mevcut calismada enerji tasarrufu ve
monokromatik aydinlatmanin  kalitesini  arttirmak amaciyla alg kiiltiirlerini

1siklandirmada LED 151k kaynaklar1 kullanilmistir.

Sekil 3.1 El yapimu algal kiiltivasyon prototipi

Isik sistemlerinin Olgililerini dogru olarak hesaplayabilmek amaciyla ¢alismada
kullanilan her bir dalga boyunun (mavi, kirmizi, kombine mavi ile kirmizi) alg
kiiltivasyonu igin uygun goriilen 120 pmol m*s™ foton 151k siddetine uygun gelecek
sekilde hesaplamalar1 yapilmistir (Khan vd. 1998, Marshall ve Hallegraeff 1999). Bu
hesaplamalar dogrultusunda asagida gosterilen formiil ile foton akisi (umol m” s™)

enerji akisina (Wm?) esitlenmistir (Esitlik 3.1):
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n-c-h-A
E = 2 (3.1)

n: Foton Akist [pmol m* s '], ¢: Isik Hizi [m/s], A: Avogadro numarast [mol '], A:
Planck sabiti [Js], A: Dalga boyu [m].

Sekil 3.2 Her bir dalga boyu i¢in hazirlanan aydinlatma sistemleri

Genel olarak enerji tiiketimi hesaplamalari ile mavi 15181n beyaz 1518a gore daha az
enerji sarfettigi bilinmektedir (Cizelge 3.2). Tiim bu nedenlere bagli olarak LED 1s1k
kaynaklar1 daha az maliyetli bir mekanizma olmalar1 ve enerji kazanimi bakimindan
daha avantajli olmalar1 nedeniyle sec¢ilmistir, bunun sonucunda ise daha verimli
1s1nimsal permformans elde edilmesi amaglanmistir. Bu calismada el yapimi bir prototip
hazirlanmistir (Sekil 3.1). Led 151k ile kaplanmis Erlenmeyer siselerin ¢evreleri igeriye
151k sizmayacak ve disaridan 1sik almasi engellenecek sekilde aliiminyum folyo ile
kaplanmustir (Sekil 3.2). Ayrica siselerin ¢evrelerine yerlestirilen LED 151k sistemlerinin

dalga boylar1 herbir algal sus i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.3 LED 1s1k kaynaklariyla ¢evrelenmis Erlenmeyer siseler

Cizelge 3.2. Farkli dalga boylarindaki LED 151k kaynaklarinin verimlilikleri (Philips

Lumiled Katalog)
Tipik Verimlilik
Renk Dalga Boyu (nm) (W/W)
Kirmizi 620 <A <645 0.39
Kirmizi-Turuncu 610 <A <620 0.29
Yesil 520 <A <550 0.15
Siyan 490 <A <520 0.26
Mavi 460 <A <490 0.35
Beyaz 555 nm’de normalize edilmis 0.22

Kullanilan 11k kaynaklarinin dalgaboylari 436 nm (mavi), 665 nm (kirmizi) ve 6000K

(beyaz) seklinde kullanilmistir. Deney diizenegindeki Erlenmeyer siseler igerisindeki
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alg hiicrelerinin maruz kaldiklar1 1s1k dalgaboylar1 ise mavi, kombine mavi ile kirmizi
ve beyaz olacak sekilde yerlestirilmistir (Sekil 3.3). Kombine mavi ve kirmizi dalga
boylarinin oranlar1 ise sirasiyla 3:1 oraninda yerlestirilmistir. Kirmiz1 ve mavi 1518in
veriimlilik oranlarinin diger 151k dalga boylarina gore daha yiiksek oldugu bilinmektedir

Cizelge 3.2).

3.3 Mikroalgal Besiyerleri

Standart BG11 algal besiyeri (Cizelge 3.3) (Rippka 1988), azot yoksunu BGI11-N
besiyeri ve kurutulmus tavuk giibresi siispansiyonu olarak toplamda ii¢ farkli tipte
besiyeri kullanilmistir (Cizelge 3.1). BG11 besiyeri kontrol grubu olarak kullanilarak
BG11-N ve CM besiyerlerinde gozlenen biiyiime ve gelisme 151k etkisi de géz oniinde
tutularak karsilastirilmistir. CM besiyerinde kullanilan tavuk giibresi Tiirem Organik
Giibre Tesisleri’nden elde edilmistir. Ureticiden saglanan Tiirk Akreditasyon Kurumu
(TURKAK) tarafindan resmi olarak onayli tavuk giibresi analizine gore saglanan

nutrient igerigi miktarlar1 bu besiyerinin optimizasyonunda kullanilmistir.

Bu bilgiler dogrultusunda optimum algal biiylimeyi saglayan BG11 besiyerine uygun
gelecek sekilde, kuru tavuk giibresinde gerekli diliisyonlar yapilarak algal kiiltivasyon
icin en uygun sekilde besiyerleri hazirlanmistir. Azot yoksunu BG11-N besiyeri ise azot
kaynag1 olarak NaNO; kullanilmadan ve mevcut MgSO,; miktarinda optimizasyon
yapilarak hazirlanmigtir. Tiim besiyerlerinin pH degerleri optimum bir deger olan 7.3 +1
seklinde ayarlanmigtir. Tiim besiyerlerinin 121°°de 15dk siire ile sterilizasyonu yapilmis
ve orbital karisitiricida 150rpm’de (Heidolph Titramax 101, Germany), inkiibator
icerisine yerlestirilmistir (Isco SRL-FTD-250 Plus-Cooling Incubator, USA). Tiim

suslar 26 °C’de, 6 giinliik stireyle, 8 saat karanlik, 16 saat aydinliga maruz birakilmistir.
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Cizelge 3.3 BG 11 besiyeri icerikleri (Rippka 1988)

Komponent Konsantrasyon
NaNO; 17.6 mM
K,HPO,4 0.23 mM
MgSO4-7H,0 0.3 mM
CaCl, -2H,0 0.24 mM
Sitrik Asit-H,O 0.031 mM
Ferrik Amonyum Sitrat 0.021 mM
Na,EDTA-2H,0 0.0027 mM
Na,COs 0.19 mM
BG11 Eser Metal Soluiisyonu I mL/L
H;BO; 46 mM
MnCl,*4H,0 9 mM
BG11 Eser Metal Soliisyonu ZnS04+7H,0 0.77 mM
(1'mL/L) Na,;MoO,+2H,0 1.6 mM
CuSO45H,0 0.3 mM
Co(NO3),°6H,0 0.17 mM

3.3.1 lislenmis tavuk giibresinin standardizasyonu

Islenmis tavuk giibresinin TURKAK onayl igerik bilgileri, optimum algal biiyiime i¢in
gereken besiyeri kosullari i¢in standardizasyon yapilmasini saglamistir (Cizelge 3.4).
Optimum algal biliylime ve gelismeyi saglayan besiyerinin nutrient bilesenlerinin
molekiiler agirliklart ve miktarlar1 hesaplanarak, tavuk giibresinin standardizasyonu

gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.4 Tavuk Giibresi Igerigi

Komponent Konsantrasyon (%)
Toplam Organik Madde % 62
Toplam Azot %2.3
Organik Azot % 1.9
Humik + Fulvik Asit % 30.9
Toplam Organik Karbon % 19.6
Toplam P,Os % 4.8
Toplam (N + P,0Os) % 7.1

3.3.2 lislenmis tavuk giibresiyle hazirlanan besiyeri i¢in yapilan hesaplamalar

Islenmis kuru tavuk giibresi diliisyonlarin1 optimal algal besiyeri kosullarina gore
dengelemek i¢in bir dizi hesaplama yapilmistir. Optimum besiyerinin igerdigi
nutrientlerin miktarlar1 ve tipleri algal biiylime ve gelisme icin olduk¢a dnemlidir. Bu
nedenle oncelikle tavuk giibresi diliisyonlarinda oransal nutrient hesaplamalar1 yapilarak
islemlere baslanmistir. Bu hesaplamalarda nutrientleri olusturan bilesiklerin kimyasal
formiilleri tizerinden 1 litrede bulunma oranlar1 hesaplanmis ve bu hesaplara gore tavuk

giibresi diliisyonlarindan besiyerleri hazirlanmistir.

3.3.3 Tavuk giibresi kullanilarak hazirlanan besiyerleri iizerinde yapilan 6n

hazirhklar

Tavuk giibresi besiyerlerinin nutrient oranlart optimum biiyiime kosullarina sahip
besiyeri olan BG11 besiyerine gore ayarlandiktan sonra, oncelikle HCl ve NaOH
kullanilarak pH degerleri 7.3 +1 seklinde ayarlanmistir. Gerekli diliisyonlar yapilarak,
pH ayarlamalar1 yapilan besiyerleri 121°°de 15dk siire ile sterilize edilmis ve kullanima
hazir hale getirilmistir. Ayn1 zamanda hazirlanan siv1 besiyerlerinin yaninda, agarl kati

besiyerleri de hazirlanmistir ve bu besiyerlerinde alg gelisimi izlenerek gerekli
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kontroller saglanmistir. Bu islemler sonucunda bir dizi protokol gelistirilerek, islenmis

tavuk glibresi algal besiyeri olarak kullanmilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Tavuk giibresi besiyerinde yapilan 6n ¢aligsmalar

Bu caligmada kullanin tavuk giibresi besiyerleri, 6n ¢aligmalar sirasinda dogal giines
15181 ile sera ortaminda, belirli sicaklik ve fotoperiyodlarda mikroalgal besiyerlerinde
kullamilmistir. Chlorella vulgaris, Neochloris oleoabundans ve karisik mikroalgal kiiltiir

suslar1 bu 6n ¢aligmalarda denenmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5 On c¢alismalarda yapilan algal kiiltiirler (Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii serasi)

3.4 Mikroalgal Hiicre Konsantrasyonu

Deney siireci boyunca algal hiicre konsantrasyonlart 1s1k mikroskobu (Nikon
Corporation Instruments Company, Advanced Research Microscope Eclipse 801, Japan)
altinda, 2 giinliik periyotlarla Improved Neubauer hemositometre (McAteer ve Davis
1994) kullanilarak hesaplanmistir. Hiicre sayimlari mikroalgal suslardan alinan 1 ml
ornekte gerekli dillisyonlar yapilarak gerceklestirilmistir. Hiicre konsantrasyonlari
(hiicre/ml) asagidaki esitlikler kullanilarak hesaplanmistir (Guillard, 1978) (Esitlik 3.2,
3.3):

X Diliisyon Faktorii X 10000 (3.2)

Hﬁcre) __ Sayilan Toplam Hiicre Sayisi

Konsantrasyon ( -

Sayim Yapilan Kare Sayisi

Ornek Hacmi + Diliisyon Sivisinin Hacmi

Diliisyon Faktorii = (3.3)

Ornek Hacmi
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3.5 Mikroalgal Hiicre Bityiikliigii

Mikroalgal hiicre biiyiikliikleri 151k mikroskobuna bagli dijital goriintiilleme sistemi
yaziliminda gerekli kalibrasyonlar saglanarak gergeklestirilmistir. Cogu sferik sekilli
hiicreye sahip alg tiirlinde hiicre boylar1 ve enlerinin esit oldugu varsayilarak hiicre
biiytikliikleri yaklasik olarak esit olan hiicre boyu ve eni dlglimleriyle hesaplanmistir
(Verity vd. 1992, Sun ve Liu 2003). Herbir mikroalgal sus i¢in en az 20 adet hiicrenin
boyutlar1 Olclilmiistiir. Hacim hesaplamalar1 yapildiktan sonra ortalama hiicre
biiyiikliikleri elde edilerek Microsoft Excel iizerinde yapilan ortalama deger
hesaplamalar1  kullanilarak  tim N.  oleoabundans  suslart  birbirleri  ile

karsilastirilmistirstir.

3.6 Optik Yogunluk

Bu deney kosullarinda N. oleoabundans suslarmin supernatantlarinin optik yogunlugu,
bu tiire ait kirmizi 151k absorbsiyonunun maksimum pike ulastigi 665nm dalga boyunda
Olclilmiistiir. Bu deger on calismalarda N. oleoabundans 1s1k absorbsiyon degerleri
dikkate alinarak belirlenmistir. Bu deger kirmizi dalga boyundaki maksimum
absorbansin gozlendigi dalga boyunun degeridir. Optik yogunluk degerleri, hiicre
konsantrasyonuyla karsilastirilarak, hiicre boyutlart hakkinda bilgi edinilmistir ve bu
verinin hiicre boyutlarinin 151k mikroskobu altinda o6l¢iimii ve hiicre sayim ile

dogrulugu kanitlanmistir.

3.7 Biilyiime Orani

Calismada kullanilan suslarda gelisen mikroalglerin biliylime oranlart hiicre
konsantrasyonlari g6z Oniine alinarak (Guillard 1973) asagidaki esitlik ile

hesaplanmistir (Esitlik 3.4):
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Inw2-Inwi

Buyiume Oram1 =
t2—t1

(3.4)

Wi, W,: Biyime fazinin sirastyla baslagicinda ve sonunda dlgiilen hiicre
konsantrasyonlar1 (hiicre/ml) ve 7 ,7>: Sirasiyla baglangigta ve bitis fazin1 gosteren

zaman periyotlar1 (Giin)

3.8 Fotosentetik Pigment Icerigi

Pigment iceriginin hesaplanmasi i¢in gerekli mikroalg 6rnekleri mikrofiber filtre kagidi
(Whatman, GF/C) ile siizme islemi yapilarak elde edilmistir. Pigment ekstraksiyonu
icin, mikroalg siispansiyonlar %90 methanol uygulamasi ile 70°C’ye ayarlanmis termal

blokta, 5 dakika siire ile bekletilmistir (Sekil 3.6).

Bunu takiben 6rnekler porselen havanlarda ezilerek 5000rpm’de 5dk siire ile santrifuj
edilmistir (Sekil 3.7). Daha sonra elde edilen supernatantlarin absorbans 6l¢iimii 350-
800 nm spektrumlari arasinda spektrofotometrede gerceklestirilmistir (The JASCO V-
500/V-600 Series Instruments, Japan).

Klorofil-a (Kl-a), klorofil-b (Kl-b) ve karotenoid (K, karoten ve ksantofil)
pigmentlerinin analitik hesaplamalar1 UV-Vis/NIR spektrofotometre ile, 470 nm, 652.4
nm ve 665.2 nm dalga boylarinda Ol¢iilmiistiir. Tiim degerlerde elde edilen Ol¢iim
sonuglarindan 750 nm dalga boyunda elde edilen 6l¢iim degerleri ¢ikartilarak absorbans

degerleri hesaplanmistir (Ritchie 2006).
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Sekil 3.7 Algal hiicrelerin 2 giinliik periyotlarla ekstraksiyonlari

Pigment iceriklerini hesaplamak i¢in kullanilan formiiller, solventin cinsine gore
farkliliklar gostermektedir. Bu calismada solvent olarak metanol kullanilmistir ve
hesaplamalar metanole uygun olan formiil kullanilarak yapilmistir (Lichtenthaler ve

Buschmann 2001).
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Pigment igeriklerini hesaplamak i¢n kullanilan formiiller asagida verilen esitliklerde

gosterilmistir (Esitlik 3.5,3.6,3.7).

Klorofila = (16.72 x A665.2) - (9.16 x A652.4) (3.5)
Klorofilb = (34.09 x A652.4) - (15.28 x A665.2) (3.6)
Karotenoid — [(1000xA470) - (1.63x Kl a) - (104.96 x K1 b)] (37)

221

(A: Absorbans)

3.9 Toplam Lipid icerigi

Belirli hacimlerde alinan alg ornekleri falkon tiiplere aktarilarak, vakumlu
konsantrasyon cihazi (Eppendorf Concentrator 5301, Germany) kullanilarak yiiksek
buhar basinci ile kurutulmustur. Algal biyokiitle; pH degeri 6.5 olan 50 mM fosfat
tampon ¢ozeltisi kullanilarak 15dk stire ile 4000 rpm’de, -80 °C’de santrifuj edilmistir.
Ornekler bu islemlerden sonra liyofilizasyon cihazi kullanilarak (Edwards, Sanborn,
NY, USA), 48 saat siire ile liyofilize edilmistir. Ham algal yag icerigi, 500 pl
chloroform/methanol (2:1, v/v) kullanilarak, oda sicakliginda 2 saat siire ile liyofilize
hiicre materyalinden elde edilmistir. Daha sonra solventler kombine ekstraktlardan azot
akis1 ile uzaklastirllmis ve arttk maddeler hafif nafta igerisinde (b.p. 30-40 °C)
¢oziindiikten sonra hafif petrole ile dengelenmis silika jel 60 (0.063-0.200 mm, Merck)
dolgulu kolon uygulamasi yapilmistir. Kolon hafif petrol ile ayrigtirilmistir, yikanti
toplanmistir ve sarimsi ayrigmis ham petrol elde edebilmek i¢in kuruyana kadar azot
akisi ile buharlastirilmistir. Sarims1 ayrismis nafta elde etmek i¢in kolona yapilan hafif
petrol uygulamasi ile birbirinden ayrilan toplam yikanmis madde elde edilerek, azot
akist ile kuruyana kadar buharlastirilmistir. Tim islemlerden sonra kuru madde

miktarlar 6lgiilerek toplam lipid degerleri elde edilmistir.
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Bu calismadan elde edilen sonuglardan elde edilen grafikler MATLAB 8.0 and Statistics
Toolbox 8.1 (The MathWorks, Inc., Natick, Massachusetts, United States) programlari

kullanilarak hazirlanmustir..
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4. BULGULAR

4.1 Farkh Dalga Boylarinin ve Farkl Besiyerlerinin Algal Gelisime Etkileri

Bu calismada 3 farkli mikroalgal besiyeri ve 3 farkli dalga boyunda 1sik kaynagi
kullanilarak bunlarin alg biiylime ve gelismesine, hiicre konsantrasyonuna, hiicre
biiyilikliigiine, bliylime oranina, pigment igerigine, toplam lipid igerigine ve bunlarin
birbirleriyle olan iliskilerine olan etkileri incelenmistir. Deney kosullarinin

kombinasyonlariyla ilgili akronimler Cizelge 3.1°de gosterilmektedir.

Deneyin baslangicindan 6nceki 6n ¢alismalarda N.oleoabundans tiiriiniin absorpsiyon
spektrumunun iki major pikinin mavi ve kirmizi alanlarda yer aldig1 gozlenmistir (Sekil

4.1).
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Sekil 4.1. Neochloris oleoabundans 151k absorbans 6l¢iimi

Kirmiz1 alandaki pik (650-700 nm) klorofil absorpsiyon bdlgesini gdstermektedir. Mavi

alandaki 151k absorbe eden ve klorofillere enerji transfer eden diger pik ise (400-500
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nm) daha c¢ok karotenoid pigmentleri ile ilgilidir ve fotosentetik verimlilige yardimei

olmaktadir.

Kiiltivasyonun 4.gilinlinde Neochloris oleoabundans suslarinin 151k absorbans
Olciimlerinde tavuk gilibresi besiyerinin absorbsiyon degerinin yiiksek oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.2), ancak bunu takiben 6.giinde Ol¢giilen absorbans degerlerinde

CM besiyerlerindeki degerler diger besiyerlerine kiyasla azalma gostermistir (Sekil 4.3).

Farkli dalgaboylarina maruz kalmis herbir besiyerinde gelisen mikroalg 6rneklerinin
hiicre konsantrasyonlari, optik yogunluklar1 ve biiyiime oranlart arasindaki iliski Sekil
4.5’te gosterilmektedir. Ayrica Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te kiiltivasyonun 4. ve 6.

glinlerinde  Neochloris  oleoabundans  suslarinin 151k absorbans  dl¢limleri

gosterilmektedir.
0.08
0.06
=
2 0.04
ﬁ
g
Z 0
0
00200 600
Dalga Boyu {nm)
0 =——=RG11w ® — BGl1B 0 —BGliBr
0 = CMw f—— CMn 0 CMEBR
0 = BC11-Nw f—— BG11-NB § = BG11-NpRr

Sekil 4.2 Kiiltivasyonun 4.giiniinde Neochloris oleoabundans suslarinin 1s1k absorbans
Olgtimleri
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-
=
o

-0.01
400 S0 600 700 800
Dalga Boyu (nm)
Q w——BGIIW [+] BGl11B @ ——BG11BR
0 w— CMw 0 e CMB [+] - CMBR
° BGII-Nw ° BGI1I-Ni © =—=BG11-NBR

Sekil 4.3 Kiiltivasyonun 6.gliniinde Neochloris oleoabundans suslariin 151k absorbans
Olctimleri

4.2 Hiicre Konsantrasyonu

Gerekli dilisyonlar yapildiktan sonra Neubauer hemositometre ile 151k mikroskobu
altinda, her iki glinde bir olmak {izere 6 giin boyunca sayimi yapilan mikroalgal
hiicrelerin konsantrasyonlar1 hesaplanmistir (Cizelge 4.1, 4.2, 4.3). Ayrica hiicre
konsantrasyon degerleriyle suslarin biliylime oranlari hesaplanmistir. Bilindigi {izere
algal hiicre konsantrasyonu biyokiitle iiretimi i¢in olduk¢a biiyiikk 6nem tasiyan bir
parametredir. Mikroalgal hiicre konsantrasyonu sonuglarina gore, 4. giinde BGI1
besiyerlerinde en yiiksek konsantrasyon mavi LED 1sik altinda, tavuk giibresi
besiyerinde sirasiyla kombine kirmizi ile mavi ve mavi LED 1s1ik altinda en yiiksek
konsantrasyonlar goriilmiistiir. BG11-N besiyerlerinde ise en yiiksek konsantrasyon 6.
giinde mavi 151k altinda gozlenmistir ve bu deger diger besiyerlerine kiyasla genel
anlamda diistik bir degerdir. Ayrica CMpr susunun hiicre konsantrasyonunun en yiiksek
oldugu deger, kontrol grubu olan BG11,, susundaki maksimum konsantrasyon degerine

ulagmustir.
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Cizelge 4.1 BG11 besiyerinde gelisen alglerin hiicre konsantrasyonlari

Konsantrasyon Zaman
BGlly (hiicre/ml) (giin)
BG11 besiyeri 640.000 0
Beyaz Isik 695.000 2
1.930.000 4
7.725.000 6
Konsantrasyon Zaman
BGl1; (hiicre/ml) (giin)
BG11 besiyeri 640.000 0
Mavi Isik 3.250.000 2
4.690.000 4
3.215.000 6
Konsantrasyon Zaman
BGl11gg (hiicre/ml) (giin)
BG11 besiyeri 640.000 0
Mav+Kirmizi 1.030.000 2
Istk 1.875.000 4
5.145.000 6
Cizelge 4.2 CM besiyerinde gelisen alglerin hiicre konsantrasyonlari
Konsantrasyon Zaman
CMw (hiicre/ml) (giin)
CM besiyeri 640.000 0
Beyaz Isik 1.985.000 2
2.975.000 4
3.840.000 6
Konsantrasyon Zaman
CM; (hiicre/ml) (giin)
CM besiyeri 640.000 0
Mavi Isik 3.490.000 2
4.360.000 4
3.855.000 6
Konsantrasyon Zaman
CM;gr (hiicre/ml) (giin)
CM besiyeri 640.000 0
Mavi+kirmizi 2.525.000 2
Isik 7.725.000 4
650.000 6
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Cizelge 4.3 BG11-N besiyerinde gelisen alglerin hiicre konsantrasyonlari

Konsantrasyon Zaman
BG11-Nw (hiicre/ml) (giin)
BGI11-N 640.000 0
besiyeri Beyaz 2.505.000 2
Isik 3.360.000 4
395.000 6
Konsantrasyon Zaman
BG11-Np (hiicre/ml) (giin)
BGI11-N 640.000 0
besiyeri Mavi 425.000 )
Isk 3.105.000 4
5.560.000 6
Konsantrasyon Zaman
BG11-Ngr (hiicre/ml) (giin)
BGI11-N 640.000 0
besiyeri 295.000 2
Mavit+kirmizi 1.780.000 4
Isik 320.000 6

Deney sonunda ayni ortamlarda 8 giinliik siireyle tavuk giibresi besiyerinde gelisme

gosteren mikroalgal suslarda mavi 1518a maruz kalan susun (CMp) 151k absorbsiyon

degerinin yiiksek oldugu gézlenmistir (Sekil 4.4).

CM bhesiverlerinde Tsik Absorhsiyonu

0.08

.02

< CMw
[+] CME
i /\/\ ° CMaogr|| |
QQ\ .
\ T e |
0 N BN ¢

EIX1)}
400

60
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.4. CM besiyerlerinde 8 giinliik biiylime siiresinde 0Olgililen 151k absorbsans

degerleri
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BG11 besiyerlerinde gelisen ve 3 farkl 1s1k kaynagina maruz kalan mikroalgal suslar
karsilastirildiginda 6.giliniin sonunda BG11w susunun en yiiksek hiicre konsantrasyon
degerine sahip oldugu goézlenmistir; ancak hiicre konsantrasyon degerindeki en hizl
artis 4.giinlin sonunda BGI11lg besiyerinde mavi 1518a maruz kalmis suslarda
gozlenmektedir (Sekil 4.5.a). CM besiyerinde gelisen alg suslarinda en yiiksek hiicre
konsantrasyon degeri 4.giiniin sonunda CMpr susudur (CMy susundan %14.42 daha
yiiksek) ve ayrica tiim deney gruplari arasinda en yiiksek degeri gostermektedir, bunu
takiben 4.glinden sonra ani bir diislis gozlenmektedir (Sekil 4.5.b). BG11-N besiyerinde
gelisen suslar arasinda karsilagtirma yapilacak olursa BG11-Nyw susu biiyiimenin ilk
fazinda uygun bir biiylime kosulu olarak gézlenmis olsa da, 4.giin sonrasinda BG11-Ng
susu diger suslardaki konsantrasyon degerlerinin aksine yiikselmeye devam etmistir.
Sonug olarak 4.giinden sonra BG11-Np susu, BG11-Ny ve BGI11-Npr suslan ile
karsilastirildiginda artis oldugu gozlenmistir (Sekil 4.5.c).
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BGl11y: BG11 besiyeri, beyaz LED

CMyy: Tavuk giibresi besiyeri,
beyaz LED

BGI11-Ny: BG11-N
besiyeri, beyaz LED

BG11g: BG11 besiyeri, mavi LED

CMg: Tavuk giibresi besiyeri,
mavi LED

BG11-Ng: BG11-N
besiyeri, mavi LED

BG11gg: BG11 besiyeri, mavi ve
kirmizi LED

CMggR: Tavuk giibresi besiyeri,
mavi ve kirmizi LED

BG11-Ngg BG11 N
besiyeri, mavi ve kirmizi
LED

Sekil 4.5 Isik etkisi:

(6 giinliik periyot)
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4.3 Optik Yogunluk

Calisma siiresince gozlenen en yiiksek optik yogunluk degeri 4.giiniin sonunda sirasiyla
BGllw (Sekil 4.5.d), CMp (Sekil 4.5.¢) ve BGI1-Npr (Sekil 4.5.f) seklinde
gbzlenmistir. Bunun devaminda CMp susu 4.giinden sonra, CMy ve CMpr suslarina
gore en yiiksek optik yogunluk degerine ulagsmistir (Sekil 4.5.f). Optik yogunlugun
ylksek oldugu ancak hiicre konsantrasyonun diisiik oldugu suslarda hiicre biiyiikliikleri
daha yiiksektir (Sekil 4.6, 4.7, 4.8). BG11 besiyerinde mavi 151k etkisinde hiicre
konsantrasyonu artisinin optik yogunluktan diisiik olmasi, burada hiicre boliinmesinin
ertelendigini ve hiicre boyutlarinda artis oldugunu gostermektedir (Sekil 4.6). BG11-
Npr susunda hiicre skonsantrasyonu azalirken optik yogunlugun arttigir belirgin bir
sekilde gozlenmistir (Sekilde 4.7). CMp susunda ise mavi 1518in tavuk giibresi

besiyeriyle olan basar1 kombinasyonu gozlenmistir (Sekil 4.8).

1
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Optik Yogunluk (665 nm)

Hiicre Konsantrasyonu (hiicre/ml)
—
o
L

Sekil 4.6 BG11 besiyerinde gelisen suslarda gozlenen hiicre konsantrasyonu ve optik
yogunluk 6l¢iimleri
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Sekil 4.7 BGI11-N besiyerinde gelisen suslarda gozlenen hiicre konsantrasyonu ve
optik yogunluk ol¢timleri
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Sekil 4.8 CM besiyerinde gelisen suslarda gozlenen hiicre konsantrasyonu ve optik
yogunluk 6l¢iimleri
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Mavi LED 151k kaynagina maruz birakilan {i¢ farkli besiyerinde gelisen algal suslar
karsilastirildiginda, mavi 15181n en verimli kombinasyonunun tavuk giibresi besiyeriyle

oldugu gozlenmistir (Sekil 4.9).

Bx 105 Mavi LED

-8—-BGIIB

—-d— CMB
G |=—-le=BGI11-NB .

Hiicre Konsantrasyonu (hiicre/ml)
I

$o2 0.025 0.03 0.035 0.04
Optik Yogunluk (665 nm)

Sekil 4.9 Mavi LED 1s1k altinda BG11, BG11-N ve CM besiyerlerinde hiicre gelisimi

Sekil 4.9ta gosterilen CMp susunun hiicre konsantrasyonu sabitken, optik
yogunlugunda artig gozlenmistir. Hiicre sayisinda artig yok iken optik yogunlukta artig
goriilmesi hiicre biiytikliiklerinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bunun yaninda
tavuk giibresi besiyerinde (CMpgr) kombine mavi ile kirmizi LED 1siklarin kullaniminda
(CMgRr) hiicre konsantrasyonunda, diger CM besiyerlernde gelisen kiiltiirlere kiyasla

daha hizli bir artig gézlenmistir (Sekil 4.10).
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B Kombine Mavi ve Kirmizi LED
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Sekil 4.10 Kombine mavi ile kirmizi LED 1sik altinda BG11, CM ve BGI11-N
besiyerlerinde hiicre gelisimi

4.4 Biiyiime Orani

Yapilan calismada CMy and CMg suslarinda 2.giinden 6.giine kadar biiyiime oraninda
bir diisiis gozlenirlen, 4.giin itibariyle CMpr and BG11-Ngr suslarinda bu degerin en
yuksek oldugu gozlenmistir (Sekil 4.5.h, 4.5.1). BG11 igerisinde gelisen algal suslara ait
biiylime oraninin genel olarak diger besiyerlerinde gelisenlere gore daha diisiik oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.5.g). BG11-N ve CM besiyerlerinde kombine mavi ve kirmizi
1518a maruz kalan suslarda, 4.glinde diger suslara kiyasla daha iyi bir korelasyon oldugu
saptanmustir (Sekil 4.5.h, 4.5.1). Ayn1 zamanda BG11gg susu en yiiksek biliylime orani
degerine 2.glinde ulagsmistir ve daha sonra deneyin sonuna kadar devamli bir azalma

gostermistir (Fig. 4.5.g).
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Sekil 4.11 BG11 besiyerlerinde gelisen suslarin dalga boylarina gore biiylime oranlari
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Sekil 4.12 CM besiyerlerinde gelisen suslarin dalga boylarina gore biiyiime oranlari
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Sekil 4.13 BG11-N besiyerlerinde gelisen suslarin dalga boylarina gore biiyiime oranlari

Ayrica ayni besiyerlerine niifuz eden farkli dalga boylarinin mikroalgal biiylime oranina
etkisi incelenmistir (Sekil 4.11 — 4.12 — 4.13). Buna gore CMjp susunun 4. Giinde en
yiiksek degere ulastig1 goriilmektedir (Sekil 4.12).

4.5 Hiicre Biyiikligii

Algal hiicre biiylimesinin ilk sathasinda (4.giin), CMggr susunun diger suslara kiyasla
1.411 pm fark ile en yiiksek hiicre biiyiikliigline ulagtig1 gdzlenmistir. CMgr susundaki
hiicre biiyiikliigii 4. glinden 6. giine kadar olan siirecte %37’lere varan, 2.294 pm’luk bir
artigla en yiiksek degere ulasmistir, bunu takiben CMy ve CMg suslarinda bu artis
sirastyla 0.827 pum ve 0.890 um seklinde gozlenmistir. CMp susunda ise 6 giinliik
bliylime sliresince en yiiksek hiicre biiylikliigli gozlenmistir. Ayrica 6 giinliik
kiiltivasyon siiresince, BG11-Nw and BG11-Ngg suslar1 1.529 pm ve 1.208 pm’a denk
gelen, sirastyla %27 ve %21°lik 6nemli bir artig gdstermistir (Sekil 4.14 — 4.15).
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Sekil 4.14 Hiicre biiyiikliiklerinin 6 giinliik kiiltivasyon siiresince artig oranlar1

Hiicre Biiyiimesi Yiizde Oranlari

B BEYAZ ISIK BG 11 B BEYAZ ISIK CM  BEYAZ ISIK BG 11 -N
1 MAVI ISIK BG 11 B MAVi ISIK CM B MAVI ISIK BG 11 -N
® MAVI+KIRMIZIBG 11 B MAVI+KIRMIZI CM B MAVIi+KIRMIZI BG 11 -N

Sekil 4.15 Hiicre biiyiikliiklerinin 6 giinliik kiiltivasyon siiresindeki artis paylari



4.6 Fotosentetik Pigment Icerigi

Kl-a, Kl-b, Karotenoid (karoten and ksantofil) pigmentlerinin igerikleri hesaplanmistir
(Sekil 4.16). Kl-a pigment miktari; BGllw ve BGll1gr suslarinda sirasiyla 4. ve
2.glinden itibaren azalma gostermistir, ancak BGllp susunda 6 giinlik biiylime
periyodu boyunca sabit bir degerde ilerlemistir. CM besiyerinde tiim dalgaboylarinda
151¢a maruz kalan suslardaki Kl-a miktar1 4.giinden sonra bir diisiis goOstermistir,
maksimum pik 4.giinde gozlenmistir (Sekil 4.16.b). BG11-N besiyerlerinde gelisen
mikroalg suslarinda, mavi ve kombine mavi ile kirmiz1 151k kaynaklar1 ilk 4 gilinliik
biiylime siiresinde Kl-a pigment miktar1 agisindan kaydadeger bir gelisme gdstermistir.
Ayni tiirden besiyerleri igerisinde gelisen ancak farkli tiplerde dalga boylarina maruz
kalan suslar karsilastirnlmistir, buna goére Kl-b miktarlar1 beyaz 1sikta en ¢ok BG11
besiyeri iizerinde (BG11w), kombine mavi ve kirmizi 11k altinda ise CM ve BG11-N
besiyerlerinde (CMgr, BG11-Nggr) en yliksek Kl-b degerleri elde edilmistir (Sekil 4.16.d
—4.16.f.). CMy, CMp, CMggR suslarinda, deneyin 4.giiniinde hesaplanan KI-b miktarlar
olduk¢a yakin degerler gostermistir, onemli bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.16.e).
BGI11 besiyerinde gelisen alg suslarinda Kl-» miktarlar1 genel olarak tiim deney
gruplarina oranla daha diisiik degerlerde gozlenmistir (Sekil 4.16.d).

Fotosentetik pigment analizlerine gore, Kl-a igeriklerinin beyaz 1sik altinda gelisen
suslarda daha yiiksek oldugu gozlenmistir (Sekil 4.17). Mavi ve kirmizi 1sik
kaynaklarmin lipid ve biyokiitle iiretimine olumlu etkisi oldugu daha oOnce de
belirtilmistir. Dolayistyla lipid veya biyokiitle miktarinin daha yiiksek oldugu suslarda
fotosentetik pigment olan klorofil miktarimin daha diisiik olmasi veya bunun tam tersi

rastlanilan bir durumdur.
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Sekil 4.16 Isik etkisi: Kl-a icerigi, Kl1-b igerigi, Karotenoid (ksantofil + karoten) igerigi

(6 glinliik periyot)

Kiiltivasyonun ilk giinlerinde BG11-Ngr susundan elde edilen karotenoid miktarinin

yiiksek oldugu gozlenirken (Sekil 4.13.1), BGl1lw ve CMg suslarina ait karotenoid

miktarlarindaki yakinlik bu calisma i¢in 6nemli bir bulgu olmustur (Sekil 4.13.g -

4.13.h). Genel olarak CM ve BG11-N besiyerlerinde gelisen suglarda, BG11 besiyerinde

gelisenlere gore daha fazla karotenoid miktar1 gézlenmistir.
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Sekil 4.17 BG11, BG11-N ve CM besiyerlerinde gelisen suslarin pigment igerik oranlari

4.7 Toplam Lipid i¢erigi

10 giinliik algal gelisim sonucunda elde edilen toplam lipid miktarlar1 analiz edilmistir
ve elde edilen sonuglara gére BG11-Ngr susunda en yiiksek lipid miktar1 oldugu
belirlenmistir. Ancak bunu takiben sirasiyla CMp, BG11yw, CMy ve CMgRr suslarinda
oldukca yiiksek lipid miktarlarina rastlanmistir (Sekil 4.18). Ozellikle CMp susunda

rastlanan yiiksek lipid miktar1 yine bu ¢alismanin 6nemli bir bulgusudur.

59




25

15

035

Toplam Lipid Miktar (mg/g)

hithl

BGllwW BGIIE BGl1BR

MW CMB
Kiiltiir Suslan

CMBR BG11-NW BG11-NB BG11-NBR

Sekil 4.18 10 giinliik kiiltivasyon sonucunda elde edilen lipid igerigi miktarlari
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5. TARTISMA

LED 1s1ik kaynaklar1 tarafindan gergeklestirilen aydinlatma, yiiksek performans ve
kalitede monokromatik 1s1n yayilimmi saglamak ve enerji tasarrufu yapabilmek
acisindan, giiniimiizde onemli bir kullanim alanina sahiptir. Kati1 hal yar1 iletkenligi
tabanli 151k kaynaklar1 en ¢ok verimlilik saglanan 1smimsal teknolojiyi kapsamaktadir.
Philips Lumiled tarafindan 2012 yilinda yayinlanan katalogda 1sik renklerinin tipik
verimlilikleri aydinlatma giicii fonksiyonu kullanilarak belirlenmistir. Beyaz LED 151k
kaynaginin tipik verimliligi goriinen 11k spektrumunun merkezine (555 nm) tekabiil
eden dalga boyuna dayanarak hesaplanmaktadir. Buna bagli olarak beyaz 1s1k
monokromatik degildir, ancak ¢oklu dalga boylarinin kombinasyonudur ve 0.22 W/W
degerine karsilik gelmektedir. Mavi LED 11k kaynaginin (0.35 W/W) en diisiik
maliyette, en verimli 151k kaynagi oldugu kanitlanmistir. Tipik bir algal 151k absorbans
egrisine bakildiginda, kirmiz1 (kirmizi 1s181n tipik verimliligi 0.39 W/W) absorbans piki
daha diisiik bir degerde goézlenirken, maksimum absorbans piki mavi aralikta yer

almaktadir.

Tek hiicreli yesil mikroalgler (Chlorophyta iiyeleri) ve yiiksek bitkilerde kirmizi 11k
karbonhidrat akiimiilasyonunu etkilerken, protein sentezi ve enzimatik aktiviteler mavi
1siktan pozitif olarak etkilenmektedirler (Senge ve Senger 1991). Daha Onceki
calismalarda mavi 1s18a maruz birakilan 4 haftalik algal kiiltiirlerde algal hiicre
konsantrasyonunun, kirmizi 1s1§a maruz birakilanlardan daha yiiksek oldugu

gozlenmistir (Figueroa vd. 1995).

Bu calismada farkli besiyerlerinde gelisen ancak mavi ve kombine mavi ile kirmizi LED
15182 maruz kalan mikroalgal hiicre konsantrasyonlarinda, oOnemli farkliliklar
gozlenmistir. Kurutulmus tavuk giibresinden elde edilen CM besiyeri, BG11 besiyerinin
icerdigi nutrient oranina gore optimize edilmistir. Ancak biyoatik olan tavuk
giibresinden hazirlanan besiyerinin kalitesi normal olarak laboratuvar ortaminda
hazirlanan BG11 besiyerine gore daha diisiiktiir, bu nedenle alg hiicrelerinin besin
tuzlarim kullanim sekillerinde farkliliklar oldugu diistiniilmektedir. Deneyin ¢ogunlukla

4.glinlinde gozlenen CM besiyerinde gelisen mikroalg hiicresi konsantrasyonlarinin,
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optik yogunluk 6l¢timlerinin, bliylime oraninin, pigment igeriginin veya lipid igeriginin
BG11 besiyerinde gelisen suglara oranla daha diisiik olmas1 bu nedenle agiklanabilir.
Buna bagli olarak maliyet oran1 oldukc¢a diisiik olan tavuk giibresi ile hazirlanan algal
kiiltivasyonlarda besiyerinin yenilenmesi ile, ayrica mevcut kiiltiirlere azot kaynagi
eklenerek bu durumun ortadan kaldirilacagi ve uygun maliyetle uzun siireli, 6zellikle

y1g1n alg kiiltiirlerinin devaminin saglanabilecegi diisiiniilmektedir.

Mavi 151811 besiyerlerinden azot alinimu arttirdigi ve ikincil metabolit olan glisin, prolin
gibi bazi metabolik aktiviteleri inhibe ettigi bilinmektedir (Kamiya ve Saitoh 2002).
Ayni zamanda mavi 151k azot, amonyak veya lire gibi maddelerin de organizma
tarafindan almimim1 etkilemektedir. Bu c¢alismada CM besiyerlerinde gelisen
mikroalgler, 4 ve 6. giinler arasinda azot aliniminin yiiksek olmasi nedeniyle kayda
deger bir gelisme gostermislerdir. Ancak bu durumun, kiiltivasyonun 4. veya 6.
giiniinden sonra, azot eksikligi nedeniyle biiyiime ve gelismenin olumsuz yonde
etkilenmesiyle optik yogunluk, biiyiime orami veya pigment icerigi gibi degerlerin

diismesine neden oldugu diisiiniilmektedir.

Mavi 151k altinda, yiiksek azot emilimi ile daha verimli gelisme gosteren alg
kiiltiirlerinin, iyilestirilmis devamli besiyerlerini saglamak amaci ile tavuk giibresi ile
hazirlanan besiyerlerine azot kaynagi takviyesi veya besiyeri yenilemesi yapilarak CM
ve BGI11-N besiyerlerinde gelisen alg kiiltlirlerinin devamliliginin saglanabilecegi
yorumu yapilabilir. Bu sonuclara dayanarak mavi ve kombine mavi ile kirmizi 151k
kaynaklarmin tavuk giibresi besiyerlerinde kullaniminin, N. oleoabundans tatlisu
mikroalginin gelisiminde kullanilabilecek, uygun maliyetli bir kiiltiir teknigi oldugu

kanisina varilmistir.

Her bir besiyerinin igerigindeki farkli besi ortami formulasyonlarma sahip nutrientler,
mikroalgal hiicrelerin biiyiime dinamiklerini etkilemektedir. Hiicre konsantrasyonu ve
optik yogunluk analizlerine goére, CM besiyerlerindeki kiiltiir suslar1 sabit hiicre
konsantrasyonu degerleri gosterirken, yiikselen optik yogunluk degerleri gostermistir.
Bu durum azot agligina da bagl olarak (Davis vd. 2012) hiicre biiyiikliiklerinde artis

oldugunu kanitlamistir ve mikroskop ¢alismalarinda hiicre boylar 6lgiilerek bu analizler
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desteklenmistir. CM besiyerinde gelisen mikroalgal suslarda, CMggr susunda gelisen
mikroalgal hiicre biiylikliigiinde 4. ve 6. gilinler arasinda, %37 oranina karsilik gelen
2.294 um artis gozlenmistir. Bu oran deney diizenegindeki diger algal suslarin hiicre
biiyiikliik farklarina oranla onemli bir bulgudur. Buna baglh olarak mikroalgal kiiltiir
kosullarinda, tavuk giibresi ve kombine mavi ile kirmiz1 1s18in kullaniminin mikroalgal
hiicre boyutlarinda 6nemli bir artisa neden oldugu sonucuna varilmistir. Deney siiresi
boyunca CMp susunda en yiiksek hiicre biiylime oran1 gézlenmistir. Bu sonug ise mavi
15181 tavuk giibresi suslarinda kullanilmasiin hiicre gelisimine olumlu bir etkisi
oldugunu gostermektedir. Ayrica azot eksikligi stresine maruz kalmis algal suslarda
hiicre biiyiikliikklerinin BG11 gibi standart besiyerlerine oranla daha yiiksek oldugu,
yapilan analizlerden elde edilen sonuglarda hiicre konsantrasyonunun artmadan, optik

yogunlugun artmis olmasiyla da yorumlanabilmektedir.

Mavi 1518a maruz kalmig birgok alg tiirlinde gece hiicre boliinmesinin inhibe oldugu
gozlenmistir (Carroll vd. 1970, Voigt ve Miinzner 1987, Van Dolah vd. 1996). Hiicre
dongiisiiniin diurnal (giinliik) dongli ile senkronizasyonunun hiicre biiylime ve
gelismesinde optimum 151k periyodunu sagladigi diisiiniilmektedir (Goto ve Johnson
1995). Aydinlik periyot siiresince hiicreler hareketlidir, bu nedenle hiicre boliinmesi, su
kolonunda pozisyon degisiminin daha az kritik oldugu karanlik periyotta
gerceklesmektedir (Kaiser 2001). Bunlara ek olarak karanlik periyotta hiicre boliinmesi

gerceklesirken UV-etkili DNA hasar1 da 6nlenmektedir (Nikaido ve Johnson 2000).

Kirmizi ve mavi 15181n hiicre dongiisii iizerindeki etkisi diurnal dongii ile senkronize
edilerek gelistirilebilir. Giin ortasinda mavi 151k oran1 maksimumdur, kararlilik noktasi
ve dolayisiyla hiicre boliinmesi gecikir. Mavi 151k orani diistiigiinde ve kirmiz1 151k orani
yiiseldiginde, mavi 1s181in hiicre dongiisiindeki inhibisyon etkisi ortadan kalkar. Bu
durum mavi 151k altinda boliinemeyen hiicrelerin dongiiyli tamamlamasiyla boyutlarinda
artis olmasina izin verir. Ayni zamanda bu ¢alismadan ¢ikarilan baska bir 6nemli sonug
ise yeni bir alt kiiltiir baslangic1 yapilirken, gelisimin 3. veya 4. giinline kadar algal
suslarin azot stresine, aynt zamanda mavi ve kombine mavi ile kirmizi 151k kaynagina
maruz birakilmasinin biliylime ve gelismenin arttirilmasinda bir yontem olarak

kullanilmasidir. Bu siire¢ten sonra CM besiyerinin yenilenmesi veya BGI1-N
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besiyerine azot kaynagi eklenmesi, calismada kullanilan N. oleoabundans tiiriiniin

bliylime ve gelismesini arttiracagi kanisina varilmistir.

Diger yandan 1s1k kaynaklarinin periyodik olarak degistirilmesinin de devaml
mikroalgal hiicre kiiltlirii sistemlerinin verimliligini arttiracagt sonucuna varilmistir.
Buna 6rnek olarak kiiltiir gelisminin 6zellikle ilk sathalarinda mavi ve kombine mavi ile
kirmizi1 LED 151k kaynagi kullaniminin ve yine daha sonra beyaz 151k kaynagina maruz
birakmanin veya bunu periyodik olarak tekrarlamanin mikroalgal kiiltlir sistemlerinin
verimliligini  arttirilabilecegi  diisliniilmektedir. Bu durumda RGB LED 1sik

kaynaklarinin kullanimi bir yol olarak kullanilabilir.

Bu ¢alisma ayrica mikroalg kiiltiir sistemlerinde uygun olan hasat zamaninin da énemini
vurgulamigtir. Azot yoksunu yigin kiiltiirlerdeki azot oranma gore hasatin 4. ve 6.
giinlerde gerceklestirildigi bilinmektedir (Deng vd. 2011). Bu calismada da 4. ve 6.
giinlerde CM ve BGI11-N besiyerleri kullanilan suslarda, biiyiime ve gelisme
parametrelerinin analizler dogrultusunda daha yiiksek oldugu belirlenmistir. On
calismalarda mikroalgal suslarin lipid igeriklerinin miktar analizleri konusunda elde
edilen sonuglarin, azot yoksunu suslarda, mevcut ¢alismalara dayanarak daha yiiksek
olacagi beklenen bir sonugtu. Buna bagli olarak BG11-Ngg susundan elde edilen toplam
lipid degerinin diger suslara oranla en yiiksek oldugu gézlenmistir. Bunun sonucunda
basarili bir kombinasyon olan azot yoksunlugu ile birlikte kombine mavi ve kirmizi 151k

kullaniminin toplam lipid miktarlarinda artis sagladigi belirlenmistir.

Bu calismanin en 6nemli sonuglarindan birisi CMp susunda elde edilen toplam lipid
miktariin kontrol grubu olan BG11w susuna oranla yiiksek bir degere sahip olmasidir
ve bunu sirastyla CMy ve CMgr suslan takip etmektedir (Sekil 4.18). Ayrica azot
eksikligi stresindeki kiiltiirlerde yiiksek lipid icerigi elde etmede erken hasat doneminin

onemli oldugu kanisina varilmstir.

Acgikga nutrient eksikligi, biiylime kosullar1 ve Kkiiltiir siiresinden olusan kiiltivasyon
kosullarinin  manipulasyonu mikroalgal hiicrelerden maksimum yag iiretiminin

saglanmast acisindan da krittkk Oneme sahiptir. Isochrysis cinsinde yapilan
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arastirmalarda, azot eksikliginde yiikksek lipidve karbonhidrat akiimiilasyonu
gozlenmistir. Genel olarak nitrat eksikligi protein miktarin1 ve klorofil seviyesini
diisiirmektedir, buna karsilik karbonhidrat ve lipid oranlart tiire 6zel farkliliklar
gostermektedir. Cevresel stres kosullart altinda mikroalgdeki nétral lipid igerigi lipid
depolarini tetikler. Bu noétral lipidler ¢cogunlukla diiz zincir doymus hidrokarbonlar
degildir, ancak ¢oklu dallanmis zincir veya ¢oklu doymamis komponentlerdir (Thomas

vd. 1984).

Mavi ve kombine mavi ile kirmizi 1g18a maruz kalan, tavuk giibresi besiyerlerindeki
suslarda gelisen mikroalg hiicrelerinin biiyiikliiklerinin diger suslara oranla daha ytiksek
olmasmin aym1 zamanda besiyerinin rengine de bagh oldugu tahmin edilmektedir.
Tavuk giibresi besiyerlerinin, BG11 ve BG11-N besiyerlerine gore daha koyu bir renkte
olmasi, suslara niifuz eden 15181n diflizyonunu ve yayilimini etkilemektedir. Besiyerinin
rengi daha koyu oldugu takdirde beyaz 1s18in besiyeri tarafindan da absorbe edildigi ve
bu nedenle beyaz 1s1ga maruz kalan mikroalgal hiicrelerin biiyiikliiklerinin daha az
olabilecegi tahmin edilmektedir. Ornek olarak ayni 151k yogunluklarinda olan mavi veya
kombine mavi ile kirmizi 15181n, koyu renkli bir besiyeri (tavuk giibresi besiyeri gibi)
tarafindan daha az oranda absorbe edildigi ve bu suslarda hiicrelere niifuz eden beyaz

15181n daha yiiksek aydinlatma yogunluguna 6nciiliik ettigi diisiiniilmektedir.

Yesil alglerden Acetabularia mediterranea tiriinde yapilan deneyde 2-3 hafta kirmizi
151k altinda o6liim gozlenmistir, ancak giinliik mavi 151k atimina maruz birakildiginda
hiicreler canli tutulabilmistir (Clauss 1970, Schmid 1984, Wennicke ve Schmid 1987).
Benzer sekilde Dictyota dichotoma tiiri mavi 1s1k altinda verimli biiylime
gerceklestirmistir, ancak birka¢ hafta kirmizi 1518a maruz birakildiginda biiylime ve
gelisme olumsuz sekilde etkilenmistir (Miiller ve Clauss 1976). Tek hiicreli yesil algler
ve yiiksek bitkilerde metabolik olarak mavi 1518in protein sentezi ve enzim
aktivasyonunu olumlu yonde etkiledigi, kirmizi 15181n ise karbonhidrat akiimiilasyonunu
olumlu yonde etkiledigi bilinmektedir (Senger 1987, Ruyters 1987, Wada ve Kadota,
1989, Senge ve Senger 1991). Bunlarin yaninda mavi 1s181in kisa atimlari, kirmizi 11k

altinda gelisen, Dictyota dichotoma, Laminaria spp. and Fucus spp. gibi algerin doymus
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fotosentetik {iriin oranini arttirdigr goézlenmistir (Forster ve Dring 1992, Schmid ve

Dring 1992a, b).

Aydinlatma i¢in kullanilan beyaz led 151k, fosforu uyaran verimli mavi led 15181n beyaz
1518a doniistliriilmesi prosesine dayanmaktadir. Yiiksek kalite LED 151k kaynaklar1 uzun
omiirleriyle (100.000 saat) daha diisiik maliyete gelmektedirler ve ticari pazarda 6nemli
bir yer kazanmistir. Cok yakin bir gelecekte daha verimli bir aydinlatma igin ii¢ renkli
LED isiklarin (RGB), kombine mavi LED ve fosfor ile yer degistirebilecegi ve bu
teknolojinin renk kompozisyonunun dinamik kontroliine izin verecegi diistiniilmektedir.
Kisaca ampiil ve floresan tiipler yerine LED 151k kaynaklarinin kullanilmasi, aydinlatma
amacli elektrik gereksiniminin ciddi oranda diismesine dnciiliik edecektir. Endiistriyel
ekonomide tiiketilen elektrigin %20-30 kadar1 aydinlatma i¢in kullanilmaktadir.
Gliniimiizde eski aydinlatma teknolojilerini LED 151k teknolojisi ile degistirmek oldukca

onemli bir konu haline gelmistir.
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6. SONUC

Bu calismada; N. oleoabundans tatlisu mikroalginin kultivasyonunda, tavuk giibresi
besiyeri ile mavi 151k kaynaginin birlikte kullaniminin, toplam yag igerigini arttirdigi
gbzlenmistir., Ayrica bu kombinasyonun hiicre biiylime ve gelisminin verimliligini
arttirmada maliyeti yliksek suni besiyerine, beyaz 1s18a ve yiiksek enerjili 151k

kaynaklarina kiyasla en uygun maliyetteki teknik oldugu gozlenmistir.

N.oleoabundans kiiltiir kosullarinda BG11w ve CMp suslarma ait karotenoid pigmenti
miktarlariin oldukga yakin diizeyde olmasi, karotenoid eldesi ile elde edilen {iriinlerde
algal kiiltivasyon sistemlerinde besiyeri olarak hayvansal giibre ve 151k kaynag1 olarak
ise LED 1s1ik kaynagi kullanilmasnin ciddi maliyet kazanglar1 saglayacagi tahmin

edilmektedir.

Biyoatik olan tavuk giibresinin seyreltilerek mikroalgal besiyerlerinde kullanilmasi, suni
besiyerlerine oranla ciddi bir maliyet kazanci saglamaktadir. Bu kiiltivasyon
sistemlerinde kullanilan 151k kaynaginin mavi LED 151k kaynag1 veya kombine mavi ile
kirmiz1 LED 151k kaynagi seklinde tasarlanmalar1 yine maliyet kazancini artirmaktadir.
En diislik maliyetle en yiiksek algal biiyiime ve gelismenin saglanmasi ve bunun yigin
kiiltiir veya biyoreaktor gibi sistemlerde uygulamaya gegirilmesi algal kiiltivasyon
teknikleri ve yenilenebilir enerji tiretiminde, 6zellikle ticari alg liretimi alaninda yeni

yollar acacaktir.
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