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OZET

Mikroalgler, farkli stres kosullar1 altinda biyodizelin ana kaynagi olan triagilgliserolleri,
yliksek miktarda biriktirebilen organizmalardir. Bu ¢alismada, farkli ¢evresel kosullardan
izole edilmis 30 mikroalg izolati arasindan yiiksek triacilgliserol iireticisi izolatlarin
secilerek, triagilgliserol iiretiminin yiiksek oldugu ve ideal yag asidi profilinin elde
edilebilecegi stres kosullarinin belirlenmesi amaglanmigtir. Ayn1 zamanda, belirlenen stres
kosullarmin triagilgliserol biyosentez yolagiyla iliskili baz1 genlerin ekspresyonuna olan
etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir. Calismada, azot yoklugu ve karbonat-bikarbonat
tamponu ile olusturulan alkali pH (pH 10) stresleri ayr1 ayri veya kombine edilerek
kullanilmistir. Sadece azot yoklugu stresine kiyasla, kombine stres altinda Auxenochlorella
protothecoides KP7 ve Chlorella vulgaris KP2 suslarinin; lipit veriminde, triagilgliserol
iceriginde ve nisasta iceriginde artis oldugu saptanmustir. En yiiksek triacilgliserol icerigi
(%16,4) ve triagilgliserol/toplam lipit orani (%62,0), kombine stres altinda A. protothecoides
KP7 susunda belirlenmistir. Bu susda, azot yoklugu veya kombine stres altinda ekspresyon
diizeylerinde en fazla artig olan genlerin; fosfoenolpiriivat karboksilaz, piriivat dehidrogenaz
kompleksi-E2, gliserol-3-fosfat dehidrogenaz ve malik enzim genleri oldugu saptanmustir.
Kombine stres altinda, A. protothecoides KP7 yagindan elde edilen biyodizelin test edilen
tim kosullar arasinda; en diisiik iyot degerine (97,64 g 12/100 g), en yiiksek oksidatif
kararliliga (7,29 saat) ve en yiiksek setan sayisina (55,26) sahip oldugu belirlenmistir. Bu
caligma sonucunda, alkali pH ve azot yoklugu kombine stresinin endiistriyel 6neme sahip
farkl tiirlerde de triagilgliserol icerigini ve biyodizel kalitesini arttirmak i¢in iyi bir strateji
olabilecegi 6ngoriilmektedir.
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ABSTRACT

Microalgae can accumulate substantial amounts of triacylglycerol, the primary feedstock for
biodiesel production, under different stress conditions. This study aimed to determine the
high triacylglycerol-producing isolates among 30 microalgae isolates obtained from
different environments and the stress conditions, which induce triacylglycerol accumulation
and provide the ideal fatty acid profile. It was also purposed to determine the effect of stress
conditions on the expression of some triacylglycerol biosynthesis genes. In this study,
exposure to alkaline pH (pH 10) using carbonate-bicarbonate buffer, nitrogen starvation, and
both were applied to induce triacylglycerol accumulation in microalgae. Our results
illustrated that the combination of nitrogen starvation and alkaline pH led to significant
increases in lipid productivity, triacylglycerol accumulation, and starch content of
Auxenochlorella protothecoides KP7 and Chlorella vulgaris KP2 strains compared with
nitrogen starvation. The highest triacylglycerol content (16.4%) and triacylglycerol/total
lipid ratio (62.0%) were determined in A. protothecoides KP7 under combined stress. In this
strain, under nitrogen starvation or combined stress, expression levels of
phosphoenolpyruvate carboxylase, pyruvate dehydrogenase complex-E2, glycerol-3-
phosphate dehydrogenase, and malic enzyme genes showed the highest level of expression.
Furthermore, under the combined stress, biodiesel from A. protothecoides KP7 oil was
associated with the lowest iodine value (97.64 g 1./100 g), highest oxidative stability (7.29
h), and highest cetane number (55.26) among the examined conditions. The use of the
combination of nitrogen starvation and high pH stress for cultivation appears good strategy
for enhancing triacylglycerol content and biodiesel quality in industrially relevant species.
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1. GIRIS

Diinya genelinde fosil yakit kaynaklarinin hizla tiikenmesi ve fosil yakitlarin gevresel
zararlarindan dolayi fosil yakitlara alternatif olarak, yenilenebilir ve ¢evre dostu bir enerji
kaynag1 olan biyodizelin iiretilmesi i¢in mikroalglerin kullanilmasi ideal bir strateji olarak
gorilmektedir. Mikroalgler hizli tiremeleri ve 0karyotlarda depo lipitlerinin major formu
olan triagilgliserolleri (TAGs) yiiksek miktarda biriktirmelerinden dolayi, {igiincii nesil
biyodizel iretimi i¢in siirdiiriilebilir kaynaklar arasinda en umut verici organizmalardan
birisidir. Mikroalg hiicrelerinin ortalama lipit icerikleri optimal kosullar altinda kuru
agirhgin %5 ile %20’si arasinda degismekte olup ¢esitli kimyasal ve fizyolojik stres
kosullar1 altinda bu oran %350’nin {izerine ¢ikmakta hatta baz tiirlerde (Botryococcus sp.)
%80’lara kadar ulasabilmektedir (Mata, Martins ve Caetano, 2010). Yagh bitkilerle
kiyaslandiginda mikroalglerin; lipit i¢eriklerinin yiiksek olmasi, kisa yasam dongtisiine sahip
olmasi, bol ve ucuz materyal olmasi, mevsimlerden daha az etkilenmesi, daha az ¢aba
gerektirmesi, kiiclik alanda daha biiylik 6lcekte iiretilmesi gibi ¢esitli avantajlar1 vardir
(Chisti, 2007). Ayrica, bazi stres kosullart altinda mikroalglerin yag asidi profili ile yagh
bitkilerin yag asidi profili olduk¢a benzerlik gostermektedir (Draaisma ve digerleri, 2013).

Mikroalgler; besin elementlerinin (azot, fosfor, siilfiir, demir) azlig1 veya yoklugu, yiiksek
tuzluluk, farkli 151k yogunlugu, alkali veya asidik pH, yiiksek veya diisiik sicaklik gibi
olumsuz kosullarda yiiksek oranda TAG ve lipit liretimi yapabilmektedir (Renaud, Thinh,
Lambrinidis ve Parry, 2002; Li, Du ve Liu, 2008; Converti, Casazza, Ortiz, Perego ve Del
Borghi, 2009; Bellou ve Aggelis, 2013). Azot yoklugu (N—) stresi mikroalglerde TAG
akiimiilasyonunu indiikleyen en 6nemli stres faktorlerinden birisidir. (Fan ve digerleri, 2012;
Sharma, Schuhmann ve Schenk, 2012; Ren, Liu, Ma, Zhao ve Ren, 2013; Kajikava ve
digerleri, 2015). Ayrica N—stresinde bir¢ok mikroalg tiirlinde biyodizel kalitesini arttiran
tekli doymamus yag asitleri (MUFA)’nin miktarinda artis olurken, biyodizelin oksidasyon
stabilitesini olumsuz etkileyen ¢coklu doymamis yag asitleri (PUFA)’nin miktarinda diisiis

olmaktadir (Breuer, Lamers, Martens, Draaisma ve Wijffels, 2012).

Mikroalglerin tiremesini etkileyen énemli fizyolojik faktdrlerden birisi de pH’dir. pH, CO2
ve besinlerin ¢ozliniirligiinii ve kullanilabilirligini belirlemektedir (Chen ve Durbin, 1994).

Alkali pH, mikroalglerin CO2’ye olan ilgisini azaltmakta ve hiicre boliinmesini engellemekle



birlikte, hiicre iginde TAG tiretimini uyarmaktadir (Azov, 1982; Guckert ve Cooksey, 1990).
Bunun yani sira, mikroalg kiiltiir ortaminin yiiksek alkali pH (pH 10)’ya sahip olmas1 baska
organizmalarin kontaminasyonunu engelleyebilmektedir (Bartley, Boeing, Dungan, Holguin
ve Schaub, 2014). Alkali pH (pH 10) ve N— kombine stres kosullarinda Coelastrella,
Desmodesmus, Chlorella, and Scenedesmus spp. mikroalg tiirlerinde TAG
akiimiilisyonunun arttig1 rapor edilmistir (Gardner, Peters, Peyton ve Cooksey, 2011;
Skrupski, Wilson, Goff ve Zou, 2013; Xia, Yang, He ve Hu, 2015). Ote yandan, alkali pH
ve N— stresinin; nisasta, protein ve klorofil ve miktarlari iizerine etkisi mikroalglerde ¢ok az

caligilmistir.

Mikroalglerde lipit metabolizmasiyla ilgili mekanizmanin iyi anlasilmasi ve metabolik
yolakta degisiklige gidilerek lipit iiretiminin arttirilmasi, 4. nesil biyodizel {iretimi igin
onemli bir basamaktir. TAG biyosentezinde rol alan anahtar enzimlerin sentezinden sorumlu
genlerin, strese bagli ekspresyon seviyelerindeki artisinin belirlenmesi, TAG miktarint ve
biyodizelin ana bileseni olan kisa zincirli yag asitlerinin (C16, C18) miktarini arttirmaya

yonelik genetik modifikasyonlara zemin hazirlayacaktir.

Farkli mikroalg tiirlerinde TAG biyosentezinde anahtar role sahip oldugu diisliniilen baz1
enzimler bildirilmistir (Tan ve Li, 2016). TAG metabolik yolagiyla dogrudan iliskili olan
enzimler arasinda; TAG biyosentezinin ilk ve son basamagini katalizleyen, asetil-CoA
karboksilaz (ACC) ve diagilgliserol O-agiltransferaz (DGAT) enzimleri yer almaktadir. Bu
enzimlere ek olarak; TAG sentezinin ilk agillenme reaksiyonunu katalizleyen, gliserol-3-
fosfat agiltransferaz (GPAT) enzimi ve gliserol-3-fosfat olusumunu katalizleyen, gliserol-3-
fosfat dehidrogenaz (GPDH) enzimleri, TAG biyosentezinde yer alan diger anahtar enzimler
arasindadir. Ote yandan, TAG biyosentezini dolayli yoldan etkileyen bazi enzimler de
mevcuttur. Bu enzimlerden malik enzim (ME), yag asidi biyosentezi igin gerekli olan
NADPHyi saglarken, piriivat dehidrogenaz kompleksi (PDC) ise lipit biyosentezinde 6nciil
bir molekiil olan asetil-CoA nin sentezlenmesini katalizler. PDC’nin negatif regiilatorii olan
piriivat dehidrogenaz kinaz (PDK) enzimi ve fosfoenolpiriivat (PEP)’tan okzalasetat
olusumunu katalizleyen fosfoenolpiriivat karboksilaz (PEPC) enzimi diger enzimler
arasindadir. Literatiirde, alkali pH ve N— kombine stresine ve sadece alkali pH stresine
maruz birakilan mikroalglerde, ACC, DGAT, GPAT, GPDH, ME, PDC, PEPC ve PDK
enzimlerini kodlayan genlerin ekspresyon seviyesinin belirlendigi bir ¢aligmaya

rastlanilmamustir.



Biyodizel iiretiminde kullanilacak mikroalg tiirlerinin se¢iminde; hizl1 biiylime orani, yiiksek
lipit verimi, yiiksek TAG igerigi, yliksek doymus yag asidi miktari, diisiik doymamais yag
asidi miktari, ekstrem c¢evre sartlarinda gelisebilme, kontaminasyonlara direng, degisen
cevre sartlarina tolerans, kolay hasat ve kolay lipit ekstraksiyonu Onemli kriterlerdir.
TAG’ler, %99 oraninda biyodizele doniisme oranina ve yiiksek yag asidi icerigine sahip
olduklarindan kimyasal islemler ile kolayca transesterefikasyona ugratilarak biyodizelin ¢ok
amacgh bir formu olan yag asiti metil esterleri (YAME) elde edilmektedir (Williams ve
Laurens, 2010). Mikroalglerden biyodizel iiretimi laboratuvar kosullarinda basarili bir
sekilde gergeklestirilse de endiistriyel iiretim i¢in; iiretim maliyetin azaltilmasi ve hem
yiikksek TAG igerigine sahip hem de hizli ¢ogalan mikroalg izolatlariin bulunmasi veya

gelistirilmesi gerekmektedir.

Bu calismanin amaci, farkli ¢evresel kosullardan izole edilmis mikroalglerin biyodizel
iiretim potansiyellerine belirlemek, N yoklugu ile pH stresinin mikroalglerin; biyokiitle
konsantrasyonuna, TAG akiimiilasyonuna, biyokimyasal kompozisyona ve yag asidi
profiline etkisini ortaya koymak ve TAG biyosentezinde anahtar role sahip bazi enzimlerin

sentezinden sorumlu genleri belirlemektir. Calismada;

1. i¢ Anadolu bolgesinde bulunan ve tuz konsantrasyonu cok yiiksek olan Tuz Golii
suyundan, Aksaray ilinde bulunan ve pH’st 5,5 olan Kogpinar kaynak suyundan ve
sicakligi 43°C olan Ziga termal-mineral suyu gibi farkli gevresel kosullardan ve diger su
kaynaklarindan farkli mikroalg izolatlar1 elde etmek,

2. N-— stresinin, izolatlarin TAG ve lipit verimine olan etkisini ortaya koymak ve N—
stresinde en yiiksek lipit verimi ve TAG igerigine sahip izolat/izolatlar1 belirlemek,

3. Lipit ve TAG igerigi yliksek izolat/izolatlar tiir diizeyinde tanimlayarak, N— stresinin
yan1 sira, besiyeri pH’siin da etkisini aragtirmak ve secilen izolatlarin en yiiksek TAG
ve lipit verimine sahip oldugu pH’y1 belirlemek,

4. pH/N yoklugu ve bu iki stresin kombinasyonu kosullarinin, yiiksek TAG igerigine sahip
olan mikroalg susunda; PEPC, PDC-E1, PDC-E2, GPDH, DGAT1, ME, ACC, GPAT ve
PDK enzimlerinin sentezinden sorumlu genlerin ekspresyonuna olan etkisini ortaya
koymak,

5. TAG igerigi ve lipit verimi yiiksek mikroalg tiir/tlirlerinin belirlenen en iyi pH ve azot

stresinde, biyokimyasal kompozisyon ve yag asidi profiline etkisini ortaya koymak,



6. N yoklugu ve pH stresi ile iskili yag asit profili farkliliginin, biyodizel kalitesi ile

iligkisinin ortaya konulmasi amaglanmstir.

Bu amag dogrultusunda, biyoyakit tiretiminde kullanma potansiyeli olan stres kosullarinda
lipit ve TAG metabolizmasinin ortaya konmasi, standart ve yiikksek veriminde biyodizel
iireticisi mikroalg tir/tlirlerini ilgili sektore kazandirmak hedeflenmistir. Bir diger hedef ise,
stres kosullariyla indiiklenen TAG metabolik yoluyla iliskili genlerin eskpresyon diizeyinde
belirlenmesine bagli olarak, yiiksek verim ve kalitede biyodizel iireticisi sus elde
edebilmektir. Bu sekilde elde edilecek biyodizel iireticisi sus ile, yiiksek stabilitede ticari bir

iirlin gelistirmek miimkiin olacaktir.

Bu calisma, Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK)’nun 3001-
Baslangi¢ Ar-Ge Projeleri Destekleme Programi tarafindan (proje no: 116Y345) ve Nevsehir
Haci Bektas Veli Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Koordinasyon Birimi
tarafindan (proje no: TDP19F3) desteklenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Mikroalgler

Mikroalgler; en eski yasam formlarindan olan, diinya ekosisteminde ¢esitli su ortamlarinda
yasayabilen, en az 30 bin tiirii tanimlanmis, prokaryotik veya oOkaryotik fotosentetik
canlilardir (Mata ve digerleri, 2010). Mikroalgler 151k enerjisiyle birlikte CO2‘yi ¢esitli
biyoyakitlara, gidalara, yemlere ve yiiksek ekonomik Oneme sahip cesitli {riinlere
dontistiirebilecek hiicre fabrikalaridir (Chisti 2007). Bu fotosentetik mikroorganizmalar,
biyogiderim uygulamalarinda ve nitrojen fikse eden giibreler olarak kullanilmis faydali
mikroorganizmalardir. (Mallick, 2002; Suresh ve Ravishankar, 2004; Kalin, Wheeler ve
Meinrath, 2004; Munoz ve Guieysse, 2006). Ayrica mikroalgler; fosil yakitlara gore
biyolojik olarak daha hizli pargalanabilen biyodizel, etanol, hidrojen ve/veya metan gibi
farkl yakit kaynaklar1 i¢in ham madde saglayabilmesi, organik giibre ve yesil komiir olarak
kullanilabilmesi, omega-3 yag asiti, sterol, karotenoid, astaksantin, lutein, fikosiyanin ve
algiironik asit gibi yiiksek ekonomik degeri olan maddelerce zengin olmasi nedeniyle 6nemli
bir organizma grubudur (Sekil 2.1) (Spolaore, Joannis-Cassan, Duran ve Isambert, 2006;
Khozin-Goldberg, Iskandarov ve Cohen, 2011).
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Vitaminler

Sekil 2.1. Mikroalglerin kullanim alanlari



2.1.1. Alglerin simiflandirilmasi

Tarihsel olarak, birgok arastirict tarafindan algler i¢in farkli siniflandirmalar ortaya
konulmugtur. Bu siniflandirmalarda algler; fotosentetik pigmentlerin varligina (klorofiller,
karotenoidler ve fikobilinler), fotosentetik depolama iirlinliniin kimyasal yapisina,
fotosentetik membran (tilakoidler) organizasyonuna, kloroplastlarin membran yapisina,
hiicre duvarinin kimyasina ve yapisina, iireme dongiilerine ve kamgili tiirlerde kamg1 sayisi
ve yapist temelinde smiflandirilmistir. Yakin zamanda, filogenomik olgekli filogenetik
analizlerin yaygin kullanimimdan ve rRNA filogenilerinde biiyiik Ol¢iide artan takson
orneklemesinden kaynaklanan gelismeler neticesinde ve Onceki yapilan siniflandirmalar
1s1¢inda algler i¢in; Cyanobacteria, Glaucophyta, Rhodophyta, Chlorophyta, Charophyta,
Haptophyta, Cryptophyta, Ochrophyta, Cercozoa, Myzozoa ve Euglenozoa gibi 11 ana
subeyi iceren bir siniflandirma ortaya ¢ikmistir (Barsanti ve Gualtieri, 2014; Sekil 2.2).

Bl Cyanobacteria [ Mavi-Yesil algler
Glaucophyta

= Rhodophyta B Kirmizi algler

= Haptophyta ' Chlamydomona

ALGLER

m Dunaliella
m Mychonastes

wm Ankistrodesmus
m Chlorophyta [ Yesil algler [
m Acutodesmus

Charophyta o Altin rengi algler

= Auxenochlorella
m Sari-Yesil algler

Ochrophyta & — Chlorella

- Diatomlar

Cryptophyta el Scenedesmus

Kahverengi
algler

Cercozoa

Myzozoa Dinoflagellatlar

Euglenozoa [ Oglenoidler

Sekil 2.2. Alglerin taksonomik siniflar1 (Barsanti ve Gualtieri, 2014)



Chlorophyta (Yesil algler)

Chlorophyta subesi, 7500'den fazla alg tiirii iceren en ¢esitli alg grubu olarak kabul edilir.
Chlorophyta subesinde yer alan alglerin yaklasik %10'u denizlerde, %90 tatli sularda
bulunmaktadir (Smith, 1955).

Yesil algler, klorofil a ve b bulunduran, tek bir kloroplasta sahip olan, tek ve ¢ok hiicreli
tiirleri bulunan fotosentetik Okaryotik mikroalglerdir. Diger Okaryotik alglerden farkli
olarak, nisastay1 sitoplazmada degil genellikle bir pirenoidle iliskili olarak kloroplastlarda
depo ederler. Hiicre duvarlarinda genellikle, ana yapisal polisakkarit olarak seliiloz
bulunurken, bazi tiirlerin hiicre duvarlarinda selilloz yerine ksilanlar ve mannanlar
bulunmaktadir (Huizing ve digerleri, 1979). Genellikle, baslica bulunan karatenoid ¢esidi
luteindir. Dunaliella cinsi yesil alglerin, olumsuz kiiltiir kosullar1 (yiliksek tuzluluk, azot
yoksunlugu) altinda, tilakoidler arasinda yiiksek miktarda B-karoten akiimiilasyonu yaptigi,
Haematococcus cinsi mikroalglerin ise lipit globiillerinde astaksantin akiimiilasyonu yaptigi
rapor edilmistir (Hagen ve digerleri, 2000; Wang ve digerleri, 2003). Chlorophyta subesinin
tek hiicreli temsilcileri; Chlorella vulgaris, Dunaliella salina ve Haematococcus pluvialis

olup, bu tiirler ticari iiretimlerde kullanilmaktadir.

Chlorophyta'nin tek hiicreli temsilcileri arasinda en dikkat ¢ekici tiir olan C. vulgaris’in
bilimsel siiflandirmasi; Ust Alem: Eukaryota, Alem: Protista, Sube: Chlorophyta, Sinif:
Trebouxiophyceae, Takim: Chlorellales, Aile: Chlorellaceae, Cins: Chlorella, Tiir: Chlorella
vulgaris, seklindedir. C. vulgaris, boyut olarak 2 ile 10 um arasinda degisen, hiicre duvarina
sahip, kiire/elips sekilli, hareketsiz, kadeh seklinde tek bir kloroplast ile tek bir prenoid’e
sahip olan tek hiicreli mikroalgdir (Safi ve digerleri, 2014). Kloroplasti, amiloz ve
amilopektin bazli nisasta graniilleri i¢erirken, pirenoidi yliksek miktarda ribuloz-1,5-bifosfat
karboksilaz/oksijenaz (Rubisco) enzimleri igermektedir. Tek bir niikleus, kloroplast
boslugunda bulunan renksiz merkezi sitoplazmada yer almaktadir. Stigma ve kasilma
vakuolleri genellikle yoktur. Tiibiiler ve dallanmis mitokondri, diktiyozomlar, birka¢ vakuol,

endoplazmik retikulum ve lipit cisimcikleri sitoplazmada mevcuttur.

C. vulgaris, baz1 kosullar altinda yiiksek yag icerigine (Mata ve digerleri, 2010) ve yiiksek
nigasta igerigine sahip olmasi nedeniye (Branyikova ve digerleri, 2010), biyodizel ve

biyoetanol gibi yakitlarin liretimi i¢in potansiyel mikroalg tiirleri arasinda yer almaktadir



(Hirano, Ueda, Hirayama ve Ogushi, 1997; Mallick, Mandal, Singh, Bishai ve Dash, 2012).
Bunun yani sira yiliksek protein (%42-58), zengin vitamin ve mineral igeriginden otiiri,
insan beslenmesinde gida takviyesi veya katki maddesi olarak pazarda bulunabilen birkag

mikroalg tiiriinden biridir (Fradique ve digerleri, 2010)

Bir diger Chlorella cinsi olan Auxenochlorella protothecoides tiirli, Trebouxiophyceae
familyasinda yer alan, tek hiicreli fakiiltatif heterotrof 6karyotik bir mikroalgdir. Hiicreleri
hareketsiz ve kokoid sekilli olup, tek ve kadeh seklinde kloroplasta sahiptir.
Auxenochlorella, ii¢ katli dis duvar tabakasi ve pirenoidi olmamasiyla ile elektron
mikroskobu altinda karakterize edilebilir (Huss ve digerleri, 2002). Hetetrofik kosullar
altinda hizl iireyebilmesi ve yiiksek miktarda lipit sentezleyebilmesi nedeniyle, mikroalg

tiirleri arasinda biyodizel {iretimi i¢in 6ne ¢ikan tiirler arasindadir (Li ve digerleri, 2007).

2.1.2. Mikroalglerde karbon ve azot metabolizmasi

Fakultatif karbon metabolizmasi

Fotosentetik algler, bir dizi kimyasal ve redoks reaksiyonunu yiiriitmek i¢in 151k enerjisini
kullanarak atmosferik karbonu (CO.) fikse ederler. Fikse edilen karbon, hiicreye ATP,
indirgeyici giic ve karbon iskeletleri saglamak i¢in kullanilacak olan depo molekiillere
dontistiirtiliir. ATP ve NADPH, COz2 fiksasyonundan sorumlu olan Calvin dongiisiinii besler.
Harici bir karbon kaynagi olmadigi siirece, fotosentez tek enerji kaynagidir ve CO:2
fiksasyonu, tiim reaksiyonlar i¢in karbon iskeleti saglamaktadir. Calvin—Benson—Bassham
(CBB) dongiisiinde, CO2, Rubisco tarafindan yakalanir ve bir dizi kimyasal reaksiyon
sonucunda glikoza doniistiiriiliir (Wang, Stessman ve Spalding, 2015). Mikroalgler, Rubisco
cevresindeki karbon konsantrasyonunu arttirmak igin ¢esitli karbondioksit-konsantre-edici
mekanizmalara (CCM) sahiptirler. CCM, c¢evredeki diisiik CO2 konsantrasyonuna karsi
gelistirilmis olan biyolojik bir adaptasyondur (Moroney ve Ynalvez, 2007). Genellikle,
ortamdaki CO2 seviyesinin %2-5 seviyelerinde olmasi mikroalglerin iiremesine ve
fotosentezine olumlu katki yaptigi, yiiksek COz seviyelerinde ise hiicresel pH homeostazinin

bozuldugu diisiiniilmektedir (Sun ve digerleri, 2018).



Heterotrofik karbon metabolizmasi

Heterotrofik yetistirme bircok mikroalg tiirii icin uygun degildir. Ancak bazi tiirler tamamen
karanlik bir ortamda bir organik karbon kaynagi ile etkili bir iireme gosterebilirler.
Mikroalglerin heterotrofik kiiltiiriinde karbon kaynagi olarak genellikle glikoz, asetat ve
gliserol kullanilmaktadir (Perez-Garcia, Escalante, de-Bashan ve Bashan, 2011). Glikoz,
mikroalglerin heterotrofik kiiltiirlinde en yaygin kullanilan karbon kaynagidir. Glikoz,
mikroalgler tarafindan karanlikta Pentoz Fosfat Yolagi (PPP) ile, 1sikta ise Embdene
Meyerhof Yolagi (EMP) yoluyla metabolize edilir (Neilson and Lewin, 1974). Algler
glikozu karanlikta ve anaerobik kosullarda metabolize edemezler. Bununla birlikte, aerobik
kosullarda glikozun %85’inden fazlasini asimile ederek, glikozu ¢ogunlukla siikroz ve

nisastaya doniistiiriirler (Tanner, 2000).

Bir diger yaygin kullanilan karbon kaynagi da asetat (asetik asit)’tir. Asetat,
monokarboksilik/proton tasiyici protein vasitasiyla hiicre i¢ine alinir ve hiicre igine
alindiktan sonra asetil-CoA sentaz enzimi araciligiyla, koenzim A molekiilii asetilasyona
ugratilarak asetil-CoA olusturulur (Boyle and Morgan, 2009). Asetat, genellikle metabolik
olarak iki yolla oksitlenir; (a) glioksizomlarda glioksilat dongiisii ile malata dontistiiriiliir ve
mitokondride trikarboksilik asit dongiisii (TCA) ile sitrata doniistiiriiliir. Genel olarak, asetat
asimilasyonu yaparak iireyen mikroalgler, glioksilat dongiisii yoluna sahip olmalidir
(Neilson and Lewin, 1974).

Azot metabolizmasi

Hayatin temel yapi taslart olan; proteinlerin, enzimlerin, klorofillerin, enerji transfer
molekiillerinin (ATP, ADP), genetik materyallerin (RNA, DNA) sentezi i¢in azot gereklidir
(Rimmer ve Shorttle, 2019). Azot, karbon ve oksijenden sonra alglerde kiitlece en ¢ok
bulunan iigiincii elementtir (Giordano, 2013). Okaryotik algler, diazotrofik bir bakteri ile
simbiyotik bir iligkide olmadiklar siirece, molekiiler azotu (N2) kullanamazlar (Schmidt ve
digerleri, 2013). Rhizosolenia ve Hemiaulusare gibi siyanobakteriyel simbiyontlara sahip

bazi diatomlar, nitrojenaz yardimiyla N2'yi asimile edebilirler (Markou ve digerleri, 2014).

Okaryotik mikroalgler tarafindan kullanilan en yaygin inorganik azot formlari, gogunlukla

amonyum (NH4"), nitrat (NO3") ve nitrit (NO2)’tir (Galvan ve digerleri 1996). Algler i¢in
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inorganik nitrojen kaynaklari arasinda en ¢ok tercih edileni amonyumdur, ¢linkii hiicre igine
alimi gok az enerji gerektirir. NH4", niikleik asitler, proteinler ve diger organik molekiiller
icin temel bir 6n birlesiktir ve ¢ogunlukla alglerde NH4" alinimi, NH4" tasiyicililarini igeren
AMT/MEP membran protein ailesi vasitasiyla gerceklesmektedir. (Andrews ve digerleri,
2013). Hiicre igine alinan NH4", esas olarak glutamin sentaz ve glutamat sentaz enzimlerinin

reaksiyonlarini igeren, GS-GOGAT yoluyla asimile edilir (Miflin ve Lea, 1982).

Fotosentetik Okaryotlarda, nitrat asimilasyonu iki tasima ve iki indirgeme adimi ile
gerceklestirilir: Nitrat hiicreye tasinir, ardindan sitozolik nitrat rediiktaz enzimi, nitratin
nitrite indirgenmesini katalizler. Daha sonra, nitrit kloroplasta tasinir ve burada nitrit
rediiktaz enzimi aracilifiyla nitrit amonyuma indirgenir. Yapisal olarak bakildiginda,
C. reinhardtii’de nitrat ve/veya nitrit tasinmasinda NRT1, NRT2 ve NAR1 olmak {izere {ig

protein ailesi rol oynamaktadir (Fernandez ve Galvan, 2007).

2.1.3. Mikroalglerde lipit ve TAG metabolizmasi

Mikroalglerde yag asitlerinin sentezi bitkilere benzer sekilde plastidlerde gerceklesir.
Sentezlenen yag asitleri sitozole geger ve endoplazmik retikulum membraninda bulunan bazi
enzimler tarafindan katalizlenen bir dizi reaksiyon sunucunda TAG’ye donustiiriiliir (Sekil
2.3). Buna ek olarak; bitkilerde goriilmeyen ve Chlamydomonas reinhardtii’de N— stresi
altinda kloroplastlarda ger¢eklesen “de novo TAG sentezi” de rapor edilmistir (Moellering
ve Benning, 2010; Miller ve digerleri, 2010). Mikroalglerde TAG sentezinde iki ana
metabolik yolagin oldugu ve bu yolaklarin; “Kennedy ya da G3P yolagl” ile
“Monoagilgliserol yolagi” oldugu bildirilmistir (Kennedy, 1961; Ratledge, 1988; Ohlrogge
ve Browse, 1995; Hu ve digerleri, 2008).

Kloroplastlarda gergeklesen de novo TAG sentezi’nin ilk asamasinda, asetil-CoA
karboksilaz (ACC) enzimi asetil CoA’y1r malonil CoA’ya déniistiiriir. Ikinci asamada
malonil-CoA transagilaz enzimi (MCMT), malonil-CoA’y1 malonil-ACP (agil tastyict
protein)’ye doniistiiriir. Daha sonra yag asiti sentez enzimi (FAS), malonil-ACP ve asetil-
CoA’y1 substrat olarak kullanarak agil zincirlerinin uzamasini katalizler. Bu reaksiyon
sonucunda agil-ACP formundaki yag asitleri gliserol-3-fosfat (G3P)’in acillenmesi i¢in
kullanilir.  G3P, GPAT enzimi araciligiyla agillenerek lizofosfatidik asit (LPA)’e

doniistiiriiliir. LPA, lizofosfatidik asit agiltransferaz (LPAT) enzimi araciligiyla acillenerek
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fosfatidik asit (PA)’e doniistiiriiliir. Olusan PA, fosfataz enzimi araciligiyla diagilgliserol
(DAG)’e doniistiiriiliir. DAG, diagilgliserol agiltransferaz (DGAT) enzimi ile TAG’ye
dontstiiriiliir. Sentezlenen TAG, sitozole geger ve lipit droplet (LD) igerisinde depolanir

(Ohlrogge ve Browse, 1995; Hu ve digerleri, 2008; Tan ve Lee, 2016).

ME
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] |
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Sekil 2.3. Mikroalglerde TAG biyosentez yolagi

Fan, Andre ve Xu (2011), Chlamydomonas reinhardtii’de N— stresinde TAG sentezinin,
kloroplastlarda yag asitlerinin “de novo” olarak sentezlemesine bagli oldugunu rapor
etmiglerdir. Yag asitleri (a¢il-ACP formunda olan) kloroplastlarda G3P’nin birbirini izleyen
acillenme reaksiyonlar1 i¢in direk olarak kullanilabilir ve bunun sonucunda DAG olusur.
DAG’ler kloroplastlarda esas olarak fotosentetik membranlarin yapisina katilir. DAG’ler
ayrica Chlamydomonas‘da kloroplastik TAG sentezi i¢in Onciil molekiildir (Fan ve

digerleri, 2011; Goodson, Roth, Wang ve Goodenough ve digerleri, 2011).

Kloroplastlarda sentezlenen serbest yag asitleri, sitoplazmaya gecer ve burada uzun-zincir
acil-KoA sentaz (LACS) enzimi ile molekiile bir koenzim-A eklenerek, a¢il-CoA {iretilir.
(Mashek, Li ve Coleman, 2007). Sentezlenen agil-CoA endoplazmik retikuluma gegerek,
acil vericisi olarak i1g goriir. Endoplazmik retikulumda TAG sentezi, sirasiyla 3 acgillenme
reaksiyonu sonucunda gergeklestirilir. Ik reaksiyonda; G3P, GPAT enzimi araciligtyla

acillenerek lizofosfatidat (LPA)’a doniisiir. Ikinci reaksiyonda; lizofosfatidik asit
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aciltransferaz enzimi (LPAT), LPA’ya bir yag asidi ekler ve PA olusur. Ugiincii reaksiyonda;
fosfatidik asit fosfataz (PAP) enzimi, PA molekiiliinden bir fosfat grubunu uzaklastirarak,
DAG sentezini katalizler. Son asamada ise DAG, DGAT enzimi araciligiyla acillenerek
TAG sentezi gergeklestirilir (Huerlimann ve Heimann, 2013; Li-Beisson, Beisson ve
Riekhof, 2015).

2.1.4. Mikroalglerde lipit ve TAG metabolizmasinda rol olan genler ve molekiiler
mekanizmasi

Diacilgliserol aciltransferaz (DGAT) enzimi

DGAT enzimi, TAG biyosentezinin son asamasi olan DAG’den TAG olusumunu
katalizleyen enzimdir (Sekil 2.3). Alglerde lipit metabolizmasiyla ilgili gen aileleri
genellikle yiiksek bitkilerden daha az olmasina ragmen Msanne ve digerleri (2012),
Chlamydomonas reinhardtii tiirinde sadece DGAT enzimini kodlayan 6 genin oldugunu (1
tane DGAT1 geni, 5 tane DGAT2 geni) ve her genin ekspresyon seviyesinin N— stresinde
farkli oldugunu bildirmislerdir. Yapilan iki bagimsiz ¢alismada, hem tip-1 hem de tip-2
(DGAT1lve DGAT2) genlerinin N— basta olmak lizere; demir, fosfor, ¢inko ve siilfiir
yoklugunda da indiiklendigi bildirilmistir (Miller ve digerleri, 2010; Boyle ve digerleri,
2012).

Asetil-CoA karboksilaz (ACC) enzimi

ACC enzimi kloroplastlarda ger¢eklesen de novo yag asiti sentezi’nin ilk asamasi olan asetil
CoA’nin malonil CoA’ya donilismesini katalizleyen enzimdir (Sekil 2.3). Fan ve digerleri
(2014), Chlorella pyrenoidosa’da N— stresinde ACC genlerinin ekspresyon seviyesinde

onemli dl¢iide artig oldugunu rapor etmislerdir.

Gliserol-3-fosfat dehidrogenaz (GPDH) ve gliserol-3-fosfat aciltransferaz (GPAT) enzimleri

GPDH, dihdiroksiaseton fosfat (DHAP) ve NADH’dan, gliserol-3-fosfat (G3P) ve NAD
sentezini katalizleyen enzimdir (Sekil 2.3). G3P, mikroalglerde gliserolipid ve gliserol
sentezi i¢in onemli bir onciil maddedir. GPAT enzimi TAG sentezinin ilk agillenme

reaksiyonun katalizler. Bu reaksiyon sonucunda G3P agillenerek lizofosfatidat (LPA)’a
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doniisiir. Boyle ve digerleri (2012) ile Hsieh, Su ve Chien (2012) yaptiklar1 ¢alismalarda,
GPAT geninin asir1 ekspresyonunda TAG igeriginde sirastyla 1,5 kat ve %30-40’11ik bir artig
oldugunu rapor etmislerdir. Yao ve digerleri (2014) tarafindan yapilan ¢alismada, P.
tricornutum’da G3PDH geninin asir1 ekspresyonunda, nétral lipit i¢eriginde 1.9 katlik artis

oldugu bildirilmistir.

Malik enzim (ME)

ME, malatin piirivata doniismesini katalizleyen enzimdir ve bu doniisiim sonucunda piriivat,
NADPH ve CO; agiga ¢ikmaktadir. Agiga ¢ikan NADPH, yag asidi sentezinde indirgeyici
giic olarak kullanilan 6nemli bir metabolittir (Sekil 2.3). Son yillarda yapilan calismalarla
ME ekspresyonu arttirilmis transgenik mikroalglerde, notral lipit miktarinda 6nemli 6l¢iide
artis oldugu bildirilmistir. Xue ve digerleri (2016) tarafindan yapilan ¢aligmada, genetik
miithendisligi ile Chlorella pyrenoidosa’da ME’den sorumlu genin ekspresyon seviyesi ve
enzim aktivitesi arttirilmis ve optimal kosullarda toplam lipit miktarinin %40,9’a (kuru hiicre
agirliginin) ¢iktigi, noétral lipit miktarinin da 3,2 kat arttig1, N— kosullarinda ise bu oranin

%358,7’ye ve 4,6 kat’a ¢iktig1 rapor edilmistir.

Piriivat dehidrogenaz kompleksi (PDC) ve Piriivat dehidrogenaz kinaz (PDK) enzimi

PDC, pirtivatin asetil-CoA, CO2 ve NADH (H*)’ye doniisiimiinii katalizleyen multienzim
sistemidir (Patel ve Roche, 1990; Sekil 2.3). PDC {i¢ ana iiniteden olusur. E1 {initesinde
(piriivat dehigrojenaz) piriivatin dekarboksilasyonu gerceklesir ve bunun sonucunda
hidroksietil tiamin pirofosfat olusur. E2 iinitesinde (dihrolipoil transasetilaz) hidroksietil
grubu lipoik asite transfer edilerek asetil dihidrolipoamid olusturulur. Asetil
dihidrolipoamid’deki asetil grubunun CoA'’ya transfer edilmesiyle asetil-CoA olusturulur.
E3 iinitesinde (dihidrolipoil dehidrogenaz) dihidrolipoamid’in tekrardan yiikseltgenmesi ile
NADH olusturulur. Yiiksek bitkilerde PDC’nin iki fakli izoformu vardir. Bunlardan birisi
mitokondri digeri de kloroplastta yer almaktadir. Mitokondrial PDC, karbon metabolitlerinin
solunum yolagina girmesini belirlerken, kloroplastik PDC, de novo yag asiti sentezi i¢in

asetil-CoA ve NADH saglamaktadir (Camp ve Randall, 1985).

PDK, mitokondrial PDC El iinitesini fosforilleyerek bu iiniteyi inaktif hale getirir. Bu
ylizden PDK, PDC’nin negatif regiilatoriidiir (Sudgen ve digerleri, 2003). Son yillarda
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bitkilerde yapilan ¢aligmalarda, PDK’nin fazla eksprese olmasinin PDC aktivitesini ve
tohum yag igerigini azalttigr bildirilmistir (Li ve digerleri, 2011). Phaeodactylum
tricornutum’da yapilan bir ¢alismada ise PDK geni manipiile edilmis mutant hiicrelerde
notral lipit akiimiilasyonunun arttig1 rapor edilmistir (Ma ve digerleri 2014). Son yillarda
yapilan bir ¢alismada, Nannochloropsis salina’da PDK geninin susturulmasi sonucu TAG

biyosentezinin arttig1 rapor edilmistir (Ma ve digerleri, 2017).

Fosfoenolpiriivat karboksilaz (PEPC)

PEPC, HCOsz ve Mg." varhiginda fosfoenolpiriivat (PEP)’m B-karboksilasyonunu
katalizleyerek, okzalasetat (OAA) olusumunu saglayan enzimdir (Chollet, Vidal ve O'Leary,
1996; Sekil 2.3). PEPC, C4 fotosentezinde ve crassulacean asit metabolizmasinda (CAM),
fotosentetik CO> asimilasyonunun ilk fiksasyon basamagini katalizler (Chollet ve digerleri,
1996). Bu enzim C3 bitkilerinde ve fotosentetik olmayan organizmalarda anaplerotiktir ve
TCA dongiistinii ¢esitli metabolik yolaklardan elde edilen ara iriinler ile besler. PEPC
enzimi; bitkiler, algler, siyanobakteriler ve fotosentetik bakteriler olmak {izere tiim
fotosentetik organizmalarda bulunurken, fotosentetik olmayan bakteri ve protozoa’larda da
bulunmaktadir. Chlamydomonas reinhardtii’de PEPC’nin iki izoformu (PEPC1 ve PEPC2)
bulunmaktadir. C4 bitkilerinde bulunan PEPC’nin bikarbonata olan ilgisi, C3 bitiklerinde
bulunan PEPC’nin bikarbonata olan ilgisinden 10 kat daha fazladir (Ting ve Osmond, 1973).

Yiiksek bitkilerde ve mikroalglerde yapilan ¢alismalarda PEPC enzim aktivitesiyle lipit
akiimiilasyonu arasinda ters bir iliski oldugu rapor edilirken, bazi ¢alismalarda ise nitrojen
azhig1 stresinde PEPC’nin protein seviyesinde artis oldugu bildirilmistir. Chlamydomonas
reinhardtii’de PEPC1 geni, diizenli araliklarla boliinmiis kisa palindromik tekrar kiimeleri
etkilesimi (CRISPRI) teknigi kullanilarak inhibe edilmis ve lipit igeriginde 74.4% artis
saglandig1 rapor edilmistir (Kao ve Ng, 2017). Ote yandan Moellering, Ouyang, Mamedov
ve Chollet (2007), Chlamydomonas reinhardtii’de iki PEPC izoformunun protein
seviyelerinin, nitrojen azliginda (0.5 mM NH4Cl) en yiiksek diizeyde oldugunu rapor

etmislerdir.
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2.2. Mikroalglerden Biyodizel Uretimi

Biyodizel; bitkilerden, hayvanlardan, alglerden, mayalardan ve bakterilerden elde edilen
yaglarin, bir katalizér (enzim, asit veya baz) esliginde etanol veya metanol ile reaksiyonu
sonucunda ortaya ¢ikan ve yakit olarak kullanilan bir tiriindiir. Biyodizel; hayvansal, bitkisel
veya atik yaglarda bulunan uzun zincirli yag asitlerinin mono-alkil esterleri olarak da
tanimlanmaktadir. Yenilebilir, yanici olmayan ve toksik olmayan cevre dostu bir yakit
olmasinin yani sira; yiiksek parlama noktasi, biyolojik olarak pargalanabilmesi, zararli gaz
salinimiin az olmasi gibi bazi avantajlar1 vardir (Balat, 2011; Fazal ve digerleri, 2013)
Biyodizel, seri olarak 3 geri doniisiimlii transesterefikasyon reaksiyonu sonucunda ortaya
¢ikan bir tirtindiir (Sekil 2.4). Bu reaksiyonlarda trigliserit digliserite, digliserit monogliserite
ve monogliserit de esterlere (biyodizel) ve gliserol (yan iiriin)’e doniisiir. Bu reaksiyonun
gergeklesmesi igin kisa zincirli bir alkol (metanol), bir katalizor (NaOH, H2SOg4, enzim) ve
181 kullanilmaktadir. Alkol ve yag orani teorik olarak 3:1 molar oraninda olsa da
uygulamalarda genellikle 6:1 molar orani kullanilmaktadir. Teorik olarak 1 kg yagdan 1 kg
biyodizel elde edilmektedir (Mata ve digerleri, 2010).

[0] ﬂ
H,.C—0—C—K; R'—0O—C—R, H,C—OH
) 0] 0]
’ | Katalizor I ‘
HC—0—C R, 4+ 3ROH /—/—== R—0—C—R, + HC—OH
] I
H,C—O—C——R;, R'—O—C—R; H,C—OH
Triacilgliserol Alkol Esterler Gliserol

Sekil 2.4. Transesterefikasyon reaksiyon semasi (Mata ve digerleri, 2010)

Mikrobiyal yaglar ya da tek hiicre yaglari; bakteri, maya, mantar ve mikroalglerden elde
edilmektedir. Maya, mantar ve mikroalgler bilesimi bitkisel yaglara benzeyen TAG’leri
sentezleyebilirken, bakterilerin cogu spesifik yaglari sentezleyebilmektedirler. Mikroalgler;
yag asiti profilinin bitkisel yaglara benzerlik gdstermesi, spesifik alg tiirlerine ve onlarin
ortam kosullarina bagl olmak tizere %2-75 arasinda degisen lipit liretimine sahip olmasi,
hatta bazi sira dis1 kosullar altinda kuru agirliginin %80’ nindan daha fazla yag tiretebilmesi,
farkli cevresel kosullarda yasayabilmesi ve kisa siirede {iremeleri nedeniyle biyodizel iiretim

potansiyeli yiiksek olan organizmalardir (Li ve digerleri, 2008; Rodolfi ve digerleri, 2009).
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Geleneksel biyodizel esas olarak soya yagi, kanola yagi, aycicegi yagi, palm yag1 ve atik
yaglardan elde edilmektedir. Ancak yagl bitkilerin ekilmesi i¢gin ¢ok biiyiik alanlara ihtiyag
duyulmas1 ve biyodizel iiretimi icin bitkisel yaglar kullanildiginda maliyetin tim {iretim
maliyetinin %70-85’ini bulmasi nedeniyle; arastiricilar mikroalg, maya, bakteri ve mantar
gibi daha ucuz yag kaynak materyallerine yonelmislerdir (Liang, Zhang, Gu ve Cong, 2013).
Bitkilerle kiyaslandiginda mikroalglerden iiretilen biyodizelin 6nemli avantajlar1 vardir. Bu

avantajlar;

v" Bir y1l boyunca iiretim yapilabilme kapasitelerinden dolay1; mikroalglerin yag {iretim
verimi, yagl tohum bitkilerinden ¢ok daha fazladir. Ornegin; mikroalglerin agik havuz
kiiltiirtinden yillik elde edilen biyodizel 12.000 L/ha iken, kolza tohumundan elde edilen
biyodizel miktar1 1190 L/ha‘dir (Schenk ve digerleri, 2008, Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Mikroalgler ile bitkilerin biyodizel iiretimi bakimindan karsilastirilmasi

Kaynak material Tohum yag Yag miktar1  Kullanilan alan ~ Biyodizel verimi

icerigi (%)  (L/ha*) (m?/kg) (kg biyodizel/ha*)
Misir (Zea mays) 44 172 66 152
Hint keneviri (Cannabis sativa) 33 363 31 321
Soya (Glycine max) 18 636 18 562
Hint fist1ig1 (Jatropha curcas) 28 741 15 656
Ketencik (Camelina sativa) 42 915 12 809
Kanola (Brassica napus) 41 974 12 862
Aygicegi (Helianthus annuus ) 40 1.070 11 946
Hint yag: (Ricinus communis) 48 1.307 9 1.156
Palm yag1 (Elaeis guineensis) 36 5.366 2 4.747
Mikroalg (diisiik yag igerikli) 30 58.700 0,2 51.927
Mikroalg (normal yag igerikli) 50 97.800 0,1 86.515
Mikroalg (yiiksek yag igerikli) 70 136.900 0,1 121.104
*: hektar alan (Mata ve digerleri, 2010)

v’ Mikroalgler sivi ortamlarda yetistikleri halde karasal bitkilerden daha az suya ihtiyag
duyarlar (Dismukes, Carrieri, Bennette, Ananyev ve Posewitz, 2008).

v" Mikroalgler tuzlu sularda veya tarima elverigsiz alanlarda tiretilebilirler (Searchinger ve
digerleri, 2008).

v' Mikroalgler hizli lireme potansiyeline sahiptirler ve belirli kosullar altinda genel olarak
birgok tiir kuru agirliginin %20—50’si arasinda degisen oranlarda yag iiretim kapasitesine

sahiptir (Spolaore ve digerleri, 2006).
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v" Mikroalg kiiltiirii i¢in gerekli olan besin maddeleri, atik sulardan elde edilebilir (Cantrell,
Ducey, Ro ve Hunt, 2008).

v Mikroalg kiiltiirii herbisit ve pestisit uygulamas: gerektirmez. (Rodolfi ve digerleri,
2009).

v" Mikroaglerden yag ekstraksiyonu yapildiktan sonra kalan atik biyokiitleden gida veya
giibre olarak kullanilabilecek protein ile birlikte, fermantasyon teknigi kullanilarak etanol

veya metanol elde edilebilir (Hirano, Ueda, Hirayama ve Ogushi, 1997).

Mikroalgler tarafindan tiretilen lipitler, depo lipitleri (ndtral lipitler) ve yapisal lipitler (polar
lipitler) olarak iki gruba ayrilabilir. Depo lipitleri esas olarak TAG formunda olup agirlikli
olarak doymus yag asitleri ve baz1 doymamis yag asitlerinden olusur. Yapisal lipitler ise
genellikle ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA)’nden olusur. Polar lipitler (fosfolipitler) ve
steroller, hiicre membraniin ve organel membranlarinin secgici gegirgenliginde rol alan
lipitlerdir. Yapisal gorevlerinin yani sira sfingolipitler ve inositol lipitler hiicre sinyal

yollarinda gorev alirlar (Carreira, Ventura, Varela ve Silva, 2015).

Notral lipitlerden TAG’ler metabolik enerji i¢in kolayca parcalanabilen depo iiriinleridir
(Gurr, Harwood ve Frayn, 2002). Genellikle 1sikta sentezlenirler ve sitozolik yag kiireleri
seklinde depolandiktan sonra, karanlikta polar lipitlerin sentezi i¢in tekrar kullanilirlar
(Thompson, 1996). TAG’ler kimyasal islemler ile kolayca transesterefikasyona ugratilarak
biyodizelin ¢ok amagli bir formu olan YAME elde edilmektedir. Biyodizel iiretim
potansiyeli yiiksek olan bazi mikroalg tiirleri; C. vulgaris, C. protothecoides, Scenedesmus
sp., Phaeodactylum tricornutum, Nannochloropsis oculata, Haematococcus pluvialis’dir
(Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Mikroalg tiirleri ve lipit icerikleri

Mikroalg tiirleri Lipit icerigi (%) Referanslar

Chlorella sp. 32,6-66,1 Hsieh ve Wu (2009)

Chlorella vulgaris 5,0-58,0 Mata ve digerleri, (2010)

Chlorella sorokiniana 56,0 Wan ve digerleri, (2012)

Chlorella protothecoides 14,6-57,8 Mata ve digerleri, (2010)

Haematococcus pluvialis 15,6-34,9 Damiani, Popovich, Constenla ve Leonardi, (2010)
Neochloris oleabundans 19,0-56,0 Gouveia, Marques, Da Silva ve Reis, (2009)
Scenedesmus obliquus 21,0-58,0 Abou-Shanab ve digerleri, (2011)

Scenedesmus sp. 43,4 Ren ve digerleri, (2013)

Tetraselmis tetrathele 29,2-30,3 Araujo, Matos, Gongalves, Fernandes ve Farias, (2011)
Phaeodactylum tricornutum 18,7 Rodolfi ve digerleri, (2009)

Chaetoceros gracilis 15,5-60,3 Araujo ve digerleri, (2011)

Nannochloropsis oculata 22,8-23,0 Araujo ve digerleri, (2011)
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2.3. Diinyada ve Ulkemizde Biyodizel Uretimi

Diinyada biyodizel iiretimi 2000 yilinda yaklasik 0,9 milyar L iken, 2019 yilinda bu rakam
yaklagik 46 milyar L’ye ulagsmistir (Knoema, 2019). 2019 yili verilerine gore diinya
genelinde baslica biyodizel iireten iilkeler; Endonezya (7,9 milyar L), ABD (6,5 milyar L),
Brezilya (5,9 milyar L), Almanya (3,8 milyar L), Arjantin (2,5 milyar L), Fransa (2,3 milyar
L), ve Hollanda (2,0 milyar L)’dir (Statistica, 2019; Knoema, 2019) (Sekil 2.5). Tiirkiye ise
biyodizel iiretimi bakimindan bu iilkelerin ¢ok gerisinde olup 2019 yil1 verilerine gore yillik

iiretimin yaklagik 0,14 milyar L oldugu rapor edilmistir (Knoema, 2019).

Yillik biyodizel iiretim miktan (milyar L)
o = N W & 0 OO N @

Ulkeler

Sekil 2.5. 2019 yilinda biyodizel iiretimi yapan iilkeler ve yillik biyodizel iiretim miktarlari
(Statistica, 2019; Knoema, 2019)

Ulkemizde bulunan gesitli su kaynaklarindan izole edilen mikroalgler kullanilarak biyodizel
iretimi ile ilgili yapilmis ¢alisma sayist sinirlidir (Demirbas, 2008; Karatay ve Donmez,
2011). Bununla birlikte literatiirde Tuz goliinden izole edilmis Dunaliella sp. ve Dunaliella
salina tiirlerinin kullanildig1 bazi ¢alismalar mevcuttur (Celekli ve Donmez, 2006; Kagka ve
Donmez, 2008; Yilancioglu, Cokol, Pastirmaci, Erman ve Cetiner, 2014). Ancak, bu
caligmalarda tuz goliinden izole edilmis olan Dunaliella tiirlerinin biyodizel {iretimi
bakimindan karakterizasyonu yapilmamistir. Bununla birlikte, literatiirde Kogpinar kaynak
suyundan mikroalg izolasyonu yapilan herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamaistir. Bu bakimdan
bu calisma ile diisiik pH ve yiiksek tuzluluk 6zelliginde olan su ortamlarindan izole edilen

bazi mikroalglerin N— altinda lipit verimi ve TAG igerikleri saptanmis, daha sonraki
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asamada ise N— ve yiiksek alkali pH kombine stresinde lipit verimi ve TAG igerikleri ile
birlikte YAME profilleri ¢ikartilarak biyodizel iiretimi bakimindan karakterizasyonlari
yapilmustir.

2.4. Cevresel Streslerin Mikroalglerin Lipit Verimine ve TAG I¢erigine Etkisi

Mikroalgler; besin elementlerinin (azot, fosfor, siilfiir, demir, ¢inko) azlig1 veya yoklugu,
yiiksek tuzluluk, ytiiksek ve diisiik 151k yogunlugu, alkali veya asidik pH, yiiksek veya diisiik
sicaklik gibi olumsuz kosullarda yiiksek oranda TAG ve lipit liretimi yapabilmektedir
(Renaud ve ark., 2002; Li ve ark.,2008; Converti ve ark., 2009; Bellou ve Aggelis, 2013).

2.4.1. Azot stresinin mikroalglerin lipit verimine ve TAG iiretimine etKkisi

Azot stresi siiresince mikroalglerde tiremenin yavasladigi, otofaji programinin indiiklendigi,
fotosentez hizinin diistiigii ve hiicre i¢inde yag ve nisasta birikiminin oldugu bildirilmistir
(Wang, Ullrich, Joo, Waffenschmidt ve Goodenough, 2009; Juergens ve digerleri, 2014).
C.reinhardtii’de N— stresinde fotosentez veriminin diismesinin, fotosentetik elektron akisi
araciligityla hem NADPH hem de ATP iiretimi igin gerekli sitokrom bsf komplekslerinin
par¢alanmasi sonucu oldugu rapor edilmistir. Alglerde lipit ve TAG metabolizmasini
etkileyen en Onemli stres faktoriiniin nitrojen yoklugu/azligir stresi oldugu ve
siyanobakteriler, diatomlar ve yesil algler grubunda olan birgok alg tiiriinde nitrojen stresine
yanit olarak onemli Olclide lipit birikimi ve oOzellikle de TAG birikimini arttirdigt
bildirilmistir (Kajikava ve digerleri, 2015). Fakhry ve Maghraby (2015) tarafindan yapilan
caligmada, besiyerinde %25 nitrojen varliginda Nannochloropsis salina’nin kuru hiicre
agirhiginin %56,1 inin lipit, %15,1’inin de TAG oldugunu, optimal kosullara gére hem lipit
hem de TAG igeriginde 1,5 kat artis oldugu bildirilmistir. Simionato ve digerleri (2013),
Nannochloropsis gaditana’da N— stresinde kuru hiicre agirhigimin %38’i kadar TAG birikimi
oldugunu rapor etmislerdir. Ren ve digerleri (2013), besiyerindeki NaNOz konsantrasyonunu
1,0 g L ™’den 0,2 g L "ye diisiirdiiklerinde Scenedesmus sp. R16 susunda toplam lipit
iceriginin %13,7’den %52,6’ya yiikseldigini rapor etmislerdir.

Bazi mikroalg tiirlerinde, N— stresinin lipit verimini arttirdig1, bazi tiirlerde ise azalmaya yol
actig1 bildirilmistir. Chu ve digerleri (2013), C. vulgaris’in 14 giinliik N— stresi sonunda lipit
veriminin 43,17 mg/L/giin’den 58,39 mg/L/giin’e yiikseldigini, Wang ve digerleri (2019),
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Nannochloropsis oceanica’da azot sinirlamasi kosullarinda lipit miktari artmasina ragmen,
biyokiitle diistiigii igin lipit veriminde bir artis olmadigini rapor etmislerdir. Griffiths, van
Hille ve Harrison (2012), 11 farkli mikroalg tiirii ile yaptiklar1 ¢alismada; azot varligi
kosullarina kiyasla, azot sinirlamasi kosullarinda 8 mikroalg tiiriiniin lipit verimlerinde artis,

3 mikroalg tiiriiniin lipit verimlerinde ise azalma oldugunu rapor etmislerdir.

N- stresi mikroalglerin yag asiti kompozisyonunu da degistirmektedir. Chlamydomonas
reinhardtii 'de N— stresinde TAG’nin yag asidi profilinde 6zellikle C16:0, C16:1, C18:1 ve
C18:2 yag asitlerinin miktarinda artis oldugu bildirilmistir (Siaut ve digerleri, 2011). Breuer
ve digerleri (2012) 9 farkli mikroalg tiirii ile yaptiklar1 ¢alismada, N— stresine maruz
birakilan yesil alglerde 6zellikle C18:1 yag asidi miktarinda artis olurken C18:2 ve C18:3

yag asitlerinin miktarinda ise diisiis oldugunu bildirmislerdir.

2.4.2. pH’nmin mikroalglerin lipit verimine ve TAG iiretimine etkisi

Mikroalglerin iiremisini ve metabolizmasin etkileyen fizyokimyasal etmenlerden birisi de
pH’dir (Sommer, 1999). Mikroalglerin bir¢ogu notral pH’da en iyi iireme gosterirken,
besiyerinde olusacak pH degisimleri alglerde metabolik inhibasyona yol a¢ip iiremeyi
kisitlayabilir (Goldman, 1982.; Azov, 1982). Mikroalglerin kullandiklar1 karbon kaynaklari,
kiiltiir ortaminda pH’y1 degistirmektedir. Chlorella vulgaris’in ototrofik, heterotrofik ve
mixotrofik kiiltiiriinde karbon kaynaklarinin pH iizerine etkisi incelenmis ve karbon kaynagi
olarak atmosferik CO> kullandiginda 6 giin sonra pH’nin 10’a yiikseldigi, heterotrofik ve
mixotrofik ortamda karbon kaynagi olarak glikoz kullanildiginda ise pH’nin 7 civarinda
kaldig1 saptanmistir. Ototrofik kiiltirde CO2’nin fazla asimilasyonu pH’y1 yiikseltirken,
heterotrofik ve mixotrofik kiiltirde pH’nin diismesi organik karbon metabolizmasi
sonucunda aciga c¢ikan H+ iyonlarindan olabilecegi rapor edilmistir (Kong ve digerleri,

2011).

Yiiksek pH’larda, mikroalgler i¢in karbon kaynagmin karbonat formundaki birlesikler
oldugu ve mikroalglerin serbest COz’ye afinitesinin diistiigli bildirilmistir (Steemann
Nielsen, 1975; Azov, 1982). Ayrica alkali pH kosullarinda ana hiicrelerin hiicre duvarlarinda
esnekligin arttig1, bunun da yeni olusan sporlarin disariya ¢ikmasini engelledigi, bu yiizden

de hiicre dongiisii zamaninin uzadig rapor edilmistir (Guckert ve Cooksey, 1990). Ote
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yandan alkali pH’nin bir baska sonucu olarak TAG miktarinda artis, polar lipit miktarinda
da azalma oldugu bildirilmistir (Guckert ve Cooksey, 1990).

Mikroalglerde baglangic pH’s1 lipit verimi i¢in Oonemli bir faktordiir. Mikroalglerden
Scenedesmus cinsi tiirlerin optimal lipit verimlerinin pH 6—10 arasinda oldugu en yiiksek
lipit veriminin ise pH 9’da saptandigi bildirilmistir (Ren ve digerleri, 2013). Bir bagka
calismada, Scenedesmus obliquus’un farkli pH seviyelerinde (pH 5, 7, 9) kiiltiire alindiginda,
biyokiitle veriminin pH 7’de, TAG igeriginin ise pH 9’da en yiiksek seviyeye ulastigi1 rapor
edilmistir (Breuer, Lamers, Martens, Draaisma ve Wijffels digerleri, 2013). Chlorella sp.’de
baslangi¢ pH’s1 8 oldugunda maksimum lipit veriminin elde edildigi bildirilmistir (Rai,
Gautom ve Sharma, 2015). Bartley ve digerleri (2014)’nin Nannochloropsis oculata’da
yaptiklar1 ¢alismada, pH 10’da {iremenin olmadigi, en iyi iiremenin ise pH 8 ve pH 9’da
oldugu bildirilmistir. Ayrica ayni ¢alismada; pH 7, 8 ve 9°daki yag asidi profillerinde énemli
olgtide bir degisiklik olmadigi rapor edilmistir. Eibl ve ark. (2014), Scenedesmus sp. Lig 290
izolatini, pH’s1 3, 4 ve 7 olan besiyerinde 35 giin iirettiklerini ve bu siire sonunda; pH 7’de
kuru hiicre agirhiginin %16’s1 kadar, pH 3°te ise %27’si kadar lipit oldugunu, bunun yam
sira pH 7’ye oranla pH 3°te FAME iceriginde 6zellikle biyodizel kalitesini arttiran C16 ve
C18 yag asitlerinde 6nemli 6lgiide artig oldugunu rapor etmislerdir.

Sadece N— stresine kiyasla, N— ve alkali pH ile birlikte olusturulan kombine stresin, TAG
icerigindeki artista daha giiclii bir yanit olusturdugu bildirilmistir (Gardner ve digerleri,
2011; Santos, Janssen, Lamers, Evers ve Wijffels, 2012). Bunun yani sira, besiyerine
sodyum bikarbonat ilavesinin bir¢ok mikroalg tiirinde TAG birikimini tesvik ettigi

bildirilmistir (Lohman ve digerleri, 2015).

2.5. Mikroalglerde Yag Asitleri ve Yag Asitlerinin Biyodizel Kalitesine Etkisi

Mikroalglerde sentezlenen yag asitlerinin birgogu bitkilere benzer sekilde C16 ve C18 yag
asitlerinden olusmaktadir. Bir¢ok mikroalg tiirlinde baskin olarak doymus yag asitleri (SFA)
ve tekli doymamis yag asitleri (MUFA) sentezlenmektedir. Alglerde major yag asitleri;
Chlorophyceae familyas: iiyelerinde C16:0, C18:1, C18:2, C18:3w3; Bacillariophyceae
familyas1 iyelerinde C16:0, C16:1, C20:503, C22:6w3; Euglenophyceae familyasi
tiyelerinde C16:0, C18:1, C18:2, C18:3w3’dir (Cobelas ve Lechado, 1989).
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Hiicre ici lipit ve ndtral lipit miktarinin fazla olmasi, mikroalglerden biyodizel iiretimi i¢in
onemli bir kriter olmasina karsin, mikroalgal yaglarin yag asidi profilinin de biyodizel
kalitesi i¢in uygun kompozisyonda olmasi gerekmektedir. Mikroalglerden biyodizel {iretimi
icin en uygun yag asitlerinin miristik asit (C14:0) palmitik asit (C16:0), palmitoleik asit
(C16:1), stearik asit (C18:0), oleik asit (C18:1), linoleik asit (C18:2) ve linoleik asit (C18:3)
oldugu rapor edilmistir (Schenk ve digerleri, 2008; Knothe, 2009). Doymamis yag asiti
akiimiilasyonu yapan hiicrelerin biyodizel iiretimi i¢in ideal organizmalar oldugu ve
MUFA’larin miktarindaki artisin biyodizel kalitesini arttiran bir parametre oldugu
bildirilmistir (Li, Zheng ve Chen, 2013; Ahmad, Sharma, Daniell ve Kumar, 2015).
Biyodizelde PUFA ve SFA’nin diisiik seviyelerde olmasinin oksidasyon kararliligini ve
diisiik sicakliktaki akis problemlerini distirdiigii, MUFA’lardan C16:1 ve CI18:1 yag
asitlerinin yiiksek miktarlarda olmasinin oksidasyon kararliligina ve diisiik sicakliktaki akisa
pozitif katk1 yaptig1 bildirilmistir (Knothe, 2009; Hoekman, Broch, Robbins, Ceniceros ve
Natarajan, 2012).

Yag asidi zincir uzunlugunun ve doymamis yag asidi miktarinin; viskozite, yogunluk, setan
say1s1, bulutlanma noktasi, iyot degeri ve iist 1s1l deger gibi biyodizel 6zelliklerinde 6nemli
rol oynadigi bildirilmistir (Tan ve Lin, 2011; Hoekman ve digerleri, 2012). C18:2 ve C18:3
yag asitlerince zengin biyodizel numuneleri, zayif oksidasyon kararliligina sahip olma
egilimindedirler. Setan sayis1 ikiden fazla ¢ift baga sahip ¢coklu doymamis yag asitleri ve
kisa zincirli yag asitlerinin miktarindaki artis ile diigmektedir. Yeterli setan sayisin iyi bir
motor performansi i¢in gerekli oldugu bildirilmistir. (Ramos, Fernandez, Casas, Rodriguez,
Pérez, 2009; Tong, Hu, Jiang ve Li, 2011). Genellikle yag asidi zincir uzunlugu arttikc¢a;
setan sayisi, viskozite ve bulutlanma noktasi artarken, doymamis yag asidi miktari arttikga
setan sayist, viskozite ve bulutlanma noktasi diismektedir. (Francisco, Neves, Jacob-Lopes
ve Franco, 2010; Hoekman ve digerleri, 2012). Ancak yogunluk, iyot degeri ve iist 1s1l deger
doymamis yag asitleri arttikca artmakta, uzun zincirli yag asitleri arttikca diismektedir
(Refaat, 2009). Bu nedenle uzun zincirli yag asitleri ve tekli doymamis yag asitleri,
biyodizelin diislik sicaklikta performansi ve oksidatif kararlilig1 icin tercih edilmektedir.

(Refaat, 2009; Francisco ve digerleri, 2010).
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3. MATERYAL METOT

3.1. Mikroalg Izolasyonlar:

Mikroalg izolasyonlari; Aksaray-Kogpinar kdyiinde bulunan kaynak suyundan, Aksaray-
Ziga kaplicalar1 termal atik suyundan, Tuz Golii'nden, Nevsehir’in Giilsehir ilgesinde
bulunan bir fabrikanin atik suyundan, Adiyaman’da bulunan Gélbas1 G6li’nden, Konya’da
bulunan Cihanbeyli Goélet’inden ve Beysehir Golii'nden, Fethiye’de bulunan Saklikent
Kanyon’dan ve Antalya’nin Belek il¢esinde yer alan Besgdz Nehri’nden alinan su

orneklerinden yapilmugtir.

Kogpinar kaynak suyu (16°C, pH 5,55), Ziga Kaplicalari termal atik suyu (43°C, pH 6,75)
ve Tuz Golii’'nden (18°C, pH 6,5) alinan su 6rneklerinin, pH ve sicaklik degerleri el tipi pH
metre cihazi ile 6rnek alimi sirasinda belirlenmistir (Resim 3.1). Diger lokasyonlardan alinan
su Ornekleri i¢in bu islem yapilamamistir. Su 6rnekleri, istasyonlarin bir noktasindan en fazla
50 mL olacak sekilde, herhangi bir su 6rneklem araci kullanilmadan, istasyonlarda bulunan
suyun farkli derinliklerinden alinmistir. Alinan su O6rnekleri laboratuvarda; 30 mL BG11
(Rippka, Deruelles ve Waterbury, 1979), Bold’s basal (Nichols ve Bold, 1965), TAP
(Gorman ve Levine, 1965) Jaworski’s (Schlosser, 1982), {/2 (Guillard ve Ryther, 1962) s1vi

besiyerlerine 5 mL aktarilmis ve sonrasinda mikroalgler 23°C’de ve 1s1k altinda (philips-

extreme cool daylight-1050 Im) laboratuvarda tiretilmistir (Resim 3.2).

Resim 3.1. Ziga termal atik suyu (a), Kogpinar kaynak suyu (b), pH metre ile suyun sicaklik
ve pH o6l¢iimii (c)
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Resim 3.2. F/2, Bold’s basal, Jaworski’s, BG11 ve TAP besiyerlerine ekilen su 6rnekleri

Ureme ortamlari, izolatlarm dogal ortamlarma yakin olmasi i¢in Ziga termal atik suyundan
alman ornekler 40°C’de ve 1s1k altinda, Tuz Goéliinden alinan su 6rnekleri; igerisinde 1,5 M
NaCl bulunan modifiye edilmis Johnson’s siv1 besiyerlerine (Borowitzka, 1988) ekilmis ve
oda sicakliginda ve 151k altinda liremeye birakilmistir. Sivi besiyerinde iiretilmis karigik
kiiltiirlerden, hangi s1v1 besiyerinde iireme varsa o s1v1 besiyerinin igerisinde %1,5 oraninda
agar olan kat1 besiyerlerine, istisna olarak Ziga termal atik suyundan alinan su 6rnekleri ise
icerisinde %3,0 oraninda agar bulunan kat1 besiyerlerine ¢izgi ekimi yapilmigtir (Resim 3.3).
Ekim yapildiktan sonra iireme olan petrilerden, tek koloni alinarak siv1 besiyerlerine aktarim
yapilmis ve aktarim yapilan sivi besiyerleri, oda sicaklifinda ve 1sik altinda liremeye

birakilmistir.

Resim 3.3. Agarli besiyerine ekilen su 6rnekleri

Izolatlarin muhafazasi igin; icerisinde %1,5 oraninda agar bulunan yatik agarli besiyerlerine
hiicreler ekilmis ve yatik agarda ¢ogaltim saglandiktan sonra, tiipler +4°C’ye kaldirilmistir.

Ortalama olarak 3 ayda bir besiyeri yenilenerek mikroalglerin muhafazasi saglanmistir.
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Farkl1 su ortamlarindan izole edilmis mikroalg izolatlarma ek olarak, Minesota Universitesi
Chlamydomonas Kaynak Merkezi’nden temin edilen Chlamydomonas reinhardtii CC-400
(cw15 mt+) mutant susu da ¢alismaya dahil edilmistir. Bu sus, N— stresinde iyi bir TAG
iireticisi oldugu i¢in (Siaut ve digerleri, 2011) ¢alismanin ilk agsamasi1 olan tiim izolatlar
arasindan lipit verimi ve TAG igerigi yliksek olan izolatlarin se¢ilimi ¢aligmasinda, TAG

icerigi bakimindan referans sus olarak kullanilmistir.

3.2. Mikroalglerin Morfolojik Olarak Tanimlanmasi

Izolatlarin hiicre morfolojisinden faydalanarak tanimlama yapilabilmesi icin; Olympus
marka (Olympus BX53) 1sik mikroskobu altinda ve x1000 biiyiitmede hiicreler
incelenmistir. Mikroalglerin morfolojik tanimlamasinda, Gazi Universitesi Egitim Fakiiltesi
Biyoloji ABD 6gretim iiyesi Prof. Dr. Tahir ATICI’dan yardim alinmistir. Ayrica, biyodizel
iiretim potansiyeli en yiiksek olan izolatin hiicre morfolojisi, Alan Emisyonlu Taramali
Elektron Mikroskobu (FESEM, Hitachi Regulus 8230) ile goriintiilenmistir. Mikroalg
hiicreleri agarli besiyerinden alindiktan sonra, kritik nokta kurutucu cihaz (Leica EM
CPD300) ile kurutulmus ve FESEM ile 9,3 mm %40 ve 9,3 mm %100 biiyiitme altinda
goriintiilenmistir. Bu islemler, Osmangazi Universitesi Merkez Arastirma Laboratuvari

Uygulama ve Aragtirma Merkezi tarafindan yapilmustir.

3.3. Molekiiler Tanimlama

3.3.1. DNA izolasyonu ve PCR

Lipit verimi ve/veya TAG igerigi yiliksek olan bazi izolatlar DNA diizeyinde tanimlanmuistir.
Mikroalglerden DNA izolasyonu, Genomic DNA Purification Kit (Thermo, K0512)
kullanilarak gergeklestirilmistir. 50 mL mikroalg kiiltiirii santrifiijle toplandiktan sonra sivi
azotla dondurulmus ve havan igerisinde parcalanmistir. Parcalanan hiicreler 1,5 mL
polipropilen tiiplere alindiktan sonra, Genomic DNA Purification Kit’inin 6nerdigi metot
izlenerek DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. izole edilen DNA’nin miktar1 agaroz jelde
DNA bantlarinin kalinliklarina gore tahmini olarak yapilmis ve PCR i¢in kullanilacak tiim

DNA ’lar yaklasik 10 ng/pl olacak sekilde ayarlandiktan sonra PCR asamasina gecilmistir.
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Molekiiler tanimlama igin; ITS1-5.8S-1TS2 gen bdlgesini ¢cogaltan ve White, Bruns, Lee ve
Taylor (1990) tarafindan dizayn edilmis olan; ITS1: 5~ AGGAGAAGTCGTAACAAGGT-
37 ve ITS4: 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ primerleri kullanilmigtir. ITS
primerlerinin baglanma sicakligini belirlemek igin 5 farkli sicaklikta (55°C, 57°C, 59°C,
61°C ve 63°C) PCR cihazinda (Bioer, XP cycler) gradient PCR yapilmistir.

Amplifikasyon i¢in; 1,25 pL ileri ve geri primerler (5 pmol), dNTP (2,5 mM) 2,5 uL, Buffer
(10x) 5 uL, MgCl2 (25 mM) 1,75 uL, Tag DNA polimeraz (5 U/uL) 0,5 pL, ultra saf su
(45,75 pL) ve DNA 2 pL olacak sekilde PCR karisimi1 hazirlanmistir. PCR sicaklik dongiisii
ise; 94°C’de 5 dk (1 dongii), 94°C’de 45s, 59°C’de 45s, 72°C’de 45s (40 dongti), 72°C’de 5
dk (1 dongii) olacak sekilde gergeklestirilmistir. Elde edilen PCR {iriinlerinden 10 pL
alinarak, 5 pL jel yiikleme boyasi ile karigtirilmis ve %2’lik agaroz jelde 130 V’de 50 dk
ylritilmiistiir. Elektroforez sonrasinda jel etidyum bromiir boyasi ile boyandiktan sonra UV
transilliiminator cihazinda goriintiilenmistir. PCR sonucunda tek ve yeterli kalinlikta bant
elde edildikten sonra, PCR iiriinleri ¢ift yon sekanslama i¢in Sentebiolab firmasina
gonderilmistir. Firmadan gelen sekans bilgileri NCBI veri bankasinda bulunan sekanslar ile
BLAST analizi yapilmis ve eslesen tiirler ile benzerlik yiizdeleri saptanmistir (Hadi ve

digerleri, 2016).

3.3.2. Sekans analizi ve filogenetik agac olusturulmasi

Tilim izolatlar arasinda lipit verimi ve TAG igerigi en yiiksek olan 9 izolatin DNA diizeyinde
tanimlamas1 yapilmistir. PCR sonucunda elde edilen sekanslarin, NCBI veritabaninda
bulunan mikroalg DNA sekanslar1 ile olan benzerlikleri NCBI/BLAST programi
kullanilarak saptanmigtir. Bunun sonucunda en yliksek benzerlik skorlarini gosteren
izolatlarin sekanslari, NCBI GenBank veri tabanindan alinarak, mikroalg izolatlar1 i¢in elde
edilen sekanslar ile birlikte MEGA (v10.0) program igerisine eklenmistir. Eklenen tiim
sekanslar icin, programda yer alan ClustalW modiilii ile c¢oklu dizi hizalamasi
gerceklestirilmistir. Filogenetik agag, Tamura-Nei modeline dayanan Maximum Likelihood

yontemi ve 1000 Bootstrap tekrar1 kullanilarak olusturulmustur (Hadi ve digerleri, 2016).
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3.4. Azot Yoklugu Stres Denemesinin Kurulmasi

Farkl1 besiyerlerinde iireyen izolatlarda N— stresi olusturmak icin; BG11 besiyeri NaNO3
eklenmeden, TAP besiyeri NH4Cl ve (NH4)sMo0O3 eklenmeden, modifiye edilmis Johnson’s
besiyeri ise KNO3 eklenmeden hazirlanmistir (Zhang, Chen, He ve Wang, 2013; Deng, Fei
ve Li, 2011). N— stres denemesi kurulmadan Once, strese maruz birakilacak mikroalg
izolatlar1 en iyi iireme gosterdikleri sivi besiyerine ekim yapilmistir. Igerisinde sivi
kiiltiirlerin oldugu erlenler bir foto-inkiibator cihazinda (Minitron, Infors HT); 23°C’de, 12
saat 151k:12 saat karanlik periyodunda (151k yogunlugu 86 umol foton m2 s™t), 100 rpm
calkalama hizinda 10—15 giin siireyle ¢ogaltilmistir. Cogalan kiiltiirden 20 mL alinarak
hiicreler santrifiijle toplanmis ve iist fazlar1 atilmistir. Atilan iist faz yerine, icerisinde azot
kaynagi bulunmayan 20 mL taze besiyeri eklenmis ve hiicreler bu besiyeri ile siispanse
edilmigtir. Siispanse edilen hiicreler, 250 mL’lik erlenler igerisinde hazirlanmis olan ve
icerisinde azot kaynagi bulunmayan 100 mL besiyerlerine aktarilmistir. Tiim izolatlar, N—
stres denemesiyle birlikte ayn1 anda azot varlig1 (N+) kosullarinda da kiiltiire alinmigtir. Her
izolat i¢in, azot kaynagi bulunan ve azot kaynagi bulunmayan besiyerlerine, tek bir stok
kiiltiirden iki paralelli olarak ekim yapilmistir. Ekimi yapilan hiicrelerin optikal yogunlugu

(OD), 680 nm’de yaklasik 0,2 olacak sekilde ayarlanmistir (Zhu ve digerleri, 2016).

Hiicrelerin ekildigi erlenler foto-inkiibatorde; 23°C’de, 12 saat 151k:12 saat karanlik
periyodunda (1s1k yogunlugu 86 pumol foton m2 s%), 100 rpm calkalama hizinda 7 giin
inkiibasyona birakilmistir. 7 giinliik kiiltiir siiresi sonunda, azot kaynagi bulunan ve azot
kaynagi bulunmayan besiyerlerinde ¢cogalan hiicreler toplanmis ve bu hiicrelerde; biyokiitle

verimi, % lipit miktari, lipit verimi ve bagil nétral lipit miktar1 saptanmustir.

Resim 3.4. Azot varliginda (N+) ve azot yoklugunda (N—) kiiltiire alinmis hiicrelerin
goruntisu
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7 giiniin sonunda, azot stresine maruz birakilan hiicrelerde meydana gelen klorozis
(klorofillerin parcalanmasi)’den dolayi, N+’daki hiicrelere kiyasla kiiltiirde 6nemli 6lgiide
renk degisimi meydana gelmistir (Sauer, Schreiber, Schmid, Volker ve Forchhammer, 2001 ;

Resim 3.4).

3.5. Besiyerinde Farkh pH Uygulamalan

3.5.1. TAG icerigi ve biyokiitle konsantrasyonu bakimindan optimal pH’nmin
saptanmasi

Alkali pH stresi tiim izolatlar arasindan N— kosullarinda TAG igerigi ve lipit verimi en
yiiksek olan Chlorella vulgaris KP2 ve Auxenochlorella protothecoides KP7 suslari igin
olusturulmustur. Her iki sus i¢in alkali pH stresi olusturulmadan 6nce, TAG miktarinin ve
biyokiitle konsantrasyonun en yiiksek oldugu optimal pH’sinin saptanmasi i¢in bir 6n
calisma yapilmistir. Her iki sus i¢in de baslangi¢ hiicre yogunlugu, 680 nm’de OD = 0,2

olacak sekilde ayarlanmustir.

A. protothecoides KP7 susu igin, TAP besiyerinde hem N+’da hem de N—‘de 7 farkli pH
denemesi (pH 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11) kurulmustur. TAP besiyerinde 7 farkli pH, asetik asit veya
KOH kullanilarak olusturulmustur.

C. vulgaris KP2 susu i¢in, BG11 besiyerinde hem N+’da hem de N—“de 7 farkli pH denemesi
(pH 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11) kurulmustur. Besiyerinde pH 6, 7, 8 ve 9’u ayarlamak i¢in
hazirlanan BG11 besiyeri igerisine trizma base (2,42 g L%, w/v) eklendikten sonra,
besiyerleri HCl ile pH 5, 6, 7, 8 ve 9°a ayarlanmistir. Besiyerinde pH 10 ve pH 11olusturmak
icin saf su yerine karbonat-bikarbonat tamponu kullanilmistir. Boylece, 7 farkli pH’ nin, N+
ve N— kosullarinda 7 giin siiresince biiylik 6l¢iide sabit kalmas1 saglanmistir (Skrupski ve

digerleri, 2012).

Denemelerin kurulmasi igin; 10-15 giin boyunca optimal kosullarda kiiltiire alinmis hiicreler,
3500 rpm’de 5 dk santrifiij yapilarak toplanmistir. Toplanan hiicrelerin iist fazlar atilarak,
atilan st fazlar yerine hangi pH denemesi kuruluyorsa o pH’ya sahip taze besiyeri
eklenmistir. Taze besiyeri ile siispanse edilen hiicreler farkli pH’lara sahip besiyerlerine

ekilmis ve foto-inkiibatorde; 23°C’de, 12 saat 151k:12 saat karanlik periyodunda (1s1k
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yogunlugu 86 umol foton m2 s1), 100 rpm calkalama hizinda 7 giin inkiibasyona
birakilmigtir. 7 giin sonunda alinan hiicrelerde; biyokiitle konsantrasyonu ve bagil nétral lipit

miktar1 saptanmustir.

3.5.2. Alkali pH stresinin olusturulmasi

TAG miktarinin ve biyokiitle konsantrasyonunun en iyi oldugu pH’nin saptanmasi i¢in
yapilmis On galisma sonrasinda, A. protothecoides KP7 susu i¢in bikarbonat aracili alkali pH
stresi olusturulmustur. Bunun i¢in azot kaynagi igeren ve azot kaynagi igermeyen TAP
besiyeri, bikarbonat-karbonat tamponu igerisinde hazirlanmistir. A. protothecoides KP7
susunda alkali pH stresinin etkisini arastirmak i¢in; bu susun optimal kosullarda iireyen
hiicrelerinden logaritmik biiylime fazinin sonunda esit sayida hiicre alinmis ve pH’s1 6 olan
ve igerisinde azot kaynagi bulunan TAP besiyerine (pH 6 N+), pH’s1 6 olan igerisinde azot
kaynagi olmayan TAP besiyerine (pH 6 N—), pH’s1 10 olan igerisinde azot kaynagi bulunan
bikarbonat-karbonat tamponlu TAP besiyerine (pH 10 N+), ve pH’s1 10 olan igerisinde azot
kaynagi olmayan bikarbonat-karbonat tamponlu TAP sivi besiyerine (pH 10 N—) ekim
yapilmigtir. Ekimi yapilan hiicreler foto-inkiibatorde; 12 saat 1s1k/12 saat karanlik
periyodunda (1sik yogunlugu 86 umol foton m 2 s1), 100 rpm calkalama hizinda, 23°C’de 7

giin inkiibasyona birakilmistir (Santos ve digerleri, 2012).

C. vulgaris KP2 susu i¢in ise optimal kosullarda iireyen mikroalg hiicrelerinden logaritmik
biiylime fazinin sonunda esit sayida hiicre alinmis ve pH’s1 8 olan ve igerisinde azot kaynag1
bulunan BG11 besiyerine (pH 8 N+), pH’s1 8 olan igerisinde azot kaynagi olmayan BG11
besiyerine (pH 8 N—), pH’s1 9 olan igerisinde azot kaynagi bulunan BG11 besiyerine (pH 9
N+) ve pH’s1 9 olan igerisinde azot kaynagi olmayan BG11 siv1 besiyerine (pH 9 N—) ekim
yapilmistir. Ekimi yapilan hiicreler foto-inkiibatdrde; 12 saat 151k/12 saat karanlik
periyodunda (1sik yogunlugu 86 umol foton m 2 s 1), 100 rpm calkalama hizinda, 23°C’de 7
giin inkiibasyona birakilmistir (Al-Safaar ve digerleri, 2016).

A. protothecoides KP7 ve C. vulgaris KP2 suslari i¢in 7. glinde toplanmis olan hiicreler
kullanilarak; TAG miktari, total lipit miktari, lipit verimi, protein, nisasta ve klorofil

miktarlari ile yag asidi profilleri saptanmustir.
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3.6. Analitik Yontemler

3.6.1. Biyokiitle veriminin Saptanmasi

Tiim izolatlarda biyokiitle verimi asagidaki esitlik (1) yardimiyla saptanmistir.

N2 -Ny
-t

Biyokiitle verimi (mg/L/giin) = 1)
Formiilde yer alan; N»: t, zamanindaki biyokiitle konsantrasyonu (mg/L), N1: t1 zamanindaki

biyokiitle konsantrasyonu (mg/L)’dur (Zhu ve digerleri, 2016).

T1 zamanindaki baglangi¢ biyokiitlesini (N1) belirlemek i¢in; optimal kosullarda ¢ogaltilmis
stok kiiltlirden 20 mL alinmis ve hiicreler 3000 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra, st
faz atilmistir. Sadece hiicre bulunan tiiplere saf su eklenerek saf suyla iki kez yikama
yapilmustir. Istisna olarak tuz géliinden izole edilen izolatlarda, ozmotik stresten dolay1
hiicreler 0,5 M amonyum formatla yikanmistir. Yikanan hiicreler tekrar toplandiktan sonra,
bos agirlig1 hassas terazide tartilmis olan 1,5 mL polipropilen tiiplere aktarilmistir. Igerisinde
hiicre bulunan tiipler etiivde 65°C’de yaklasik 24 saat kurumaya birakilmistir. Kuru
hiicrelerin bulundugu tiipler tekrar hassas terazide tartilmis ve agirliklar1 kaydedilmistir.
Igerisinde kuru mikroalg kiitlesi bulunan tiipiin agirligindan, aym tiipiin bos agirhig

cikarilarak hiicrelerin kuru agirligi saptanmistir (Hempel, Petrick ve Behrendt, 2012).

T2 zamanindaki biyokiitleyi (N2) belirlemek i¢in; 7 giinliik inkiibasyonun sonunda hem N+
hem de N— besiyerlerinde ¢cogalan hiicrelerdeki her erlenden (her izolat i¢in 2 erlen N+, 2
erlen N—) 3’er defa 20°ser mL kiiltiir otomatik pipetle ¢cekilmis ve kuru agirliklar1 yukarida
belirtildigi sekliyle saptanmistir.

3.6.2. Lipit veriminin saptanmasi

Tiim izolatlarda lipit verimi agagidaki esitlik (2) kullanilarak saptanmistir (Zhu ve digerleri,
2016). Asagida verilmis olan esitlikte yer alan biyokiitle veriminin nasil saptandigi, Bolim
3.6.1°de, kuru hiicre agirhiginda % lipit miktarinin nasil saptandigi ise Bolim 3.6.3°de

aciklanmustir.
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Lipit verimi (mg/L/giin) = Biyokiitle verimi (mg/L/giin) % kuru hiicre agirliginda % lipit
miktari (2)

3.6.3. Toplam lipit miktarinin saptanmasi

Toplam lipit miktarinin saptanmasi i¢in spektrofotometrik bir yontem olan siilfo-fosfo-
vanilin (SPV) yontemi kullanilmistir (Mishra ve digerleri, 2014). Standartlar icin, kanola
yagmn; 5 pg, 10 pg, 20 pg, 40 pg ve 80 pg konsantrasyonlart kullanilmustir. Igerisinde
belirtilen konsantrasyonlarda kanola yag1 bulunan cam tiiplerin icerisine 100 pL saf su ve 2
mL siilfiirik asit (%95-98) eklenmis ve tiipler 95°C'de 10 dk sicak su banyosunda
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra tiipler buz iizerinde 10 dk sogutulmus ve
sogutulan tiiplerin igerisine 5 mL fosforik asit/vanilin ¢ozeltisi eklendikten sonra tiipler
30°C'de 15 dk bekletilmistir. Bekleme siiresi sonunda tiiplerin icerisinden 1 mL &rnek
alinarak, spektrofotometre cihazinda (T60-PG INSTRUMENTS) ve 530 nm dalga boyunda
okuma yapilmistir. Kor i¢in igerisinde sadece 100 pL saf su olan cam tiipler kullanilmistir.
Analizler ti¢ tekrarli yapilmis ve her numune i¢in 530 nm’de okunan OD degerlerinin
ortalamasi alinmigtir. Ortalama OD degerinden, kor icin saptanan ortalama OD degeri
cikarildiktan sonra elde edilen OD degerleri ile bir standart egri grafigi ¢izilmistir (Resim

3.5b). Kanola yaginin 5, 10, 20, 40 ve 80 pg konsantrasyonlarindaki renk degisimleri Resim

3.5a’da verilmistir.

0.8+

b
0.6
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s
3 0.4-
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o y = 0,0086x - 0,0022
0.2+ R2=0,992
0.0
0 20 40 60 80
Kanola yadi pg

Resim 3.5. Kanola yaginin 5, 10, 20, 40 ve 80 pg konsantrasyonlarindaki renk degisimi (a)
ve standart egri grafigi (b)

Ornekler igin; 1 mL hiicre alinarak santrifiij edilmis ve iist faz atilmistir. Tiipte kalan hiicre
pelletinin iizerine 100 pL saf su eklenmis ve hiicreler cam tiiplere alinmistir. Bu asamadan

sonra kanola yagi i¢in uygulanan islemler, icerisinde hiicre bulunan cam tiipler i¢in de



32

uygulanmustir. Ornekler icin saptanan OD degerlerinden, kor icin saptanan ortalama OD
degeri ¢ikarilmis ve bulunan degerler standart egri grafiginden elde edilen esitlige konularak
1 mL hiicredeki pg lipit miktar1 saptanmistir. Elde edilen miktar asagidaki esitlik (3)

kullanilarak kuru hiicre agirhiginin %°’si olarak ifade edilmistir.

% Lipit miktar1 = 100 x lipit miktar1 (ug) / 1 mL hiicrenin kuru agirligi (ug) (3)

SPV yonteminin en 6nemli avantaji, 1 mL hiicredeki lipit miktarinin bile saptanabilmesidir.
Gravimetrik yontemde lipit miktarin saptanabilmesi i¢in yiiksek miktarda kuru alg
biyokiitlesine ihtiyag¢ vardir. Ayrica, SPV yontemi lipit molekiillerine oldukga spesifik olup;
proteinler ve karbonhidratlar ile reaksiyon vermemektedir (Byreddy, Gupta, Barrow ve Puri,
2016). Gravimetrik yontemde ise ¢ok hassas bir calisma yapilmadigi siirece lipit haricindeki
diger molekiillerin de ekstrakte edilmesi miimkiin olmakta ve tartim sirasinda bu
molekiillerin de agirliklar1 lipit molekiilleriyle birlikte tartilmaktadir. SPV ydnteminin
avantajlar1 ve gravimetrik yontemin bazi dezavantajlarindan dolay1, bu tez caligmasinda lipit

miktarinin tayin edilmesi i¢in SPV yonteminin kullanilmasi tercih edilmistir.

3.6.4. Notral lipit miktarinin saptanmasi

Hiicrelerde relatif notral lipit miktarinin saptanmasi i¢in; N— stres denemesinin ve optimal
besiyeri denemesinin sonlandirildigi giin her kiiltiirden {i¢ defa olmak tizere 1 mL hiicre
almarak —25°C’de muhafaza edilmistir. Analiz yapilacagi giin hiicreler oda sicaklifinda
cozdiiriildiikten sonra, 3500 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve st fazlar atilmistir. Tip
icerisinde kalan hiicre peleti iizerine 1 mL Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS) eklenmis
ve hiicreler PBS ile siispanse edilmistir. PBS ile siispanse edilmis olan hiicrelerin sayisi,
otomatik hiicre sayici cihaz (LUNA-I1-Logos Biosystems) kullanilarak belirlenmistir. Siyah
mikroplakanin her kuyusuna yaklasik 1 x 10° sayida hiicre eklenmistir. Siyah mikroplakanin
kuyularma hiicre ile birlikte toplam 145 uL PBS ¢ozeltisi, 50 pL Dimetil Siilfoksit (DMSO)
ve 5 uL Nile Red stok soliisyonu (40 pg/mL aseton nile red ¢ozeltisi) eklenmistir (Chen,
Zhang, Song, Sommerfeld ve Hu, 2009). Kor i¢in mikroplaka kuyularina 145 pL PBS, 50
uL DMSO ve 5 uL Nile Red (Sigma, 72485) boyasi eklenmistir. Hazirlanan mikroplaka 15
dk 40°C'de bekletilmistir. inkiibasyondan sonra spektroflorometre cihazinda (Gemini XPS-
Molecular Devices) eksitasyon: 520, emisyon: 580 nm'ye ayarlanarak okuma yapilmistir.

Ornek okumalarindan elde edilen RFU degerlerinden, kor igin elde edilen RFU degerleri



33

¢ikarilmigtir. Spektroflorometrik okumalar Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji

Boliimiinde gergeklestirilmistir.

3.6.5. Yiiksek performansh ince tabaka kromatografisi teknigi ile TAG bantlarinin
goriintiilenmesi

TAG bantlarinin, yiiksek performansli ince tabaka kromatografisi (HPTLC)’nde
goriintiilenmesi i¢in ilk olarak TAG lipit ekstraksiyonu yapilmistir. Toz haline getirilmis
kuru biyokiitleden, 2 mg tartilarak polipropilen tiiplere aktarilmis ve tiiplerin igerisine %0,01
butilhidroksitoluen (BHT) bulunan 250 pL hekzan: isopropanol (3:2, v/v) karisimi
eklenmistir (Hara ve Radin, 1978). 15 dk boyunca TAG lipit ekstraksiyonu yapildiktan
sonra, 5000 rpm’de 1 dk santrifiij edilen tiiplerin iist fazlar1 bagka tiipe aktarilmis tir. Tiip
icerisinde kalan biyokiitleden, iki defa daha ekstraksiyon yapilarak toplam {i¢ defa
ekstraksiyon yapilmistir. Elde edilen ekstrakt, azot altinda ug¢urma cihaz1 (KD200,
ALLSHENG) kullanilarak tamamen ugurulduktan sonra kloroformda ¢6zdiiriilmiistiir. TAG
lipit ekstraktlart HPTLC tabakaya (Merck, 113748) 5 uL yiiklenmis ve HPTLC tanki
icerisinde hekzan: dietileter: asetik asit (70:30:1, v/v/v) karisimi igerisinde yaklasik 10—15
dk yiritilmistir. Yiritilen HPTLC tabaka, 100 mL CuSO4-5H20 (%10, w/v) ve fosforik
asit (%8, v/v) karisimi igerisinde 10 sn bekletilmis ve boyanan tabaka etiivde 180°C’de 7 dk
bekletildikten sonra, TAG bantlarinin goriinlir hale gelmesi saglanmistir (Hildebrandt,

Bickmeyer ve Kiihnlein, 2011).

3.6.6. TAG miktariin saptanmasi

TAG miktarimi belirlemek icin, HPTLC ve SPV tekniklerini igeren yeni bir yontem
uygulanmigtir. Tk asamada, 5 uL nétral lipit ekstraktt HPTLC ile ayrilmis ve daha sonra
plaka iyot buhari ile boyanmistir. Triolein ile ayn1 hizada olan bantlar TAG bantlar1 oldugu
icin, boyama isleminden hemen sonra bu bantlar kursun kalemle isaretlenmis ve iyot

tamamen ugtuktan sonra isaretli kisimlar tabakadan kazinarak alinmstir.

Alman fraksiyonlar polipropilen tiiplere aktarilmistir. Polipropilen tiiplerin igerisine 250 puL
toliien eklenmis ve tiipler 2500 rpm’de 2 dk santrifiij edildikten sonra toliien faz1 baska bir
cam tiipe aktarilmis ve azot altinda ugurulmustur. Ikinci asamada, Boliim 3.6.3’de anlatildig1

gibi SPV yontemi kullanilmistir.
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Sekil 3.1. Triolein standart egri grafigi

Absorbans okumalar1 530 nm'de yapilmis ve ekstrakt icindeki TAG igerigi, farkl
konsantrasyonlarda triolein i¢eren standart bir egri grafiginden elde edilen esitlik yardimiyla
hesaplanmistir (Sekil 3.1). Bulunan TAG igerigi kuru hiicre agirliginin yiizdesi olarak ifade

edilmistir.

3.6.7. Klorofil, protein ve nisasta miktarinin saptanmasi

Bu analizler, tiim izolatlar arasindan biyodizel {iretim potansiyeli yiiksek olan C. vulgaris
KP2 ve A. protothecoides KP7 suslari igin yapilmistir. C. vulgaris KP2 susu i¢in pH 8 N+,
pH 8 N—, pH 9 N+ ve pH 9 N— kosullarinda kiiltiirii alinmig hiicrelerde, A.protothecoides
KP7 susu i¢in pH 6 N+, pH 6 N—, pH 10 N+ ve pH 10 N— kosullarinda kiiltiire alinmis

hiicrelerde klorofil, protein ve nigasta miktarlar1 saptanmustir.

Klorofil miktarinin saptanmasi

Klorofil miktarinin saptanmasi i¢in, 1 mL hiicre kiiltiirii 3500 rpm’de 5 dk santrifiijle
coktiiriildiikten sonra {ist faz atilmis ve hiicre pelleti iistiine aseton (%80, v/v) eklenmistir.
Aseton eklenmis tiipler buz igerisine yerlestirildikten sonra ultrasonik homojenizasyon
cihazi kullanilarak (Bandelin Sonopuls-HD 2070), %5 x 10 dongii/%100 gii¢ ayarinda 10 dk
boyunca sonikasyon yapilmistir. Sonikasyondan sonra 6rnekler santrifiij edilmis ve iist faz
alimarak spektrofotometre cihazinda 663 nm ve 646 nm dalga boylarinda absorbans
Olgiilmiistiir. Elde edilen OD degerleri asagida verilen, Lichtethaler ve Alan (1983)

tarafindan rapor edilmis olan esitliklere (4), (5) konularak toplam klorofil miktar: (klorofil a
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+ klorofil b) saptanmistir. Saptanan deger, 1 mL hiicre kiiltlir ekstraktinda bulunan pg

klorofil miktarini ifade etmektedir.

Klorofil-a= 12,21A¢63 - 2,81 Acss (4)
Klorofil-b= 20713A646 - 5503A663 (5)

Protein miktarinin saptanmasi

Protein miktarinin saptanmasi i¢in, ilk asamada protein ekstraksiyonu yapilmistir. Protein
ekstraksiyonu, Slocombe, Ross, Thomas, McNeill ve Stanley (2013) tarafindan rapor
edilmis olan metot kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu metot dogrultusunda; tiip igerisinde
bulunan 2 mg kuru biyokiitle {izerine, 0,2 mL %24 Trikloroasetik Asit (TCA) eklenmis ve
tiipler 95°C’de 15 dk bekletilmistir. Inkiibasyondan sonra tiipler igerisine 0,6 mL saf su
eklenmis ve tiipler 4°C’de 13.000 rpm’de 25 dk santrifiij edilmistir. Santrifiijden alinan
orneklerde iist faz atildiktan sonra tiip icerisinden kalan kiitlenin lizerine 0,5 mL Lowry-D
cozeltisi eklenmistir. Lowry-D ¢6zeltisi eklenmis tiipler 55°C’de 2 saat alkali inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyondan sonra tiipler 13.000 rpm’de 25 dk oda sicakliginda santrifiij

edildikten sonra iist faz alinmistir. Alinan iist fazlar protein miktarinin saptanmasi igin

—25°C’de muhafaza edilmistir.

0.5 b
0.4 )
E 03
o
o
©
8 0.2 y = 0,0097x + 0,0138
R?=0.983
0.1
0.0
0 10 20 30 40 50

Sigir serum albiimin (BSA) pg

Resim 3.6. Sigir serum albiimin (BSA)’in 2,5, 5, 10, 20, 40 ug konsantrasyonlarindaki renk
degisimi (a) ve standart egri grafigi (b)

Protein miktar1, Price (1965) tarafindan modifiye edilmis Lowry yontemi kullanilarak
saptanmistir. 50 puL protein ekstakti tizerine 950 pLL Lowry-D ¢ozeltisi eklenmis ve tiipler
10 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra tiipler igerisine 0,1 mL Folin-

Ciocalteu fenol cozeltisi eklenmistir. Tiipler 30 dk bekletildikten sonra 600 nm’de
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spektrofotometre cihazinda absorbans 6l¢timii yapilmistir. Protein standart ¢dzeltisi olarak
sigir serum albiimin (BSA)’in farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri kullanilmigtir (Resim

3.6b). Protein miktari, kuru hiicre agirliginin yiizdesi olarak ifade edilmistir.

Nisasta miktarinin saptanmast

Nisasta miktarinin saptanmasi i¢in, Branyikova ve digerleri (2011) tarafindan rapor edilmis
olan yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Bu yontemde ilk olarak; 2 mg kuru 6rnek
polipropilen tiiplere alinmis ve tiipler icerisine 1,8 mL etanol (%80, v/v) eklendikten sonra,
ornekler 68°C’de 15 dk bekletilmistir. Beklemeden sonra 6rneklerin iist fazlar1 atilmigtir. Bu
islem toplam 3 kez yapilarak klorofilin tamamen uzaklastirilmasi saglanmistir. Daha sonra,
tiipte kalan ornek iizerine perklorik asitten (%30, v/v) 1,8 mL eklenmis ve tiipler 15 dk
boyunca karistinlmigtir. 15 dk karistirilan tiipler santrifiij edildikten sonra iist fazlar
almmugtir. Bu islem de toplam 3 kez yapilmistir. Ekstraksiyon sonucu elde edilen toplam
ekstraktan 0,5 mL alinarak baska tiipe aktarilmis ve bu tiiplere 2,5 mL antron ¢ozeltisi
eklenerek ornekler 100°C’de 8 dk bekletilmistir.

o
o

OD 625nm

y = 0,0109x + 0,0209
R?=0.996

e
K

0 20 40 60 80
b Glikoz pg

Resim 3.7. Glikozun 2,5, 5, 10, 20, 40 ve 80 pug konsantrasyonlarindaki renk degisimi (a) ve
standart egri grafigi (b)

Bu iglemden sonra, tiipler oda sicakligina gelene kadar bekletilmis ve her tiipten 1 mL s1vi
almarak, spektrofotometre cihazinda 625 nm’de absorbans ol¢iimii yapilmistir. Standart
madde olarak glikozun 2,5 pg ile 80 pg arasinda degisen konsantrasyonlart kullanilmistir

(Resim 3.7b). Nisasta miktar1 kuru hiicre agirliginin yiizdesi olarak ifade edilmistir.
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3.7. Gen Ekspresyon Analizleri

3.7.1. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Gen ekspresyon ¢alismasi sadece N— ve alkali pH kombine stresinde TAG igerigi en yliksek
olan A. protothecoides KP7 susu i¢in yapilmistir. Bu susun; pH 6 N+, pH 6 N—, pH 10 N+
ve pH 10 N— kosullarinda 7 giin kiiltlire alinan hiicreleri kullanilarak, TAG biyosenteziyle

iligkili olabilecek bazi genlerin mRNA ekspresyon seviyeleri saptanmustir.

RNA izolasyonu i¢in; pH 6 N+, pH 6 N—, pH 10 N+ ve pH 10 N— kosullarinda 7 giin kiiltiire
alman hiicreler toplandiktan sonra sivi azotla dondurulmus ve parcalanmistir. Pargalanan
orneklerin ilizerine trizol ¢ozeltisi (15596026-Invitrogen) eklenmis ve lretici firmanin
onerdigi yontem kullanilarak RNA izolasyonu yapilmustir. izole edilen RNA’nin kalitesi ve
miktar1 Erciyes Universitesi Genom ve Kok hiicre Merkezinde bulunan nanodrop cihazi
(BioSpec-nano-Shimadzu) kullanilarak &l¢iilmiistiir. Olgiim sonucunda OD 260/280 orani
2.0’a yakin olan 6rnekler cDNA sentezi i¢in se¢ilmistir. cDNA sentezi i¢in 1000 ng RNA
kullanilmis ve sentez RevertAid First Strand cDNA sentez kiti (Thermo)’nin 6nerdigi metot

kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.7.2. Primer dizayni

Calismada; PEPC, PDC-E1, PDC-E2, GPDH, DGAT1, ME, ACC, GPAT3, MExioroplastik V€&
PDK olmak iizere toplam 10 hedef gen ile birlikte referans gen olarak se¢ilmis olan Aktin
geni i¢in primer dizayn yapilmistir. Tim primerler NCBI gen bankasinda Auxenochlorella
protothecoides tiirii i¢in mevcut olan mRNA sekanslarindan, NCBI Primer-BLAST
programi kullanilarak dizayn edilmistir. Dizayn edilen primerler ve sekanslar1 Cizelge

3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Real-Time PCR igin dizayn edilen primerler, gen bdolgeleri, beklenen {iriin
bliytikliikleri ve NCBI referans sekanslari

Beklenen iiriin

NCBI referans

Gen bdlgesi Primer sekansi (5'— 3) biiytikliigii (bp) sekansi
Asetil-CoA karboksilaz (ACC) E:: ?%gggggggf&%%?? 98 XM_011400985.1
NADP-bagimli malik enzim (ME) E:: E%%?ggﬁ?gI%g?gé??g EAC\ 85 XM_011400389.1
OISy FORCTEOTOTTOMCHIAT e oo
e STIE  FOACOACITICOMIIOON  w e ouunar:
pirtvat ehictogenaz kinaz (PDK) ¥/ CTGTATGCGCGGTACTTTGE 50y 011010151
Gliserol-3-fosfat dehidrogenaz -

ooy IR T ToAOCCOATMCNCAT 1y s omont

3.7.3. Real Time PCR ve sonug¢larin analizi

Real-Time PCR i¢in reaksiyon basina; 2 pL. cDNA, 0,75 pL ileri ve geri primer (5 pmol),
10 uL Sybr Green master mix’i (4309155-Applied Biosystems) ve 7,25 uL ultra saf su
kullanilmistir. Real-Time PCR cihazinda (QuantStudio 5-Applied Biosystems) sicaklik
dongiileri; 94°C’de 10 dk 6n denatiirasyon (1 dongii), 94°C’de 15 s denatiirasyon/59°C’de
1 dk baglanma (40 dongii) ve erime egri analizi (60°C—94°C, +1°C/s) olacak sekilde
ayarlanmistir (Sekil 3.2). Referans gen olarak aktin geni, kontrol grubu olarak pH 6 N+

2*AACT

kosulu kullanilmistir. Genlerin mRNA ekspresyon seviyeleri asagidaki esitlikler

(14—17) yardimiyla hesaplanmistir (Rao, Huang, Zhou ve Lin, 2013).

* Kontrol ACT = Kontrol CT (hedef gen) — Kontrol CT (referans gen) (14)
* Ornek ACT = Ornek CT (hedef gen) — Ornek CT (referans gen) (15)

* AACT = (Ornek ACT) ort. — (Kontrol ACT) ort. (16)

« Hedef genin mRNA miktar1 = 2724€T (17)



39

a Amplification Plot

4251
4001
375
3501
325
3.00
275
250
2251
200
175
1.50 |

ARn

125
1.00
075
050
0251
0.00
025+

x =
Cyde

b Melt Curve Plot

2000000
230000.0
180000.0

<
€
&
-
g 1300000
&
&

~200000

850 700 750 800 850 900 050
{°Q)

Sekil 3.2. Aktin geni i¢in Real-Time PCR sonucunda olusan DNA’nin amplifikasyon grafigi
(a) ile erime egrisi (b)

3.8. Yag Asidi Metil Ester Analizleri

3.8.1. Toplam lipit ekstraksiyonu

YAME analizleri i¢in 6ncelikli olarak toplam lipit ekstraksiyonu yapilmistir. Toplam lipit
ekstraksiyonu, Bligh ve Dyer (1959)’mn gelistirdigi, Lu ve digerleri (2012) tarafindan
modifiye edilen yontem kullanilarak gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon i¢in, kuru ve
parcalanmis mikroalg Ornekleri cam tiiplere alindiktan sonra, tiipler igerisine
metanol:kloroform (2:1, v/v) karistmi eklenmis ve 1 saat boyunca lipit ekstraksiyonu
yapilmistir. Daha sonra, faz ayrimi i¢in cam tiiplerin igerisine saf su eklenmis ve karigtirilan
tiipler 2500 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra lipit molekiillerin oldugu
organik faz cam pipetle ¢ekilmis ve bagka bir cam tiipe aktarilmistir (Resim 3.8a). Kalan
biyokiitleden iki defa daha ekstraksiyon yapilarak toplam ii¢ kez ekstraksiyon yapilmistir.
Tek tiipte birlestirilen lipit ekstraktlar1 azot altinda ugurulduktan sonra toliiende

¢Ozdirilmiistiir.
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3.8.2. Yag asidi metil esterleri’nin hazirlanmasi

Toliiende ¢ozdiiriilen lipit ekstraktlar lizerine, igerisinde %2,5 oraninda siilfiirik asit bulunan
metanolden 1,5 mL eklenmis ve cam tiipler 50°C’de yaklasik 24 saat inkiibasyona
birakilmistir (Msanne ve digerleri, 2012). Inkiibasyondan alian 6rneklerin iizerine 0,5 mL
su ve 0,7 mL hekzan eklenmistir. Karistirilan tiipler 2500 rpm’de 1 dk santrifiij edildikten
sonra, hekzan fazi ¢ekilerek baska tiipe aktarilmistir (Resim 3.8b).

Toplam lipit
(kloroform)

Resim 3.8. Toplam lipit ekstraksiyonu (a), transesterefikasyon sonrast YAME’nin
ayristirtlmasi (b) ve hekzan igerisinde elde edilen YAME (c)

Bu asamadan sonra transesterifikasyonun gerceklesip gergeklesmedigi kontrol edilmistir
(Resim 3.9). Transesterifikasyonun basarili bir sekilde ger¢ceklesmesi durumunda, YAME
bantlarinin HPTLC tabakada trioleinden daha yukarida olmasi beklenmektedir. Bu
kontrolden sonra YAME numuneleri, yag asidi analizlerinin yapilmasi i¢in Diizen Norwest

firmasina gonderilmistir.

N g
Triolein —P- - Ml

Resim 3.9. Yag asidi metil ester bantlarinin HPTLC’de goriintiilenmesi
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3.9. YAME Profiline Gére Biyodizel Kalite Ozelliklerinin Belirlenmesi

Biyodizel kalite parametrelerinin belirlenmesi i¢in yapilacak analizlerde yiiksek miktarda
biyodizele ihtiyag duyulmasindan ve bu miktarda biyodizel {iretiminin laboratuvar
kosullarinda ¢ok uzun ve zorlu bir siire¢ olmasindan dolay1, bir¢ok arastirict biyodizel kalite
ozelliklerini c¢esitli esitlikler yardimiyla hesaplamislardir (Song, Pei, Hu ve Ma, 2013;
Selvarajan ve digerleri, 2015). Bu esitlikler yardimiyla elde edilen biyodizelin kalitesi,
YAME profiline gére tahmini olarak ortaya konabilmektedir. Bu calismada; kinematik
viskozite, yogunluk, bulutlanma noktasi, setan sayisi, iyot degeri, list 1s1l deger ve
oksidasyon kararliligr degerleri, Hoekman ve digerleri (2012) tarafindan gelistirilmis
asagidaki esitlikler (7—12) ile Park ve digerleri (2008), tarafindan gelistirilmis esitlik (13)

kullanilarak hesaplanmustir.

ADU (ortalama doymamis yag asidi derecesi) =) M x Yi (6)
M, karbon-karbon ¢ift bag sayisini, Yi, her yag asidi i¢in agirlik kismini ifade etmektedir.

Kinematik viskozite = —0,6313x + 5,2065 (7)
Yogunluk = 0,0055x + 0,8726 (8)
Bulutlanma noktasi = —13,356x + 19,994 (9)
Setan sayis1 = —6,6684x + 62,876 (10)

Iyot degeri = 74,373x + 12,71 (11)

Ust 1s1l deger (HHV) = 1,7601x + 38,534 (12)

7’den 12’ye kadar olan esitliklerde “x” yerine ADU sayis1 yazilarak kalite ozellikleri

hesaplanmustir.

Oksidasyon kararliligi = 117,9295 /X + 2,5905 (0 < 100) (13)

Bu formiilde “X” linoleik (C18:2) ve linolenik (C18:3) yag asitlerinin toplam yiizdesini ifade

etmektedir.
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3.10. istatistik Analizler

Tiim istatistik analizler GraphPad programi (v8.0) kullanilarak gerceklestirilmistir. HPTLC
analizleri hari¢ tlim analizler {i¢ tekrarli olacak sekilde yapilmis ve elde edilen veriler
ortalama ve standart sapmalariyla birlikte verilmistir. N+ ve N— kosullarina tabi tutulan 30
mikroalg izolatinda; % lipit miktari, biyokiitle verimi, lipit verimi ve relatif notral lipit
miktar1 bakimindan istatistiksel farklilik “unpaired two-tailed t-tests” yontemi kullanilarak
saptanmustir. A. protothecoides KP7 ve C. vulgaris KP2 suslarinin; N+, N—, alkali pH ve
alkali pH/N— kombine stresine maruz birakilan hiicrelerinde; % lipit miktari, biyokiitle
verimi, lipit verimi, relatif notral lipit miktari, yag asidi miktari, nisasta, protein ve klorofil
miktarlar1 bakimindan istatistiksel farklilik “two-way ANOVA” yontemi kullanilarak
belirlenmistir. N— kosullarinda farkli pH’lar arasinda TAG iiretimi bakimindan istatistiksel
farklilik “one-way “ANOVA yontemi kullanilarak saptanmistir. Ayrica, gen ekspresyon
calismasinda, kontrol grubu ile diger gruplar arasinda ilgili genlerin ekspresyon
diizeylerindeki istatiksel farklilik “two-way ANOVA” yontemi kullanilarak ortaya

konmustur.
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4.1. Mikroalg Izolatlar1 ve Izolasyon Kaynaklar
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Bu calismada ¢esitli su ortamlarindan izole edilmis ve besiyerinde iyi iireme gdsteren toplam

30 mikroalg izolat1 kullanilmistir. Buna gore; Aksaray ilinin Kogpinar Koyii’nde bulunan

bir kaynak suyundan 10, Nevsehir’in Avanos il¢esinde bulunan Kizilirmak Nehir’inden 8,

Tuz Goliinden 5, Nevsehir’in Giilsehir ilgesinde yer alan Kizilirmak Nehir’inden 2,

Adiyaman’da bulunan Goélbagi Goliinden 1, Mugla’da yer alan Saklikent Kanyon-Karacay

Nehir’i 1, Konya’da bulunan Cihanbeyli Goli'nden 1, Konya’da yer alan Beysehir

Goli'nden 1 ve Antalya’da bulunan Besgdz Nehir’inden izole edilen 1 mikroalg izolati

calismaya dahil edilmistir (Cizelge 4.1). En fazla mikroalg izolasyonu Kog¢pinar kaynak
suyundan (10) ve Kizilirmak Nehri-Avanos’tan (8) elde edilmistir (Sekil 4.1).

Cizelge 4.1. 30 mikroalg izolatinin izole edildikleri su kaynaklar1 ve kiiltiire alindiklar1

besiyeri ortamlari

Izolat kodlart Lokasyon Cografik pozisyon Kiiltiir ortam1
KP2 Kogpinar kaynak suyu-Aksaray 38°13'09.5"N 34°11'31.4"E BG11
KP3 Kogpmar kaynak suyu-Aksaray 38°13'09.5"N 34°11'31.4"E BG11
KP5/1 Kogpinar kaynak suyu-Aksaray 38°13'09.5"N 34°11'31.4"E BG11
KP5/2 Kogpimar kaynak suyu-Aksaray 38°13'09.5"N 34°11'31.4"E BG11
KPX1 Kogpmar kaynak suyu-Aksaray 38°13'09.5"N 34°11'31.4"E BG11
KPX3 Kogpinar kaynak suyu-Aksaray 38°13'09.5"N 34°11'31.4"E BG11
KPX4 Kogpinar kaynak suyu-Aksaray 38°13'09.5"N 34°11'31.4"E BG11
KPX5 Kogpar kaynak suyu-Aksaray 38°13'09.5"N 34°11'31.4"E BG11
KPX6 Kogpmar kaynak suyu-Aksaray 38°13'09.5"N 34°11'31.4"E BG11
KP7 Kogpmar kaynak suyu-Aksaray 38°13'09.5"N 34°11'31.4"E TAP*
M12 Kogpinar kaynak suyu-Aksaray 37°47'55.2"N 37°38'47.3"E BG11
S1 Saklikent Kanyon-Karagay Nehri-Mugla 36°28'25.0"N 29°24'06.6"E BG11
M16 Cihanbeyli Goli-Konya 38°38'34.7"N 32°55'07.3"E BG11
B1 Besgoz Nehri-Antalya 36°52'09.8"N 30°58"24.2"E BG11
M19 Beysehir Goli-Konya 37°48'38.8"N 31°3124 4"E BG11
Gl Kizilirmak Nehri-Giilsehir 38°44'57.0"N 34°39'09.2"E BG11
G2 Kizilirmak Nehri-Giilsehir 38°43'06.3"N 34°49'52.4"E BG11
EA7 Kizilirmak Nehri-Avanos 38°43'06.3"N 34°49'52 4"E BG11
EA13 Kizilirmak Nehri-Avanos 38°43'06.3"N 34°49'52.4"E BG11
EA21 Kizilirmak Nehri-Avanos 38°43'06.3"N 34°49'52 4"E BG11
M11 Kizilirmak Nehri-Avanos 38°43'06.3"N 34°49'52 4"E BG11
EA20 Kizilirmak Nehri-Avanos 38°43'06.3"N 34°49'52.4"E BG11
EA22 Kizilirmak Nehri-Avanos 38°43'06.3"N 34°49'52.4"E BG11
EA15 Kizilirmak Nehri-Avanos 38°43'06.3"N 34°49'52 4"E BG11
EA25 Kizilirmak Nehri-Avanos 38°43'06.3"N 34°49'52 4"E BG11
EA1 Tuz Goli-Aksaray 38°47'31.0"N 33°20'57.3"E MIM**
TG1 Tuz Goli-Aksaray 38°47'31.0"N 33°20'57.3"E MIM
TG4 Tuz Golii-Aksaray 38°47'31.0"N 33°20'57.3"E MIM
TG5 Tuz Golii-Aksaray 38°47'31.0"N 33°20'57.3"E MIM
TG6 Tuz Golii-Aksaray 38°47'31.0"N 33°20'57.3"E MIM

*: Tris-Asetat-Fosfat, **: Modifiye edilmis Johnson besiyeri
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Kogpinar kaynak suyu (10)
Tuz Géla (5)

Golbasi Golu (1)

Besgdz Nehri (1)

Beysehir Golu (1)
Cihanbeyli Golu (1)
Kizilirmak Nehri-Avanos (8)
Kizilirmak Nehri-Gulsehir (2)
Saklikent Kanyon (1)

Toplam: 30

Sekil 4.1. Mikroalglerin izole edildikleri su ortamlar1 ve izolat sayilar

4.2. Lipit Verimi ve TAG I¢erigi Bakimindan On Secilim

Tiim izolatlarin biyodizel {iretim potansiyelleri bakimindan 6n se¢ilimi i¢in, izolatlarin N+
ve N— kosullarinda; %lipit miktarlari, biyokiitle verimleri, lipit verimleri ve bagil floresan
birimi (RFU) degerleri saptanmistir (Cizelge 4.2). Her izolat i¢in elde edilen bagil floresan
birimi (RFU) degeri, o izolatin bagil nétral lipit igerigini temsil etmektedir. Elde edilen
sonuglara gore; 30 mikroalg izolatinin N— kosullar1 altinda lipit miktarlarinin %6,84 ile
31,96 arasinda degistigi, N+ kosullarinda ise %3,44 ile 10,86 arasinda degiskenlik gdsterdigi
belirlenmistir. En yiiksek lipit igerigi, N- stresi altinda KPX3 (%31,96), KPX1 (%30,68) ve
KP2 (%28,56) kodlu izolatlarda saptanmistir. KPX3 ve KPX1 kodlu izolatlarin lipit
icerikleri yliksek olmasina ragmen, yaklagik 1 mg/L/giin lipit verimleri ile diger izolatlara
gore oldukea diistik lipit verimine sahip olduklar1 belirlenmistir. N— kosullar1 altinda lipit
verimleri tiim izolatlar i¢in 0,085 ile 7,98 mg/L/glin arasinda degisirken, N+ kosullarinda
0,082 ile 2,60 mg/L/giin arasinda degisiklik gostermistir. En yiiksek lipit verimine sahip
izolatlarmm KP7 (7,983 mg/L/giin) ve KP2 (4,56 mg/L/giin) kodlu izolatlar oldugu
saptanmistir. Ayni1 zamanda, KP7 ve KP2 kodlu izolatlarin, 368,01 ve 138,43 RFU degerleri
ile tiim izolatlar arasinda en yiiksek notral lipit icerigine sahip olduklar: belirlenmistir. RFU
degerleri N— kosullar1 altinda tiim izolatlar i¢in 0,57 ile 368,01 arasinda degisirken, N+
kosullarinda bu degerler 0,19 ile 43,43 arasinda degiskenlik gosterdigi bulunmustur.

Lipit verimi ve bagil notral lipit icerigi bakimindan elde edilen 6n tarama sonuglari; N—
stresinin, ¢alismada kullanilan mikroalg izolatlarinin ¢ogunda lipit verimini ve bagil nétral

lipit igerigini onemli dlctlide arttirdigini gostermistir.
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Cizelge 4.2. Mikroalg izolatlar1 ve Chlamydomonas reinhardtii cw15 referans susunun azot
yeterli (N+) ve azot yoklugu (N-) kosullarinda elde edilen lipit igerikleri,
biyokiitle verimleri, lipit verimleri ve bagil floresan birimi (RFU) degerleri

; - Lipit ierigi Biyokiitle verimi Lipit verimi Bagil floresan birimi
Izolatlar/Kiltiir kosullan (% kuru hiicre agirhigr) (mg/L/giin) (mg/L/giin) (RFU)
Tatl su izolatlar

KP2 N+ 8,91 +£0,48 29,32 + 1,57 2,60 +0,14 9,16 £ 0,72
KP2 N— 28,56 + 1,16% 16,00 + 0,80° 4,56 £ 0,332 138,43 + 1,192
KP3 N+ 5,38 +0,86 27,00 £ 4,40 1,53 +0,10 1,89+0,12
KP3 N— 17,73 £ 1,112 19,00 + 1,002 347+0,15° 2,15+ 1,588
KP5/1 N+ 445+0,51 22,00+ 1,30 0,983 £0,10 1,90 +1,03
KP5/1 N— 21,61 +1,30% 8,00 £ 1,40? 1,550+ 0,122 0,57 +0,37¢
KP5/2 N+ 4,53 +£0,80 19,00 + 2,10 0,750 £ 0,13 43,434 +£2,00
KP5/2 N— 13,10 + 1,56% 11,00 +2,00% 1,350 £0,17¢ 59,522 + 3,828
KPX1 N+ 6,61 +1.24 13,00 £ 0,50 0,848 £0,17 5,56+ 0,84
KPX1 N— 30,68 +2,14% 3,00 + 1,602 1,036 +0,15° 40,78 + 1,85°
KPX3 N+ 10,86 £ 0,81 19,00 £2.,10 2,080 +£0,12 9,02+ 1,86
KPX3 N— 31,96 + 3,66 4,00 + 1,002 1,027 £ 0,252 106,95 + 8,80°
KPX4 N+ 410+ 1,11 20,00 + 1,40 0,858 £0,24 8,18+0,70
KPX4 N— 20,96 + 1,442 11,00 +1,30? 2,325 +0,322 74,66 + 9,412
KPX5 N+ 10,02 + 1,69 11,00 + 0,80 1,075+ 0,16 5,04+1,36
KPX5 N— 25,73 £2.922 6,00 + 1,202 1,360 + 0,17¢ 35,34 + 5,98
KPX6 N+ 10,23 £1,27 19,00 + 1,90 1,773 £ 0,17 481 +0,41
KPX6 N—- 16,56 +2,09° 10,00 + 1,70° 1,980 +0,12° 13,64 +4,08°
KP7 N+ 6,83+ 0,38 59,00 + 3,20 4,033 +0,216 102,98 +10,30
KP7 N— 24,15+ 1,707 33,00 + 3,507 7,983 £0,564% 368,01 £37.472
M12 N+ 4.65+0,74 22,00 £ 2,00 0,983 + 0,240 10,88 £2.43
MI2 N— 15,48 +1,19% 13,00 = 0,052 2,135 +0,250% 10,98 +1,16°
S1 N+ 6,58 + 1,04 27,00 + 0,80 1,807 + 0,303 1,86 + 0,08
S1N- 13,15 +0,78° 24,00 + 1,50 3,353 +0,127° 8,94 + 0,06
EA7 N+ 430+0,26 26,00 £2,10 1,132+0,119 10,52 £2.08
EA7 N— 15,66 +0,86% 21,00 +2,30° 3,560 + 0,036% 27,67 £ 4,32
EA13 N+ 4,50+ 0,23 26,00 + 2,00 1,078 £ 0,143 471 £0,84
EA13N— 11,84 £1,25% 15,00 +£2.30? 1,742 + 0,080? 6,53 +0,76°
M16 N+ 3,73+0,41 24,00 + 1,30 0,885 + 0,083 6,52+ 0,31
M16 N— 14,43 £ 1,472 13,00 = 0,90? 1,945 +0,134? 9,28 + 1,68°
G2 N+ 344+043 28,00 + 1,50 0,850 + 0,147 9,74 + 0,90
G2 N—- 10,70 0,572 19,00 + 1,00? 2,038 +0,1682 23,39+ 0,592
EA21 N+ 5,04+ 1,34 12,00 £2.20 0,583 +0,171 1,50 + 0,06
EA21 N— 13,19+ 1,242 14,00 + 1,60¢ 1,893 £0,236% 5,66 +0,15°
M11 N+ 4,88 £0,82 27,00 +£2.10 1,348 £ 0,258 1,73 £ 0,61
MI11 N- 14,35+ 0,942 15,00 +0,80? 2,155+0,1012 6,32 +2,15¢
M19 N+ 5,97 +£0,48 20,00 + 2,00 1,180 +0,123 423+£0,12
MI19 N— 16,06 + 1,132 16,00 + 1,50° 2,485 +0,1012 10,24 + 1,50¢
B1 N+ 536+0,73 19,00 + 1,25 1,002 +£0,148 1,61+0.22
B1 N- 17,03 £ 0,922 10,00 + 1,00* 2,553 £0,254° 10,05 £ 1,032
EA20 N+ 3,60+1,18 12,00 + 1,40 0,413 +£0,101 0,61+0,57
EA20 N— 18,60 + 1,532 7,00 +2,50°¢ 1,610 £0,115° 5,66 + 2,84¢
EA22 N+ 4,33 +0,60 36,00 + 1,70 1,323 +£0,229 1,94+0,18
EA22 N— 17,57 £ 1,052 15,00 +0,50? 2,673 £0,220* 19,30 + 3,402
G1 N+ 3,82+1,28 13,00 + 1,85 0,515+£0,234 1,85+ 0,30
GI N—- 6,84 £ 0,76° 9,00 + 2,70¢ 0,580 +0,145° 594 +1,57°
EAL15 N+ 4,58 £0,50 33,00 + 1,20 1,498 £0,113 6,42 +1,28
EA15 N— 15,94 + 1,242 15,00 +0,80? 2,252 +0,166* 8,26+ 1,81°
EA 25 N+ 4,78 £0,32 30,00 + 1,80 1,440 +£0,131 11,48 £1,85
EA 25 N— 16,22 + 1,042 16,00 + 1,80% 2,597 £0,2082 11,76 £ 2,858
Tuzlu su izolatlar

EAL N+ 6,16+0,15 11,00 + 0,50 0,663 £ 0,04 6,94 + 1,88
EA1 N- 9,80+ 1,32° 5,00 £ 1,10 0,470 +0,11¢ 12,90 +2,09°
TG1 N+ 3,73+ 1,40 5,00+ 1,40 0,083 £ 0,06 0,19+ 0,09
TG1 N— 9,16 +1,40% 3,00 + 0,80° 0,196 + 0,05¢ 3,15+1,08°
TG4 N+ 5,86+ 0,87 10,00 = 1,30 0,515+0,07 3,06+0,72
TG4 N— 7,56 = 0,60° 8,00 £+ 0,80° 0,595 +0,12¢ 3,89+0,81°
TG5 N+ 4,01 £0,80 10,00+ 0,70 0,413 £0,08 1,22+0.,84
TGS5 N— 8,52 +1,292 1,00 + 0,802 0,085 + 0,06* 5,48 +0,37¢
TG6 N+ 5,27+0,56 12,00 + 0,60 0,610 £ 0,04 0,61+0,77
TG6 N— 13,10+ 0,617 2,00 +0,80% 0,610 + 0,06° 0,87 + 0.,40°
Referans sus

cwl5 N+ 9,85+0,43 82,00+ 1,30 8,070 £ 0,34 9,59+ 1,89
cwl5 N— 21,051,118 22.00 £ 1,002 4,602 £0,28° 82,05+ 12.56%

a: P <0.0001, b: P <0.0002, c: P <0.0021, d: P <0.0332, e: 6nemli 6l¢iide fark yok
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Bununla birlikte, 25 tatli su mikroalg izolat1 ile kiyaslandiginda, tuz géliinden izole edilen 5
izolatin oldukea diisiik lipit verimi ve lipit icerigine sahip oldugu saptanmustir. On ¢alisma
sonuglarina dayanarak; 30 mikroalg izolat1 arasindan bagil nétral lipit icerigi ve/veya lipit

verimi en yiiksek olan KP2, KPX4, KP7, EA7, EA22, EA25, B1, S1 ve M19 kodlu toplam

9 izolat secilmis ve bu izolatlar DNA diizeyinde tanimlanmuistir.

4.3. izolatlarin Mikroskobik ve Molekiiler Tanimlama Sonuclari

4.3.1. Mikroskobik tanimlama

30 mikroalg izolat1 arasindan secilen KP2, KPX4, KP7, EA7, EA22, EA2S, B1, S1 ve M19
kodlu 9 izolat, 151tk mikroskobu altinda hiicre morfolojisine gore tanimlanmigtir.
Mikroskobik analizler sonucunda mikroalg izolatlari; kloroplast sekillerine, hiicre
sekillerine, kamg¢1 bulundurup bulundurmamalarina gibi morfolojik farkliliklara gore cins
diizeyinde tanimlanmistir. Buna goére; KP2, KPX4 kodlu izolatlarin Chlorella cinsine, S1,
EA7 ve EA22 kodlu izolatlarin Scenedesmus cinsine, EA25 ve M19 izolatlarin ise

Ankistrodesmus cinsine ait olduklar1 teshis edilmistir (Resim 4.1).
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Resim 4.1. Mikroalg izolatlarinin 151k mikroskobu altinda 1000x biiyiitme ile alinan
goriintiileri: 1. KP2, 2. EA22, 3. M19, 4. B1, 5. S1, 6. KPX4, 7. EA25, 8. EA7
9. KP7
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Sadece B1 kodlu izolat bu asamada morfolojik olarak tanimlanamamustir. B1 kodlu izolatin,
sekans analiz sonuglar1 ile mikroskobik goriintiilerinin karsilagtirilmasi sonucunda, bu
izolatin Mychonastes cinsine ait oldugu belirlenmistir. Isik mikroskobunda yapilan
goriintiilemelere ek olarak, KP7 kodlu izolatin hiicre morfolojisi FESEM ile
goriintiilenmistir (Resim 4.2). N+ ve N— kosullarinda en yiiksek lipit verimine sahip olmasi
ve devam caligmalar1 bu izolat ile devam edileceginden KP7 kodlu izolatin hem 1s1k
mikroskobunda hem de FESEM ile incelenmistir. KP7 kodlu izolatin hem 1s1k
mikroskobunda hem de FESEM altinda c¢ekilmis hiicre goriintiisiinde; tek ve kadeh
seklindeki kloroplasti, kamgili olmamasi ve kokoid sekilli olmasi nedeniyle bu izolat

Chlorella cinsi olarak tanimlanmustir.

Resim 4.2. KP7 kodlu izolatin alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu (FESEM) ile
cekilmis hiicre fotograflari. (a) 9.3mm x40 biiyiitme, (b) 9.3mm %100 biiyiitme

4.3.2. Molekiiler tanimlama

Tiim izolatlar, ITS1-5.8S-ITS2 gen bolgesine gore tanimlanmugtir. ITS1-5.8S-1TS2 gen
bolgesinin PCR’de saglikl bir sekilde ¢ogaltilabilmesi i¢in, ilk agamada primerlerin en iyi
baglanma sicakligi tespit edilmistir. Bunun i¢in cw15 referans susunun ve KP2 izolatinin
DNA’s1 kullanilarak 5 farkli sicaklikta Gradient PCR yapilmistir. PCR sonucunda;55 ve 57
°C sicakliklarda spesifik olmayan bantlarin olmasi, 61 ve 63 °C sicaklilarda ise

amplifikasyonun olmamasi nedeniyle en iyi baglanma sicakligi olarak 59 °C sec¢ilmistir

(Resim 4.3).
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Resim 4.3. Gradient PCR jel goriintiisii. 1: cwl5 referans susun DNA’sindan elde edilen
PCR iiriinii, 2: KP2 kodlu izolatin DNA’sindan elde edilen PCR {iriinii

Gradient PCR sonrasinda tiim izolatlarin DNA’s1 ITS1-5.8S-ITS2 gen bdlgesi i¢in PCR ile
cogaltilmis ve yapilan PCR sonucunda sekanslama igin yeterli ve spesifik PCR iirtinleri elde

edilmistir (Resim 4.4).

EA22 EA25 S1 M19 KP2 KPX4 KP7 B1

Resim 4.4. EA7, EA22, EA25 S1, M19, KP2, KPX4, KP7 ve Bl kodlu izolatlarin
DNA’sindan elde edilen PCR iiriinlerinin jel goriintiisii. M: 100 bp DNA
uzunluk markdrii

PCR fiiriinlerinin sekans analizinden sonra, sekanslarin baslangicinda ve sonunda yer alan ve
sekans kalitesi kotii olan baz dizileri, bir programla (Sequencher 5.4.6) ¢ikarildiktan sonra,
NCBI-BLAST programinda analiz edilmistir. EA7 kodlu izolat hari¢, kalan 8 izolat
GenBank veritabaninda eslesme gosterdikleri mikroalg cins veya tiirleri ile %100-99
benzerlik aralig1 esas alinarak tanimlanmistir (Cizelge 4.3). Buna gore; KP2 ve KPX4 kodlu
izolatlar Chlorella vulgaris, KP7 kodlu izolat Auxenochlorella protothecoides, S1 ve EA7
kodlu izolatlar Scenedesmus sp., EA25 kodlu izolat Ankistrodesmus sp., M19 kodlu izolat
Ankistrodesmus falcatus, B1 kodlu izolat Mychonastes sp. ve EA22 kodlu izolat

Acutodesmus sp. olarak tanimlanmistir.



Cizelge 4.3. Mikroalg izolatlarinin DNA sekans benzerlik sonuglari
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izolat Hizalama Hizalama Benzerlik GenB_ank
Kodlart Eslesen en yakin tiirler sekans sekans %) erisim
(8] o

uzunlugu  kapsami (%) numarast
S1 Scenedesmus sp. HH 10206 604 bp 99 99,83 MT340974
EA22 Acutodesmus sp. HH 10202 642 bp 100 100,00 MT340977
EA7 Scenedesmus sp. GUBIOTJT116 663 bp 100 98,64 MT340978
EA25 Ankistrodesmus falcatus strain UTEX 101 654 bp 98 99,06 MT340972
M19 Ankistrodesmus sp. LP 665 bp 95 99,25 MT340976
Bl Mychonastes sp. XG2H4 503 bp 100 99,40 MT340973
KP2 Chlorella vulgaris strain SAG 211-11p 698 bp 100 99,86 MT340975
KPX4 Chlorella vulgaris strain CCAP 211/11B 519 bp 95 99,20 MT340971
KP7 Auxenochlorella protothecoides UTEX 2341 423 bp 100 99,76 MT331816

95

a3
74
63
63
99
99
99
99
99
i

62

95
93

100

a1

59

93

56
71
61

—

100
a8

94

=
100
L

93

Ankistrodesmus sp.

Ankistrodesmus sp. LP

Ankistrodesmus sp.

Ankistradesmus sp. LP

& EAZS

Ankistrodesmus falcatus strain UTEX 101
Ankistrodesmus falcatus strain UTEX 101
& ni1g

& EA7

Scenedesmus sp. 11

Scenedesmus sp. GUBIOTITTE
Scenedesmus sp. HH 10206
Desmodesmus armatus strain: Gh4k
Desmodesmus armatus strain CCAP 2558/92
& 1

Tetradesmus obliquus strain CE2.402
Acutodesmus sp. HH 10202
Scenedesmus basiliensis strain UTEX 73
Acutodesmus obliguus strain UTEX 1450
& EAZ2

Chlorella vulgaris strain ATFG2

Chlorella vulgaris strain CCAP 211/21B
Chlarella vulgaris strain 345 211-11p

& P2
Auxenochlorella protothecoides strain CCAP 211/80

Chlorella protothecoides var. galactophila strain CCAP 211/7D

Auxenochlorella protothecoides strain UTEX411
Auxenochlorella protothecoides strain UTEX249
& KF7

Auxenochlorella protothecoides strain LUTEX 2341
Auxenochlorella protothecoides strain UTEXH
Wiychonastes pusillus strain CCAP 260/4

4 B1

hWiychonastes sp. XG2H4 183

Mychanastes rotundus strain CCAP 260414

& P

Chlorella vulgaris strain CCARP 211775

Chlorella vulgaris strain CCAP 2117218
Chlorella vulgaris strain CCAP 211/21A

Sekil 4.2. ITS1-5.8S-1TS2 gen bolgesine gore tanimlanan mikroalg suslart igin Maximum
Composite Likelihood metodu ile olusturulmus filogenetik agag

9 mikroalg izolatina ait sekanslar i¢in erisim numaralar1 alinmis ve bu erisim numaralari

NCBI veri tabanina kaydedilmistir (Cizelge 4.3). Bununla birlikte, 9 mikroalg izolatinin yer

aldig1 bir filogenetik agac olusturulmus ve 1000 tekrara dayali Bootstrap degerleri,

olusturulan filogenetik agacin kollar1 iizerinde gosterilmistir (Sekil 4.2). Elde edilen
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filogenetik agacin, sekans benzerlik sonuglarinmi biiyiik oranda destekledigi belirlenmigtir
(Sekil 4.2). Istisna olarak, S1 kodlu izolatin Scenedesmus sp. HH 10206 tiirii ile yiiksek
oranda eslesme gostermesine ragmen filogenetik aga¢ incelendiginde bu izolatin

Desmodesmus armatus tiiriine de filogenetik olarak yakin oldugu tespit edilmistir.

4.4. Secilen Suslarin TAG icerikleri ve Lipit Verimleri

30 mikroalg izolat1 arasindan bagil notral lipit igerigi ve lipit verimine gore se¢ilen ve DNA
diizeyinde tanimlanmis olan 9 mikroalg tiirii ile C. reinhardtii cw15 referans susunun; bagil
notral lipit icerigi, bagil TAG igerigi, % lipit miktari, biyokiitle verimi ve lipit verimi
degerleri Sekil 4.3’de verilmigtir. Bagil notral lipit igerikleri RFU degerlerine gore, bagil
TAG igerikleri ise HPTLC analizi sonucunda elde edilen TAG bantlarinin kalinligina goére

degerlendirilmisgtir.

Elde edilen bulgulara gore; secilen 9 mikroalg susunun hepsinde N— stresine bagli olarak %
lipit igeriginde 6nemli dlciide artis olmustur. N— kosullari altinda en yiiksek % lipit icerigine
sahip suslarin, C. vulgaris KP2 (%28,56) ve A. protothecoides KP7 (%24,15) suslar1 oldugu
ve bu suglarin, C. reinhardtii cwl5 (%21,05) susundan daha yiiksek lipit igerigine sahip
oldugu belirlenmistir. N+ kosullari ile kiyaslandiginda, N— stresinde C. vulgaris KP2
susunun % lipit miktarinda %19’luk, A. protothecoides KP7 susunun % lipit miktarinda ise
%18’lik bir artis oldugu belirlenmistir (Sekil 4.3a). En diisiik % lipit icerigine sahip
izolatlarin ise Scenedesmus sp. S1 (%13,15) and Scenedesmus sp. EA7 (%15,66) tiirleri

oldugu saptanmistir.

N+ kosullarinda en yiiksek biyokiitle verimine sahip olan suslarin, A. protothecoides KP7
(59,00 mg/L/giin) ve C. vulgaris KP2 (29,32 mg/L/giin) suslart oldugu, bu suslarin C.
reinhardtii cw15 (82,00 mg/L/giin) referans susundan daha diisiik biyokiitle verimine sahip
oldugu saptanmistir (Sekil 4.3d). N— kosullarinda ise en yiiksek biyokiitle verimine sahip
susun, A. protothecoides KP7 (33,00 mg/L/gilin) oldugu, en diisiik biyokiitle verimine sahip
izolatin ise Mychonastes sp. B1 oldugu belirlenmistir (10 mg/L/giin).
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Sekil 4.3. Mikroalg izolatlarinin ve C. reinhardtii cw15 referans susunun azot yeterli (N+)
ve azot yoklugu (N—) kosullarinda elde edilen lipit igerikleri (a), bagil floresan
birimi (RFU) degerleri (b), lipit verimleri (c) ve biyokiitle verimleri (d)

Lipit verimi sonuglarina gore; N— kosullarinda en yiiksek lipit verimine sahip suslarin; A.
protothecoides KP7 (7,98 mg/L/giin), ve C. vulgaris KP2 (4,56 mg/L/giin) suslari oldugu
tespit edilmistir (Sekil 4.3c). N— kosullarinda, A. protothecoides KP7 susunun lipit
veriminin, C. reinhardtii cw15 susunun lipit veriminden (4,60 mg/L/giin) daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Zit bir sekilde, N+ kosullarinda 9 mikroalg izolat1 arasindan en yiiksek
lipit verimine sahip sus A. protothecoides KP7 (4,03 mg/L/giin) iken, bu susun lipit
veriminin C. reinhardtii cwl15 susundan (8,07 mg/L/giin) daha diisiik lipit verimine sahip
oldugu saptanmistir. N+ kosullar1 ile kiyaslandiginda, N— kosullar1 altinda 9 mikroalg
izolatinin hepsinde lipit veriminde dnemli 6l¢iide artis olurken, C. reinhardtii cw15 referans

susunun lipit veriminde dnemli 6l¢iide diisiis oldugu bulunmustur.
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Nile red boyama yontemiyle elde edilen RFU degerlerine gore, N— kosullar1 altinda en
yiikksek notral lipit igerigine sahip suslarin; A. protothecoides KP7 (RFU: 368,01), C.
vulgaris KP2 (RFU: 138,43) ve C. vulgaris KPX4 (RFU: 74,66) suslar1 oldugu saptanmistir
(Sekil 4.3b). C. reinhardtii cw15 (RFU: 82,05) susu ile kiyaslandiginda, A. protothecoides
KP7 ve C. wvulgaris KP2 suslarinin daha yiiksek nétral lipit igerigine sahip oldugu
belirlenmistir. Bu bulguyu destekler sekilde, HPTLC analizleri sonucunda; N— kosullarinda
C. vulgaris KP2 ve A. protothecoides KP7 suslarinin, ¢alismada referans sus olarak
kullanilan C. reinhardtii cwl5 susundan daha yiiksek TAG igerigine sahip oldugu
belirlenmistir (Resim 4.5). Ayrica, elde edilen RFU degerleri ile mikroalglerin TAG
icerikleri arasinda pozitif bir korelasyon oldugu ve nétral lipitlerin ¢ogunlukla TAG’lerden

olustugu tespit edilmistir.

STD ——» fw—— — p— - <+«—TAG
FFA S E—
DAG >
MAG > 5
PL R wm
> 9= = - W
Triolein EA25 EA22 cwi15 KP2 KP7 B1 KPX4 EA7 M19 s1

Resim 4.5. Mikroalg izolatlarinin ve C. reinhardtii cw15 referans susunun azot yeterli (N+)
ve azot yoklugu (N—) kosullarinda elde edilen nétral lipitlerinin HPTLC profili.
STD: triolein, FFA: serbest yag asidi, TAG: triagilgliserol, DAG: diagilgliserol,
MAG: monoagilgliserol, PL: fosfolipit

30 mikroalg izolat1 kullanilarak yapilan seleksiyon galismasi sonucunda; N— stresinde TAG
icerigi ve lipit verimi en yiiksek olan A. protothecoides KP7 ve C. vulgaris KP2 suslari
biyodizel iiretimi bakimindan potansiyel suslar olarak secilmistir. Bundan sonraki asgamada
bu suslarda alkali pH’nin ve alkali pH/N— kombine stresinin; TAG iiretimine, biiyiimeye,
biyokimyasal komposizyona (nisasta, protein, klorofil miktarlari) ve yag asidi profiline

etkisi arastirilmistir.

4.5. Farkh pH Seviyelerinin A. protothecoides KP7 ve C. vulgaris KP2 Suslarinin TAG
Akiimiilasyonuna ve Biyokiitle Uretimine Etkisi

Bu ¢alismada, A. protothecoides KP7 ve C. vulgaris KP2 suslarinda, en yiiksek biyokiitle
konsantrasyonu ve TAG akiimiilasyonunun oldugu besiyeri pH’sinin saptanmasi

amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda; A. protothecoides KP7 ve C. vulgaris KP2
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suslarinda biyokiitle ve TAG tiretimi bakimindan en iyi pH’nin se¢imi i¢in, besiyerinde 7
farklipH’da (5,6, 7, 8,9, 10, 11) hem N+ hem de N— kosullarinda bir 6n ¢alisma yapilmistir.
Suslarin noétral lipit miktarlart RFU degerlerine gore, TAG miktarlar1 ise HPTLC’de TAG
bantlarinin kalinligina gore kalitatif olarak degerlendirilmistir. Yapilan analizler sonucunda;
her iki sus i¢in de pH 5’de iireme gozlenmediginden, bu pH seviyesi i¢in mikroalglerin TAG
tiretimi agisindan da bir degerlendirme yapilamamuistir. A. protothecoides KP7 susu i¢in; N+
kosullar1 altinda 7 giinliik kiiltiir sonunda en iyi iiremenin pH 6’da oldugu ve bu kosullarda
net biyokiitle konsantrasyonunun 392,3 mg/L oldugu saptanmistir. Besiyeri pH’sinin 6’dan
8’¢ yiikselmesiyle birlikte biyokiitle konsantrasyonunun 392,3 mg/L’den 269,0 mg/L’ye
azaldigi, pH 8’den pH 9’a biyokiitle konsantrasyonunda dikkate deger olmayan bir artis
gozlense de pH 10 ile birlikte biyokiitle konsantrasyonunun tekrardan azalmaya devam ettigi

gbzlenmistir (Sekil 4.4a).
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Sekil 4.4. (a) A. protothecoides KP7 susunun 6 farkli ortam pH’sinda elde edilen biyokiitle
konsantrasyonlari (mg/L), ve (b) bagil floresan birimi (RFU) degerleri

N+ kosullar altinda, en diisiik biyokiitle konsantrasyonlart pH 10 (222,3 mg/L) ve pH 11
(50,6 mg/L)’de saptanmigtir. Bunun yani sira, N— stresi altinda besiyeri pH’sinin 6’dan 8’e
yiikselmesiyle biyokiitle konsantrasyonunun 195,3 mg/L’den 105,6 mg/L’ye diistiigii, pH
8’den pH 11°e biyokiitle konsantrasyonunda tekrardan bir artis oldugu ve pH 11°de
biyokiitle konsantrasyonunun 191,5 mg/L’ye ulastig1 belirlenmistir. N— stresi altinda, en
yiikksek net biyokiitle konsantrasyonu 195,3 mg/L ile pH 6’da, en diisiik net biyokiitle

konsantrasyonlari ise 105,7 mg/L ile pH 7 ve 8’de saptanmustir.
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RFU degerlerine gore; N— stresi altinda nétral lipit igeriginin, besiyeri pH’sinin 6'dan 11'e
yiikselmesiyle arttig1 belirlenmistir. N— stresi altinda, en yiiksek notral lipit miktar1 pH 10°da
(RFU: 341,9), en diisiik nétral lipit miktar1 (RFU: 227,6) ise pH 6’da belirlenmistir. Bunun
yani sira N— stres kosullarina kiyasla, N+ kosullarinda pH 10 hari¢ tiim pH’larda nétral lipit
iceriginin oldukc¢a diisiik oldugu tespit edilmistir. N+ kosullarinda en yiiksek ndtral lipit
icerigi pH 10°da (RFU: 64,9), en yiiksek notral lipit igerigi ise pH 11°de (RFU: 19,1)’de
saptanmistir. Ayrica, HPTLC analizi sonucunda en yiiksek TAG igeriginin N— stres
kosullarida pH 10 ve pH 11°de oldugu gozlenmistir (Resim 4.6). On ¢alisma bulgulari, A.
protothecoides KP7 susunda biyokiitle {iretimi i¢in en iyi kiiltiir kosulunun pH 6 N+

oldugunu, notral lipit {iretimi i¢in de en iyi kosulun pH 10 N— kosulu oldugunu gostermistir.
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Resim 4.6. A. protothecoides KP7 susunun 6 farkli pH’da azot varligi (N+) ve yoklugu (N-)
kosullarinda elde edilen nétral lipitlerinin HPTLC profili

A. protothecoides KP7 susundan elde edilen bulgularin aksine, C. vulgaris KP2 susunda
biyokiitle konsantrasyonu pH’6’dan pH 9’a dogru artis gostermis ve tiim kosullar arasinda
en yiiksek biyokiitle konsantrasyonu (175,3 mg/L) N+ kosullarinda pH 9’da saptanmistir
(Sekil 4.5a). Bununla birlikte N+ kosullarinda, pH’nin 9’dan 10’a yiikselmesiyle birlikte
biyokiitle konsantrasyonu diismeye baslamis ve N+ kosullarinda en diisiik biyokiitle
konsantrasyonu (34,5 mg/L) pH 11°de bulunmustur. N+ kosuluna benzer sekilde, N— stresi
altinda C. vulgaris KP2 susunun biyokiitle konsantrasyonu, pH 6’dan 9’a dogru artis
gostermis ve pH 9’dan 11°e dogru ise tekrardan diisiis oldugu saptanmistir. N— stresi altinda
en yiksek biyokiitle konsantrasyonu (50,3 mg/L) pH 9’da, en disiik biyokiitle
konsantrasyonu (27 mg/L) ise pH 11°de belirlenmistir.
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Sekil 4.5. (a) C. vulgaris KP2 susunun 6 farkli ortam pH’sinda elde edilen biyokiitle
konsantrasyonlari (mg/L) ve(b) bagil floresan birimi (RFU) degerleri

N- stresi altinda, C. vulgaris KP2 susunun nétral lipit miktari, pH’nin 6’dan 9’a
yiikselmesiyle artis gosterse de ortam pH’smin 10’a yiikselmesiyle tekrardan azalma
gostermistir. Buna gore, C. vulgaris KP2 susunda en yliksek nétral lipit i¢erigi (RFU: 184,3)
N- stresinde pH 9’da, en diisiik notral lipit icerigi (RFU:12,5) ise N— stresinde pH 11°de
saptanmustir (Sekil 4.5b). N+ kosullarinda ise en yiiksek nétral lipit icerigi (RFU: 64,8) pH
10°da kaydedilmistir. HPTLC analiz sonuglar1 RFU degerlerini biiyiik 6l¢iide desteklemis
ve TAG bantlarinin kalinligina gore en yliksek TAG igeriginin pH 9 N— kosulunda, en diisiik
TAG igeriginin de pH 11 N— kosulunda oldugu gézlenmistir (Resim 4.7).
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Resim 4.7. C. vulgaris KP2 susunun 6 farkli pH’da azot varligi (N+) ve yoklugu (N-)
kosullarinda elde edilen nétral lipitlerinin HPTLC profili

Sonug olarak; C. vulgaris KP2 susunda, biyokiitle iiretimi i¢in en iyi kiiltiir kogulunun pH 9
N+ kosulu oldugunu, nétral lipit iiretimi i¢in de en iyi kosulun pH 9 N— kosulu oldugu
belirlenmistir. On ¢alisma bulgularindan yola ¢ikarak, bundan sonraki asamalarda A.

protothecoides KP7 susu i¢in hem N+ hem de N— kosullarinda ve besiyerinde pH 6 ve pH
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10 olmak tizere iki fakli pH’da, C. vulgaris KP2 susu i¢in de hem N+ hem de N— kosullarinda
besiyerinde pH 8 ve pH 9 olmak iizere iki fakli pH’da deneyler gerceklestirilmistir.

4.6. pH ve Azot Yoklugu Stresinin A. protothecoides KP7 Susunun BiyoKkiitle
Konsantrasyonuna Etkisi

Bu calismada, N+ ve N— kosullarinda karbonat-bikarbonat tamponu ile olusturulan alkali
pH (pH 10)’min, A. protothecoides KP7 susunun biyokiitle konsantrasyonuna etkisi
arastirilmistir. Biyokiitle konsantrasyonlarindaki degisimler, mikroalg susunun lipit verimini
de etkileyeceginden, bu etkinin ortaya konmasi biyodizel verimi agisindan da onemlidir.
Tim kiltir kosullarinda A. protothecoides KP7 susunun baslangig biyokiitle
konsantrasyonlart 108 mg/L olarak o6l¢iilmiistiir. Yapilan analizler sonucunda; pH 6 N+
kosullar1 altinda biyokiitle konsantrasyonunun, kiiltiiriin 3. giiniinde yaklasik 426,2 mg/L
artarak 534,2 mg/L’ye ulastigi belirlenmistir. 3. giinden sonra Kkiiltiiriin biyokiitle
konsantrasyonunda bir artig olmadig1 ve 7. giiniin sonunda biyokiitle konsantrasyonunda bir

azalma oldugu saptanmistir (Sekil 4.6a).
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Sekil 4.6. (a) A. protothecoides KP7 susunun pH 6 N+, pH 6 N—, pH 10 N+ ve pH 10 N—
kosullarinda saptanan biyokiitle konsantrasyonlar: (mg/L) ve (b) ortam pH’lari

En yliksek net biyokiitle konsantrasyonu (451,2 mg/L) ise 7. giiniin sonunda pH 10 N—
kiiltiirtinde bulunmustur. pH 10 N— kiiltiiriinden elde edilen biyokiitle veriminin; pH 6 N +
(57,6 mg/L/giin), pH 9 N + (43,1 mg/L/giin), pH 10 N + (1,2 mg/L/giin), pH 6 N— (50,5
mg/L/glin) ve 7. giinde pH 9 N— (24,1 mg/L/giin) kiiltiirlerinden elde edilen biyokiitle

verimlerinden 6nemli Ol¢iide (p < 0,05) daha yiiksek oldugu saptanmistir. Test edilen tiim
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kosullar arasinda, en diisiik biyokiitle konsantrasyonuna sahip olan kiiltiiriin pH 10 N+
kiiltiirii oldugu belirlenmistir. pH 10 N+ kiiltlirtindeki biyokiitle konsantrasyonu, 3. ve 7.
giinlerde neredeyse ayni kalmis ve biyokiitle konsantrasyonlar1 sirasiyla 110,8 mg/L ve
116,6 mg/L olarak saptanmistir. Ayrica tiim kiiltiir kosullar1 arasinda pH dalgalanmasi,
sadece pH 6 N+ ve pH 6 N— kiiltiirlerinde gozlenmistir. Bu kosullarda, besiyeri pH'sinin, 3.
giinde pH 8'e yiikseldigi ve 7. giinde ise pH’nin yaklasik 8,5 oldugu saptanmustir (Sekil
4.6b).

4.7. pH ve Azot Yoklugu Stresinin C. vulgaris KP2 Susunun Biyokiitle
Konsantrasyonuna Etkisi

Bu ¢aligmada; Tris-HCI tamponu ile olusturulan alkali pH (pH 9)’nin, hem N+ hem de N—
kosullarinda C. vulgaris KP2 susunun biyokiitle konsantrasyonuna etkisi arastirilmistir. C.
vulgaris KP2 susunda tiim kiiltiir kosullarinin baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonu 48,0
mg/L olarak Olgiilmiis ve tiim kiltir kosullarinda 7. giine kadar biyokiitle
konsantrasyonunda artis gozlenmistir. Tiim kosullar arasinda, en yiiksek biyokiitle

konsantrasyonu (223,3 mg/L), 7. giiniin sonunda pH 9 N+ kiiltiiriinde kaydedilmistir.
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Sekil 4.7. (a) C. vulgaris KP2 susunun pH 8 N+, pH 8 N—, pH 9 N+ ve pH 9 N— kosullarinda
saptanan biyokiitle konsantrasyonlar1 (mg/L) ve (b) ortam pH’lari

Ikinci en yiiksek artis, pH 8 N+ kosullarinda olup bu kosullarda biyokiitle konsantrasyonu
180,0 mg/L olarak belirlenmistir. En diisiik biyokiitle konsantrasyonlari, 7. giiniin sonunda
pH 8 N— (90,0 mg/L) ve pH 9 N— (98,3 mg/L) kiiltiirlerinde tespit edilmistir (Sekil 4.7a).

Tiim kosullar arasinda, 7. gilinliin sonunda pH 9 N+ kiiltiiriinden elde edilen biyokiitle
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veriminin; pH 8 N+ (18,4 mg/L/giin), pH 8 N— (6,0 mg/L/giin) ve pH 9 N— (7 mg/L/giin)
kiiltiirlerinden elde edilen biyokiitle verimlerinden 6nemli 6l¢iide (p < 0,05) daha yiiksek
oldugu saptanmistir. Bununla birlikte tiim kiiltiirlerde, kiiltiir siiresi boyunca pH’nin

degismedigi tespit edilmistir (Sekil 4.7b).

Her iki sus icin de biyokiitle konsantrasyonu bakimindan elde edilen bulgular, A.
protothecoides KP7 susunun N— ve alkali pH kombine stresine toleransinin, C. vulgaris KP2

susundan daha yiiksek oldugunu gostermistir.

4.8. pH ve Azot Yoklugu Stresinin A. protothecoides KP7 Susunun Biyokimyasal
Kompozisyonuna EtkKisi

Bu ¢alisma, pH ve N— stres kosullariin A. protothecoides KP7 susunun protein, nisasta ve
toplam klorofil (klorofil-a + klorofil-b) igeriklerine etkisi ve bu etki ile TAG iiretimi
arasindaki iliskinin ortaya konmasi1 amaci ile yapilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, mikroalg
hiicreleri pH 6 N+/N—ve pH 10 N+/N— kosullarinda 7 giin boyunca kiiltiire alinmistir. 7 giin
sonunda toplanan hiicrelerde; protein, nisasta ve toplam klorofil (klorofil-a + klorofil-b)
icerikleri belirlenmistir. Buna gore; tiim kosullar arasinda en yiiksek protein icerigi, pH 6
N+ (%25,5) ve pH 10 N+ (%26,9) kiiltiirlerinde saptanmistir. pH 6 N— ve pH 10 N—
kiiltlirlerinin protein icerikleri, 7. giiniin sonunda 6nemli 6lc¢lide azalirken test edilen tiim
kosullar arasinda en diisiik protein igerigi, 7. giinde pH 10 N— kiiltiiriinde (% 8.9)
belirlenmistir (p < 0,05). Bununla birlikte, pH 6 N+ ve pH 10 N+ kiiltiirlerine kiyasla, 7.
giiniin sonunda pH 6 N— ve pH 10 N— kiiltiirlerinin protein igeriklerinde dikkate deger bir
azalma (p < 0,05) olmustur (Cizelge 4.4).

Ote yandan pH 6 N— ve pH 10 N— Kkiiltiirlerinin nisasta igeriklerinde 7. giiniin sonunda
onemli dlgiide artis oldugu (p < 0,05) ve bu kiiltiirlerin nisasta iceriklerinin %19,8 ve %20,4
oldugu belirlenmistir. En diisiik nisasta igerigine sahip kiiltiirler, pH 6 N + ve pH 10 N+
kiiltiirleri olup bu kiiltiirlerin nisasta igerikleri sirasiyla %1,5 ve %1,2’dir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. A. protothecoides KP7 susunun protein, nisasta ve toplam klorofil (klorofil -a +
klorofil -b) igerikleri

Kiiltiir kosullar1 Protein igerigi (%) Nisasta icerigi (%) Klorofil igerigi (mg g™!)
pH 6 N+ 25,5+ 1,6 1,50 £0,2 13,45+1,5
pH 6 N— 11,8+4,2 19,8+ 3,2 52+04
pH 10 N+ 269+24 1,2+0,1 22,1£3,5
pH 10 N— 8,9+04 20,4+32 3,6 0,5

Protein igerigindeki azalmaya benzer sekilde, pH 6 N— ve pH 10 N— kiiltiirlerinin toplam
klorofil (klorofil-a + klorofil-b) iceriginde 6nemli 6l¢iide diisiis olmus ve en diisiik toplam
klorofil miktar1 7. giiniin sonunda pH 10 N— kiiltiiriinde (3,6 mg g!) saptanmistir. Bunun
aksine, en yiiksek toplam klorofil igerigi (24,7 mg ¢g!) 7. giiniin sonunda pH 10 N+
kiiltiirtinde saptanmistir (Cizelge 4.4).

49. pH ve Azot Yoklugu Stresinin C. vulgaris KP2 Susunun Biyokimyasal
Kompozisyonuna EtkKisi

Bu ¢alisma ile pH ve N— stresinin, C. vulgaris KP2 susunun protein, nisasta ve toplam
klorofil (klorofil-a + klorofil-b) igerigine etkisi ve bu etki ile TAG {iretimi arasindaki
iligkinin ortaya konmasi amag¢lanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, mikroalg hiicreleri pH 8
N+/N— ve pH 9 N+/N— kosullarinda 7 giin boyunca kiiltiire alinmistir. 7 giin sonunda
toplanan hiicrelerde; protein, nisasta ve toplam klorofil (klorofil-a + klorofil-b) icerikleri
belirlenmistir. Buna gore; en yliksek protein icerigi her iki pH i¢in de N+ kosullar altinda
saptanmis ve pH 8 N+ ve pH 9 N+ kiiltiirlerinde saptanan protein igerikleri, 7. giiniin
sonunda sirastyla %40,9 ve %37,5 olmustur (Cizelge 4.5). Bununla birlikte, pH 8 N+ ve pH
9 N+ kiiltiirlerine kiyasla, pH 8 N— ve pH 9 N— kiiltiirlerinin protein igeriklerinde, 7. giinlin
sonunda 6nemli Ol¢lide azalma olmustur (p < 0,05). Test edilen tiim kosullar arasinda en

diisiik protein igerigi, 7. glinde pH 9 N— kiiltiiriinde (% 20,4) saptanmistir (p < 0,05).

Bununla birlikte, pH 8 N— ve pH 9 N— kiiltiirlerinin nisasta igeriklerinde, 7. giinlin sonunda
onemli Olgilide artis oldugu ve bu kiiltiirlerin nisasta iceriklerinin %10,5 ve %11,8 oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.5; p < 0,05). En diislik nisasta icerigi, pH 8 N+ ve pH 9 N+
kosullarinda kiiltiire alinan hiicrelerde tespit edilmistir. Bu kiiltiirlerin nisasta i¢eriklerinin 7.

giinlin sonunda sirasiyla %6,5 ve %4,8 oldugu saptanmustir.
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Cizelge 4.5. C. vulgaris KP2 susunun protein, nisasta ve toplam klorofil (klorofil-a +
klorofil-b) icerikleri

Kiiltiir kosullart Protein igerigi (%) Nisasta igerigi (%) Klorofil igerigi (mg g ')
pH 8 N+ 40,9+ 1,8 6,5+0,2 48,8 £ 6,5
pH 8 N— 26,2+ 0,7 10,5+ 0,9 40,1 +£2,0
pH 9 N+ 37,5+ 1,0 4,8+£0,2 51,6 £2,6
pH 9 N— 20,4+ 0,9 11,8+ 0,4 35,1+2,6

Protein icerigindeki azalmayla birlikte, pH 8 N— ve pH 9 N— kiiltiirlerinin toplam klorofil
(klorofil-a + klorofil-b) igeriginde de 6nemli dlgiide diisiis oldugu saptanmis ve 7. giiniin
sonunda en diisiik toplam klorofil miktar1 pH 9 N— kiiltiiriinde (35,1 mg g?) 6l¢iilmiistiir.
Bunun aksine en yiiksek toplam klorofil igerigi, 7. giiniin sonunda pH 9 N+ kiiltiiriinde (51,6
mg g 1) saptanmustir (Cizelge 4.5).

Bu bulgular, N— ve alkali pH kombine stresinin hem C. vulgaris KP2 susunda hem de A.
protothecoides KP7 susunda; protein ve klorofil i¢eriginde diisiise, nisasta iceriginde ise
artisa neden oldugunu gostermistir. Bu da alkali pH ve N— stres kombinasyonuna maruz
kalan hiicrelerdeki karbon akisinin, nitrojen bakimindan zengin bilesiklerden (protein ve
klorofil) nitrojen igermeyen bilesiklere (TAG ve nisasta) dogru yonlendirilmis olabilecegine

isaret etmektedir.

4.10. pH ve Azot Yoklugu Stresinin A. protothecoides KP7 Susunun TAG
Akiimiilasyonuna ve Lipit Verimine Etkisi

Bu ¢alismada, karbonat-bikarbonat tamponu olusturulmus alkali pH (pH 10) ve N— kombine
stresi ile A. protothecoides KP7 susunda TAG iiretimini ve lipit verimini arttirmak
amaglanmistir. Bu amag dogrultusunda; A. protothecoides KP7 susu pH 6 N+, pH 6 N—, pH
10 N+ ve pH 10 N—kosullarinda 7 giin boyunca kiiltiire alinmistir. Bagil notral lipit icerikleri
RFU degerlerine gore, bagil TAG igerikleri ise HPTLC analizi sonucunda elde edilen TAG
bantlariin kalinligina gore degerlendirilmistir. Bununla birlikte, sadece pH 6 N— ve pH 10
N— kiiltiirleri icin % TAG igerikleri, % lipit igerigi ve % TAG igerigine gore ise
triacilgliserol/toplam lipit (TAG/TL) oram belirlenmistir. Yapilan analizler sonucunda; pH
6 N+ kiiltiirliniin nétral lipit igeriginde kiiltiir siiresince 6nemli dl¢iide bir degisim olmadig,
pH 10 N+, pH 6 N— ve pH 10 N— kiiltiirlerinin nétral lipit iceriklerinde ise 6nemli 6l¢iide (p
< 0,05) artis oldugu saptanmustir.
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Sekil 4.8. (a) A. protothecoides KP7 susunun pH 6 N+, pH 6 N—, pH 10 N+ ve pH 10 N—
kosullar1 altinda saptanan bagil floresan birimi (RFU) degerleri, (b) notral
lipitlerinin HPTLC profili ve (c) % lipit igerikleri. (d) A. protothecoides KP7
susunun pH 6 N— ve pH 10 N— kosullar1 altinda belirlenen TAG igerikleri ve
TAG/TL oranlar

pH 6 N+ kiiltiiriindeki bulgularla karsilagtirildiginda, 7 giinliik kiiltiiriin sonunda hiicrelerin
floresan emisyonu; pH 10 N+, pH 6 N— ve pH 10 N— kiiltiirlerinde sirasiyla yaklasik 3,8, 13
ve 38 kat artig gostermistir (Sekil 4.8a). RFU degerlerindeki bu artis HPTLC analizleri ile
dogrulanmistir (Sekil 4.8b). En yliksek RFU degerine sahip olan pH 10 N— (RFU = 879,0)
ve pH 6 N— (RFU = 306,0) kiiltiirlerinin TAG igeriklerinin de yiiksek oldugu ve pH 10 N+
(RFU = 87,3) kiiltiirlerinin TAG bantlarinin da yiliksek yogunlukta oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.8b). HPTLC profilinde goriildiigii tizere, pH 6 ve 10°da N— kiiltiirlerinde bant
yogunlugundaki artiga karsin, pH 6 N+ kiiltiirtinde hi¢bir bant yogunlugu goériilmezken, pH
10 N+ kiiltiirtinde ise ¢ok diisiik bir bant yogunlugu goriilmiistiir. Bu bulgulari, RFU verileri
de desteklemis olup, pH 6 ve pH 10 N+ kiiltiirlerinde nétral lipit miktariin ¢ok diisiik olmasi

sebebi ile bu Kkiiltiirler i¢in TAG miktar1 ve triagilgliserol/toplam lipit oranlar
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hesaplanamamis ve Sekil 4.8d’deki grafige bu sonuglar dahil edilmemistir. Calismada
sadece en yiiksek RFU degerlerine sahip olan pH 6 N— ve pH 10 N— kiiltiirlerinin TAG
igerikleri belirlenmistir. Buna gore; pH 6 N— ve pH 10 N— kiiltiirlerinin, sirasiyla kuru
agirliklarinin %11,9°’u ve %16,4’1 kadar TAG igerigine sahip olduklar: tespit edilmistir
(Sekil 4.8d). Bununla birlikte TAG/toplam lipit oranini, pH 6 N— ve pH 10 N— kiiltiirlerinde
sirastyla yaklasik %48,0 ve %62,0 oldugu saptanmistir. pH 6 N— kiiltiirii ile kiyaslandiginda,
pH 10 N— kiiltiiriiniin TAG igeriginde %4,5, TAG/toplam lipit oraninda %13.5 artis oldugu
saptanmustir (p < 0,05). A. protothecoides KP7 susunun toplam lipit igerigi, en iyi artist pH
6 N— ve pH 10 N— kiiltiir ortamlarinda gostermistir (Sekil 4.8¢; p < 0,05).

Cizelge 4.6. A. protothecoides KP7 susunun biyokiitle verimi (mg/L/giin), lipit icerigi (%)
ve lipit verimi (mg/L/giin)

Kiiltiir kosullar1 Bl}gﬁllgjgigg;ml Lipit igerigi (%) I(_r!r!n)(,l]tl\d//eggﬁ)l
pH 6 N+ 57,6+0,4 6,3+0,2 3,6+0,1
pH 6 N— 50,5+2,1 23,7+t15 11,9+0,1
pH 10 N+ 1,2+0,9 79+0,8 0,1+0,06
pH 10 N— 64,4+2,1 26,5+0,8 17,1+0,6

Bununla beraber, A. protothecoides KP7 susu en yiiksek toplam lipit igerigini (%26,5) ve en
yiksek lipit verimini (17,1 mg/L/gilin), pH 10 N— kiiltiir kosulunda gostermis olup, denenen
diger kiltiir kosullaria goére bu kiiltiir kogulunda lipit veriminin 6nemli 6lgiide (p < 0,05)

yiiksek oldugu bulunmustur (Cizelge 4.6).

Elde edilen bulgular, N— kosullarinin A. protothecoides KP7’nin TAG iiretimini ve lipit
verimini arttirma lizerine dnemli etkisinin oldugunu, alkali pH stresiyle bu etkinin sinerjik
olarak daha da arttifin1 gostermistir. Ayrica N— stresinden bagimsiz olarak, tek basina
yiiksek pH stresinin (pH 10 N+ kosulu) A. protothecoides KP7'de TAG birikimini

indiikledigi belirlenmistir.

4.11. pH ve Azot Yoklugu Stresinin C. vulgaris KP2 Susunun TAG Akiimiilasyonuna
ve Lipit Verimine Etkisi

Bu ¢alismada, alkali pH ve N— kombine stresi uygulayarak, C. vulgaris KP2 susunun TAG
tiretimini ve lipit verimini arttirmak amaglanmistir. Bu amag dogrultusunda; C. vulgaris KP2

susu pH 8 N+, pH 8 N—, pH 9 N+ ve pH 9 N— kosullarinda 7 giin boyunca kiiltiire alinmistir.
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Bagil nétral lipit igerikleri RFU degerlerine gore, bagil TAG igerikleri ise HPTLC analizi
sonucunda elde edilen TAG bantlarinin kalinligmma gore degerlendirilmistir. Bununla
birlikte, sadece pH 8 N— ve pH 9 N— Kkiiltiirleri i¢in % TAG igerikleri ve %
triagilgliserol/toplam lipit (TAG/TL) orani belirlenmistir.

Yapilan analizler sonucunda; kiiltiir stiresince pH 8 N+ ve pH 9 N+ kiiltiirlerinin nétral lipit
iceriklerinde bir degisiklik olmadigi, pH 8 N— ve pH 9 N-— Kkiiltiirlerinin nétral lipit
igeriklerinde ise dnemli dl¢iide (p < 0,05) artis oldugu saptanmistir. pH 8 N+ kiiltiiriinden
elde edilen RFU verileriyle karsilagtirildiginda, pH 8 N— ve pH 9 N— kiiltiirlerinde RFU
degerlerinde sirastyla yaklasik 8,4 ve 15,1 katlik artis oldugu belirlenmistir (Sekil 4.9a).
RFU degerlerindeki bu artisin, notral lipitlerden 6zellikle TAG’lerin miktarindaki artisa
isaret ettigi, HPTLC analizleri ile dogrulanmistir (Sekil 4.9b). A. protothecoides KP7 susuna
benzer sekilde, HPTLC profilinde N— stresi altinda pH 8 ve 9°da TAG bantlerinin
yogunlugunda asir1 bir artig olurken, pH 8 ve pH 9 N+ Kkiiltiirlerinde TAG bantlar
goriilmemistir. Bu sonuclari, RFU sonuglar1 da desteklemis olup, pH 8 ve pH 9 N+
kiiltiirlerinde noétral lipit miktarinin ¢ok diisiik olmasi sebebi ile bu kiiltiirler i¢in % TAG
miktart ve % TAG/TL oranlar1 hesaplanamamig ve Sekil 4.9d’deki grafige bu sonuglar dahil

edilmemistir.

(Calismada sadece en yliksek RFU degerlerine sahip olan pH 8 N— (RFU = 117,7) ve pH 9
N— (RFU = 211,0) kiiltiirlerinin, TAG igerikleri belirlenmistir. Buna gore; pH 8 N—ve pH 9
N— kiiltiirlerinin, kuru agirligimin %6,3°ti ve %8,5’1 kadar TAG igerigine sahip oldugu
saptanmistir (Sekil 4.9d). Ayrica TAG/toplam lipit oraninin pH 8 N— ve pH 9 N-
kiiltiirlerinde sirasiyla yaklasik %27,0 ve %31,0 oldugu saptanmistir. pH 8 N— kiiltiirii ile
kiyaslandiginda, pH 9 N— Kkiiltlirliniin TAG igeriginde yaklasik %2,2, TAG/toplam lipit
oraninda yaklasik %4 artis oldugu belirlenmistir (p < 0,05).
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Sekil 4.9. (a) C. vulgaris KP2 susunun pH 8 N+, pH 8 N—, pH 9 N+ ve pH 9 N— kosullari
altinda saptanan bagil nétral lipit igerigi, (b) notral lipitlerinin HPTLC profili ve
(¢) % lipit igerikleri. (d) C. vulgaris KP2 susunun pH 6 N— ve pH 10 N— kosullari
altinda belirlenen TAG igerikleri ve TAG/TL oranlar1

Test edilen tiim kosullar arasinda, en yiiksek toplam lipit icerigi (%26,26) ve en yiiksek lipit
verimi (2,0 mg/L/giin) pH 9 N— kiiltiirtinde saptanmistir. (Sekil 4.9¢c; p < 0,05). Benzer
sekilde, tiim kosullar arasinda en yiiksek lipit verimi degeri, pH 9 N— kiiltiiriinde saptanmis

ve diger kosullardan 6nemli 6l¢lide daha yiiksek oldugu bulunmustur (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. C. vulgaris KP2 susunun biyokiitle verimi (mg/L/giin), lipit igerigi (%) ve lipit
verimi (mg/L/giin)

Kiiltiir kosullart Bl}éﬁf{;ﬁ?ﬁg{;ml Lipit icerigi (%) I(_Ijr?(;tlil/e;:l?;
pH 8 N+ 18,4+0,8 6,0£0,8 1,1+£0,2
pH 8 N— 6,0 £0,7 26,6 2,1 1,6 £0,3
pH 9 N+ 25,1+0,8 5,0£0,3 1,3+0,1

pH 9 N— 7,2+0,4 27,6 1,6 2,0+0,3
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Elde edilen bulgular, N— kosularinda alkali pH’ nin, A. protothecoides KP7 susunda oldugu
gibi C. vulgaris KP2 susunda da TAG iretimi ve lipit verimi {izerine sinerjik bir etki
yaptigin1 gostermistir. A. protothecoides KP7 susu ile kiyaslandiginda; C. vulgaris KP2
susunun, N— ve alkali pH kosullarinda oldukga diisiik lipit verimine, TAG igerigine ve

TAG/toplam lipit oranina sahip oldugu belirlenmistir.

4.12. A. protothecoides KP7 Susunda TAG Biyosentezi ile Iliskili Olabilecek Bazi
Genlerin Alkali pH ve Azot Yoklugu Stresi Altindaki Ekspresyon Seviyeleri

Bu ¢alisma, hem N— stresinde hem de alkali pH/azot yoklugu kombine stresinde yliksek
TAG igerigine sahip olan A. protothecoides KP7 susunda toplam 10 genin mRNA
ekspresyon seviyesindeki degisim ile TAG akiimiilasyonu arasindaki iligkiyi ortaya koymak
icin yapilmistir. Bu analizlerde, A. protothecoides KP7 susunun, N—stresi (pH 6 N—), sadece
alkali pH stresi (pH 10 N+), N—/alkali pH kombine stresi (pH 10 N—) ve stres faktorii
olmayan (pH 6 N+) kosullarda 7 giin kiiltiire alinmis hiicreleri kullanilmistir. Elde edilen
bulgulara gore; N— stresi altinda hem pH 6’da hem de pH 10°da ekspresyon seviyesinde en
yiiksek artig olan genin PEPC geni oldugu, bu genin mRNA ekspresyon seviyesinin pH 6
N- kosulunda ortalama 25,63 kat, pH 10 N— kosulunda ise ortalama 22,89 kat artis
gosterdigi bulunmustur (Sekil 4.10c). pH 10 N— kosuluna gore, bu genin ekspresyon
seviyesinin, pH 6 N— kosulunda daha fazla indiiklendigi goz oniinde bulunduruldugunda; bu
genin ekspresyon seviyesindeki artisin daha ¢ok N-— stresinden kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Cizelge 4.8. 10 genin pH6 N+, pH 6 N—, pH 10 N+ ve pH 10 N— kosullarinda saptanan bagil
ekspresyon seviyeleri

mRNA ekspresyonundaki kat degisimi

Hedef Gen pH 6 N+ pH 6 N— pH 10 N+ pH 10 N—
Asetil-CoA karboksilaz (ACC) 1,0+ 0,03 1,85+0,19 1,90 +0,14" 1,81 +0,26
NADP-bagimli malik enzim (ME) 1,0+0,15 3,20 £ 0,20 0,80 +0,10™ 1,92 +0,07™
Diagilgliserol O-agiltransferaz 1 (DGAT1) 1,0 +0,15 1,45+0,15" 0,60 +0,07" 2,21 +0,09™
Fosfoenolpiirivat karboksilaz (PEPC) 10£0,19  2563+235™  080+£0,05  2289+2,18"
NADP-bagimli malik enzim (MEkioroplastik) 1,0+0,10 0,77 £0,03™ 0,79 £0,01™ 1,85 +£0,08™"
Gliserol-3-fosfat agiltransferaz (GPAT3) 1,0£0,24 1,85 +0,25" 0,14 +0,05" 1,55+0,15"
Gliserol-3-fosfat dehidrogenaz (GPDH) 1,0+0,19 2,45+ 0,23 1,05 £ 0,047" 3,65 +0,35™
Piriivat dehidrogenaz kompleksi (PDC-E2) 1,0 £0,21 2,64 +0,21™ 2,60+0,13" 444 +0,11"
Piriivat dehidrogenaz kompleksi (PDC-E1) 1,0 +0,03 1,60 £0,26™ 0,65+0,27" 2,37+0,15""
Piriivat dehidrogenaz kinaz (PDK) 1,0+0,16 0,36 +0,12" 1,82 +0,06™ 0,75 +0,10™

*P=0,0002, ™ P=0,0021, * P=0,0332, ns: énemli 6lciide fark yok
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Sekil 4.10. (a) Asetil-CoA karboksilaz (ACC), (b) Diagcilgliserol O-agiltransferaz 1
(DGAT1), (c) Fosfoenolpiirivat karboksilaz (PEPC), (d) Piriivat dehidrogenaz
kompleksi E1 alt initesi (PDC-E1), (e) Piriivat dehidrogenaz kompleksi E2 alt
iinitesi (PDC-E2) ve (f) Piriivat dehidrogenaz kinaz (PDK) genlerinin bagil
MRNA seviyeleri

PEPC geninden sonra en yiiksek kat artigi, pH 10 N— kosulunda PDC-E2 (4,4 kat) ve GPDH
(3,65 kat) genlerinde saptanmistir (Sekil 4.10e; Cizelge 4.8). Ote yandan, sadece N—
stresinde de bu genlerin ekspresyon seviyelerinde de 6nemli dl¢iide (p < 0,05) artis (2,64 kat
ve 2,45 kat) oldugu belirlenmistir. Bu bulgu, PDC-E2 ve GPDH genlerinin ekspresyon
seviyesinde etkin faktoriin N— stresi oldugunu, alkali pH stresinin de bu etkiye katki
yaptigina isaret etmektedir. Bununla birlikte, 6zellikle PDC-E2 geninin, sadece alkali pH
stresinde de ekspresyon seviyesinin artmasinin (2,60 kat); bu genin ekspresyonunun agirlikli
olarak pH stresinden etkilendigini ve bu genin ekspresyonunda, alkali pH ve N— kombine
stresinin etkisinin daha fazla olabilecegini disiindiirmiistiir. PDC-E2 geni ile birlikte test
edilen tiim kosullarda ekspresyon seviyesinde dnemli 6l¢iide artis olan bir diger gen de ACC

genidir.
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Sekil 4.11. (a) NADP-bagimli malik enzim (kloroplastik), (b) NADP-bagimli malik enzim,
(c) Gliserol-3-fosfat aciltransferaz (GPAT3) ve (d) Gliserol-3-fosfat
dehidrogenaz (GPDH) genlerinin bagil mRNA seviyeleri

Sonug olarak; pH 6 N— kosulunda; PEPC, PDC-E2, GPDH, DGAT1, ME, ACC ve GPAT3
olmak iizere toplam 7 genin, pH 10 N— kosulunda ise bu 7 gen ile birlikte MEkioroplasti
geninin, mRNA ekspresyon seviyelerinde kontrol grubuna gore 6nemli 6l¢iide artis oldugu
saptanmustir (p < 0,05). Elde edilen bu bulgular dogrultusunda; hem N— stresinde hem de
N—/alkali pH kombine stresinde ekspresyon seviyesinde artis olan; PEPC, PDC-E1, PDC-
E2, ME, DGAT, ACC ve GPDH genlerinin, TAG biyosenteziyle iliskili olabilecegi

diistiniilmektedir.

4.13. pH ve Azot Yoklugu Stresinin A. protothecoides KP7 Susunun Yag Asidi Profiline
ve Biyodizel Kalitesine Etkisi

Alkali pH ve N— stresinin, A. protothecoides KP7 susunun yag asidi profiline etkisi ve yag

asidi profilinden yola ¢ikarak tahmini olarak hesaplanan bazi biyodizel 6zelliklerine etkisi
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arastirllmistir. Mikroalg yaglarindan kullanilabilir biyodizel elde etmek icin, mikroalg
yaglarinin yag asidi profilinin de uygun kompozisyona sahip olmasi gereklidir. Mikroalg
yaginin bilesiminde MUFAs (C18:1, C16:1) miktarmin fazla, PUFAs (C18:2, C18:3)

miktarinin az olmasi, biyodizel {iretimi i¢in tercih edilen bir 6zelliktir.

Yapilan analizler sonucunda; pH 6 N+ kiiltiiriinde ii¢ ana yag asidinin; C18:3 (%44,9), C18:2
(%30,2) ve C16:0 (%10,8) oldugu ve pH 10 N— Kkiiltiiriinde bu yag asitlerinin oraninda
onemli 6l¢iide farklilik oldugu saptanmustir (p < 0,05). pH 6 N— ve pH 10 N— kiiltiirlerinde
en fazla bulunan yag asidinin, oleik asit (C18:1) oldugu, bu yag asidinin pH 6 N—
kiiltiirtindeki yiizdesinin %54,7, pH 10 N-— Kkiiltiiriindeki yiizdesinin %57,5 oldugu

belirlenmistir.

Cizelge 4.9. A. protothecoides KP7 susunun yag asidi profili

pH 6 pH 10
Yag asitleri N+ N- N+ N-
C12:0 1,4+0,3 0,1 +0,0 0,6 +0,1 0,1+0,0
C14:0 1,1£0,3 1,8+ 0,1 0,8+0,1 1,9+0,1
C16:0 10,8 £ 0,7 12,7+0,1 13,2+0,1 12,5+0,1
Ci16:1 6,5+0,5 1,1+0,1 32+0,1 0,8+0,1
C18:0 2,1+0,8 1,5+0,1 42+0,3 1,5+0,1
Cci18:1 2,8+0,3 54,7+0,1 33,9+0,5 57,5+0,1
C18:2 30,2+0,5 20,8+ 0,1 244 +0,2 19,5+0,1
C18:3 449+0,9 6,8+0,1 189+0,5 5,6+0,1
C20:0 0+0,0 0,2+0,1 0,3+0,1 0,2+0,1
C20:1 0+0,0 0,1 +0,0 0,3+0,1 0,1+0,0
C22:0 0+0,0 0+0,0 0+0,0 0,1 +£0,0
SFAs (%)? 154 16,3 191 16,3
MUFASs (%)° 9,3 55,9 37,4 58,4
PUFASs (%)° 75,1 27,6 43,3 25,1

a: doymus yag asitleri, b: tekli doymamus yag asitleri, c: ¢oklu doymamis yag asitleri

pH 10 N— kosullarinda, C18:1 yag asidi oranindaki 6nemli artis1, linoleik asit (C18:2) ve
linolenik asit (C18:3) oranlarindaki eszamanli bir azalma takip etmistir (p < 0,05). Bu azalma
sonucunda, pH 10 N— kiiltiirtinde C18:2 ve C18:3 yag asitlerinin yiizdeleri sirastyla %19,5
ve %15,6 olmustur. Bunun yani sira, N— stres kosullarina benzer sekilde pH 10 N+
kosullarinda da C18:1 yiizdesinde artig, C18:2 ve C18:3 yag asitleri oranlarinda azalma
oldugu saptanmistir. En yiiksek ve en diisiik PUFA yiizdeleri sirasiyla pH 6 N+ (%75,1) ve
pH 10 N— (%25,1) kiiltiirlerinde saptanirken, MUFA'nin en yiiksek ve en diisiik oranlari pH
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10 N— (%58,4) ve pH 6 N+ (%9,3) kiiltiirlerinde belirlenmistir (Cizelge 4.9). Tim kiiltiir
kosullar1 arasinda, pH 6 N—ve pH 10 N— kiiltiirleri i¢in tahmini olarak elde edilen; kinematik
viskozite, yogunluk, bulutlanma noktasi, setan sayisi, iyot degeri, list 1s1l deger ve
oksidasyon kararlilig1 degerlerinin hem ABD (ASTM D6751) hem de Avrupa (EN 14214)
standartlarinda belirtilen referans degerleri karsiladig1 saptanmustir (Cizelge 4.10). Ozellikle
pH 10 N— kiiltiiriinden elde edilen YAME, test edilen tiim kosullar arasinda en diisiik iyot
degeri (97,64 g 12/100 g), en yiiksek oksidayson kararlilif1 (7,29 saat) ve en yliksek setan

sayis1 (55,26) ile arzu edilen biyodizel 6zelliklerini sergilemistir.

Cizelge 4.10. A. protothecoides KP7 susundan elde edilen yag asidi metil esterlerinin
tahmini biyodizel 6zellikleri

pH 6 pH 10 EN ASTM
Biyodizel 6zellikleri N+ N- N+ N- 14214 D6751
KV 40°C (mm?s) 3,92 4,46 4,30 4,49 3,5-5,0 1,9-6,0
SG (kg/L) 0,884 0,879 0,880 0,879 0,86-0,90 0,85-0,90
CP (°C) -7,31 4,25 0,91 4,74 — -
CN 49,25 55,01 53,35 55,26 Enaz 51 En gok 47
IV (g 1,/100 g) 164,73 100,40 118,99 97,64 | Engok 120 -
HHV (MJ/kg) 42,13 40,61 41,05 40,54 - -
0S (h) 4,16 6,86 5,31 7,29 Enaz6 Enaz 3

KV: kinematik viskozite, SG: 6zgiil agirlik, CP: bulutlanma noktasi, CN: setan say1si, IV: iyot degeri, HHV: iist 1s1] deger,
OS: oksidasyon kararlilig1

4.14. pH ve Azot Yoklugu Stresinin C. vulgaris KP2 Susunun Yag Asidi Profiline ve
Biyodizel Kalitesine Etkisi

pH ve N-— stresinin, C. vulgaris KP2 susunun yag asidi profiline etkisi ve yag asidi
profilinden yola ¢ikarak tahimini olarak hesaplanan bazi biyodizel 6zelliklerine etkisi
arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda; hem N+ hem de N— kosullarinda her iki pH igin
de yag asiti profillerinin oldukga benzer oldugu belirlenmistir. N+ kosullarinda hem pH 8
hem de pH 9 i¢in major yag asitlerinin sirasiyla C16:0 (%21,86-%18,55), C18:2 (%27,62-
%26,03) ve C18:3 (%40,50-%44,37) oldugu saptanmistir, N— kosullarinda ise her iki pH
icin de C18:1 yag asidi miktarinda Onemli 6l¢iide artig, C18:2 ve C18:3 yag asidi

miktarlarinda ise 6nemli dlglide diisiis oldugu tespit edilmistir (p < 0,05).
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Cizelge 4.11. C. vulgaris KP2 susunun yag asidi profili

pH 8 pH9
Yag asitleri N+ N—- N+ N—
C12:0 0,15+0,01 0,10+0,01 1,53 +0,2 0,26+ 0,1
C14:0 0,18 £0,03 0,15+0,01 0,24 £ 0,1 0,20+ 0,1
C16:0 21,20+0,5 21,80+0,9 18,55+0,8 19,87 +0,9
Cle6:1 2,10+ 0,6 1,25+0,1 1,83 £ 0,1 0,8+0,1
C18:0 2,56 £0,2 3,89 +0,4 2,06 £0,5 2,9+03
C18:1 4,80 +£0,5 32,80 £ 0,5 4,89 £0,8 32,21+£0,1
C18:2 27,62+0,9 16,13+0,5 26,03 +0,3 14,35+0,5
C18:3 40,50+ 0,8 23,20+0,9 44,37+ 0,7 27,31 +£0,6
C20:0 0,12 £0,02 0,17 +£0,0 0,0£0,0 0,11+0,01
C20:1 0,0+ 0,0 0,13 +0,02 0,0+ 0,0 0,10 £ 0,01
C22:0 0+0 0,10£0,01 0,11+0,01 0,10 £ 0,01
SFAs (%)? 24,21 26,21 22,67 24,23
MUFASs (%)° 6,90 34,18 6,72 33,11
PUFAS (%)° 68,12 39,33 70,40 41,66

a: doymus yag asitleri, b: tekli doymamus yag asitleri, c: ¢coklu doymamis yag asitleri

Buna gore, pH 8 N— ve pH 9 N— kiiltiirlerinde C18:1 yag asidi miktarlarinin sirastyla %32,80
ve %32,21, C18:3 yag asidi miktarlarinin %23,20 ve %27,31, C18:2 yag asidi miktarlarinin
ise %16,13 ve %14,35 oldugu belirlenmistir. En yiiksek ve en diisiik PUFA ytizdeleri
strastyla pH 9 N+ (%70,40) ve pH 8 N— (%39,33) kiiltiirlerinde saptanirken, MUFA'nin en
yiksek ve en diisiik oranlart pH 8 N— (%34,18) ve pH 9 N+ (%6,72) kiiltiirlerinde
belirlenmistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.12. C. vulgaris KP2 susundan elde edilen yag asidi metil esterlerinin tahmini

biyodizel 6zellikleri
pH 8 pH 9 EN

Biyodizel dzellikleri N+ N- N+ N- 14214 ASTM D751
KV 40°C (mm?/s) 4,05 4,35 4,00 4,30 3,5-5,0 1,9-6,0
SG (kg/L) 0,883 0,88 0,883 0,881 0,86—0,90 0,85-0,90
CP (°0O) -4,53 1,82 -5,63 0,80 - -
CN 50,63 53,80 50,08 53,29 Enaz51 En ¢ok 47
IV (g 12/100 g) 149,29 113,89 155,42 119,61 | En ¢ok 120 -
HHV (MJ/kg) 41,77 40,93 41,91 41,06 - -
0S (h) 4,32 5,59 4,27 5,42 Enaz6 Enaz3

KV: kinematik viskozite, SG: 6zgiil agirlik, CP: bulutlanma noktasi, CN: setan sayis1, IV: iyot degeri, HHV: {ist 1s1l deger,
OS: oksidasyon kararlilig

Tiim kiiltiir kosullar1 arasindan, pH 8 N— ve pH 9 N— kiiltiirleri i¢in tahmini olarak elde

edilen; kinematik viskozite, yogunluk, bulutlanma noktasi, setan sayisi, iyot degeri, st 1s1l
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deger ve oksidasyon kararlilig1 degerlerinin ASTM D6751 standartlarinda belirtilen referans
degerler araliginda oldugu saptanmistir (Cizelge 4.12). Ozellikle pH 8 N— kiiltiiriinden elde
edilen YAME’nin, test edilen tiim kosullar arasinda en diisiik iyot degeri (113,89 g 12/100
g), en ylksek oksidasyon kararlilig1 (5,59 saat) ve en yiiksek setan sayis1 (53,80) ile arzu

edilen biyodizel 6zelliklerine sahip oldugu belirlenmistir.
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5. TARTISMA

Genellikle hizli tireyen mikroalglerin diisiik yag igcerigine sahip oldugu, yiiksek yag icerigine
sahip olan mikroalglerin ise yavas lireyen tiirler oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, mikroalg
biyodizelinin pazarlanmasi icin yliksek biyokiitle ve lipit konsantrasyonlarina sahip olan
dogru tiirlerin belirlenmesi 6nemlidir (Alalwan, Alminshid ve Aljaafar, 2019). Bunun yani1
sira, genis Olcekte biyodizel iiretimi igin biyodizele %99 oraninda doniisebilen TAG
lipitlerini, yiiksek oranda igeren mikroalg suslarinin kesfedilmesi veya gelistirilmesi
gereklidir. Bu baglamda, TAG biyosentez yolaginda rol alan anahtar genlerin saptanmasi ve
bu genlerde yapilacak genetik modifikasyon caligmalari ile TAG igerigi ve biyokiitle
konsantrasyonu yiiksek olan mutant suslarin elde edilmesi miimkiin olabilecektir (Fukuda

ve digerleri, 2018).

Mikroalgler farkli stres kosullari altinda yiliksek miktarda lipit, o6zellikle de TAG
biriktirmeleri nedeniyle biyodizel iiretimi i¢in umut vadeden alternatif kaynaklardan
birisidir. Besiyeri bilesenlerinin (azot, fosfor, siilfiir vb.) ve kiiltiir kosullarinin (1s1k
yogunlugu, pH, sicaklik vb.) manipiilasyonu, mikroalglerde lipit ve TAG {iretimini uyarmak
icin yaygin olarak kullanilan yaklasimlardan birisidir. N— stresi, mikroalglerde TAG
birikimini tetikleyen en etkili streslerden birisi olmasiyla birlikte, protein sentezi, klorofil
sentezi ve fotosentetik performansi sinirlayarak mikroalglerde hiicre biiylimesini baskilayan
bir stres faktoriidiir (Zhao ve digerleri, 2017). Bunun yani sira besiyeri pH’s1, kiiltiir
ortaminda bulunan inorganik karbon tiirlerinin (CO2/HCO3 /CO3*") ve makro besinlerin
(nitrat, fosfat) alimini etkiledigi i¢in alg biiylimesini etkileyen 6nemli bir fizyolojik faktordiir

(Beardall ve Raven, 2016).

Son yillarda literatiirde ekstrem c¢evre kosullarindan izole edilen mikroalg tiirlerinin yiiksek
yag icerigine sahip olduklar1 rapor edildiginden (Thangavel ve digerleri, 2018), bu tez
caligmasinda yiiksek sicaklik (Ziga kaplicalar atik suyu, 43°C), yiiksek tuzluluk (Tuz Go6lii)
ve disiik pH (Kogpinar kaynak suyu, pH 5,5) 6zelliklerine sahip su kaynaklar1 dahil olmak
tizere toplam 10 farkli su kaynagindan mikroalg izolasyonlar1 gergeklestirilmistir.
Calismada, izole edilmis olan mikroalgler arasindan besiyerinde en iyi lireme gosteren 30
mikroalg izolat1 kullanilmistir. Bu baglamda, 10 farkli su kaynagi arasindan sadece Ziga

kaplicalar1 atik suyundan izole edilen mikroalgler ¢ok yavas lireme gosterdikleri igin
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caligmaya dahil edilmemistir. 30 mikroalg izolat1 arasinda N— stres kosullarinda yapilan
seleksiyon ¢aligmasi sonucunda TAG igerigi ve lipit verimi en yiiksek olan 9 mikroalg izolati
secilmis ve bu izolatlar ITS1-5.8S-ITS2 sekans bolgesine gore tanimlanmistir. ITS1-5.8S-
ITS2 sekans bolgesi, mikroalg tiirlerinin DNA barkodlamasi i¢in yaygin olarak kullanilan
bir lokustur (Hadi ve digerleri, 2016). Bu calismada,9 mikroalg izolatindan 7’si, ITS1-5.8S-
ITS2 sekansina gore basarili bir sekilde tanimlanirken, Scenedesmus cinsi olarak
tanimlanmis olan EA7 ve S1 kodlu izolatlarin tam olarak tanimlanabilmesi i¢in daha fazla
veriye ihtiya¢ oldugu goriilmiistiir. Scenedesmus cinslerinin tanimlanmasinda rbcL, tufA,
16S ve ITS gibi birden fazla gen lokusunun sekanslanmasinin, tanimlamada daha etkili bir
yontem oldugu rapor edilmistir (Zou ve digerleri, 2016). Bu baglamda; EA7 ve S1 kodlu
izolatlarin tam olarak tanimlanabilmesi i¢in ITS ile birlikte rbcL ve tufA gibi farkli gen

lokuslarinin da sekanslanmasinin gerekli oldugu 6ngoriilmektedir.

30 mikroalg izolat1 arasindan, TAG miktarina ve lipit verimine gore segilen 9 izolatin hepsi
tatli su kaynaklarindan izole edilmis olup, Tuz Géliinden izole edilen 5 izolatin TAG
iceriklerinin en diisiik seviye oldugu belirlenmistir. Ayrica, 9 mikroalg susu arasindan TAG
icerigi en yiiksek olan 2 sus (C. vulgaris KP2 ve A. protothecoides KP7), Kogpinar kaynak
suyundan izole edilmistir. Bu bulguyu destler sekilde, Breuer ve digerleri (2012) yaptiklar
calismada, kullandiklar1 suglar arasinda N— stresi altinda bazi tuzlu su mikroalglerinin
(Phaeodactylum tricornutum, Dunaliella tertiolecta, Isochrysis aff. galbana), tatli su
mikroalglerine (Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus, Chlorella zofingiensis) gére ¢ok

daha diisiik TAG igerigine sahip oldugunu rapor etmislerdir.

30 mikroalg izolat1 arasindan segilen 9 mikroalg izolatindan; Scenedesmus, Ankistrodesmus,
Acutodesmus ve Chlorella cinslerinin Tiirkiye’deki farkli ¢evresel su kaynaklarindan izole
edildigi bircok calisma rapor edilmistir (Maraslioglu, Soylu ve Goniilol, 2011; Onay,
Sonmez, Oktem ve Yucel, 2014; Akgiil, Kizilkaya, Akgiil ve Erdugan, 2017). Ote yandan,
Tiirkiye’deki su kaynaklarindan Mychonastes cinsinin izole edildiginin bildirildigi bir
caligmaya rastlanilmamistir. Bununla birlikte, bu ¢alismada TAG igerigi en yiiksek tiir olan
A. protothecoides tiiriiniin, Tiirkiye’deki herhangi bir ¢evresel ortamdan izole edildigine dair
bir rapora rastlanilmamistir. Bu bakimdan, bu tez calismasi, A. protothecoides ve
Mychonastes tiirlerinin Tiirkiye’deki bir su kaynagindan izole edildiginin bildirildigi ilk

calismadir.
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Tez ¢alismasinda, en yliksek TAG igerigine sahip olan C. vulgaris KP2 ve A. protothecoides
KP7 suslarinin, N— altinda C. reinhardtii cw15 mutant susundan daha ytiksek TAG igerigine
sahip oldugu belirlenmistir. C. reinhardtii cw15 susunun yiiksek TAG igerigine sahip oldugu
bildirilmis olan 6nceki ¢aligmalarda (Wang ve digerleri, 2009; Siaut ve digerleri 2011), bu
susun TAG miktar1 N— stresi altinda sirastyla ve 10 pg/10° hiicre ve 40 pg/10° hiicre olarak
Olgiilmiistiir. Bu tez calismasinda ise C. reinhardtii cwl5 susunun TAG igeriginin
belirlenmesinde RFU degeri ve HPTLC’de elde edilen TAG bant kalinliklar1 referans
alindigindan, bu sus i¢in TAG miktarlarinin 6nceki raporlarla karsilastirilmast miimkiin

olmamustir.

Ote yandan, secilen 9 izolatin hepsinde N— stresine bagli olarak lipit veriminde artis olurken,
C. reinhardtii cw15 sususun lipit veriminde N— stresi altinda diisiis oldugu goriilmiistiir. C.
reinhardtii cw15 susu N+ kosullarinda biyokiitle konsantrasyonu en yiiksek olan sus (82
mg/L/d) iken, N— stresi altinda biyokiitle konsantrasyonunda yaklasik 3,72 katlik bir azalma
oldugu saptanmistir. N— stresine bagh olarak, iiremenin ¢ok yavaglamasindan ve % lipit
miktarindaki artisin az olmasindan dolayi, C. reinhardtii cw15 susunun lipit veriminde
azalma oldugu disiiniilmektedir. Ancak, literatiirde C. reinhardtii cw15 susunun N+ ve N—
kosullarinda lipit veriminin saptandig1 bir ¢alismaya rastlanmadigindan, bu durumla ilgili

daha fazla aragtirma yapilmasina ihtiyag¢ vardir.

N-— stres denemesi sonucunda se¢ilmis olan C. vulgaris KP2 ve A. protothecoides KP7
suslarinda TAG igerigi ve biyokiitle konsantrasyonu bakimindan optimal pH’nin
belirlenmesi i¢in yapilan ¢alisma sonucunda; C. vulgaris KP2 susunda en yiiksek biyokiitle
konsantrasyonu N+ kosullar1 altinda pH 9°da saptanmistir. Benzer rapor, Gong, Feng, Kang,
Luo ve Yang (2014) tarafindan rapor edilmis olup C. vulgaris’in pH kontrollii ve pH
kontrolsiiz kiiltlirlerinde, en fazla hiicre yogunlugunun pH 9 ve pH 10’da oldugu
bildirilmistir. Ote yandan, bu tez ¢alismasinda igerisinde azot kaynag: bulunan karbonat-
bikarbonat tamponlu besiyerlerinde (pH 10 N+ ve pH 11 N+), C. vulgaris KP2 susunun
liremesinin yavasladigi gozlenmistir. Bu bulgunun aksine, kiiltiir ortamina bikarbonat
ilavesinin C. vulgaris’de biyokiitle konsantrasyonunu arttirdigina dair bazi raporlar
literatiirde mevcuttur. Lohman ve digerleri (2015), C. vulgaris tiirii ile yaptiklar: calismada,
besiyerinde farkli karbonat ve bikarbonat konsantrasyonlar1 kullandiklarini ve tiim kosullar
arasinda en yiiksek biyokiitle konsantrasyonunu (600 mg/L), igerisinde 50 mM bikarbonat
bulunan besiyerinde (pH 9,82) elde ettiklerini bildirmislerdir. Bu rapordan yola ¢ikarak; bu
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calismada C. vulgaris KP2 susunun karbonat-bikarbonat tamponlu besiyerinde biyokiitle
konsantrasyonunda diislis olmasi, BGI11 besiyerinde bulunan sodyum bikarbonat

konsantrasyonunun (12,5 mM) yeterli seviyede olmamasiyla agiklanabilir.

Optimal pH ¢alismasinin ardindan, A. protothecoides KP7 susu igin en yiiksek biyokiitle
konsantrasyonu ve TAG igerigi, karbonat-bikarbonat tamponu ile olusturulmus alkali pH
(pH 10) ve N— stres kombinasyonu kosullar1 altinda (pH 10 N-) elde edilmistir. Benzer
sekilde yakin tarihli bir raporda, N— kosullar1 altinda besiyerine sodyum bikarbonat (100
mM) ilavesinin, Dunaliella salina'nin biyokiitle ve lipit seviyelerinde kontrol kiiltiirlerine
kiyasla 6nemli dlctide (p < 0,05) artisa neden oldugu bildirilmistir (Srinivasan ve digerleri,
2018). Ayrica N— stresi altinda TAG birikimindeki artigin, bircok mikroalg susunda

biyokiitle konsantrasyonunu da arttirdigi rapor edilmistir (Breuer ve digerleri, 2012).

Ote yandan, A. protothecoides KP7 susunun pH 10 N— kosullarinda iireyebildigi, pH 10 N+
kosullarinda iireyemedigi gozlenmistir. Bu fenomenle ilgili olarak; N— stresinin tetikledigi
cesitli hiicresel yanitlarin, A. protothecoides KP7 susunun yiiksek alkali pH’ya toleransina
katki saglamig olabilecegi diistiniilmektedir. N— stresinin plazma membranindan hiicrelere
onemli miktarda Ca?* akisin1 indiikledigi ve sitozolik Ca?* seviyesindeki artigin bir Ca?*
sinyali olarak hizmet ettigi bildirilmistir (Chen, Zhang, He ve Wang, 2014). Bununla birlikte
Saccharomyces cerevisiae tiiriinde yiiksek pH stresi altinda sitozolik kalsiyum miktarindaki
artisin, kalsindrin yolagmi aktive ettigi ve bu yolagin aktive olmasmin alkali pH
adaptasyonunu sagladigi rapor edilmistir (Viladevall ve digerleri, 2004). Bu raporlara
dayanarak, A. protothecoides'de alkali pH adaptasyonunda yer alan kalsiyum aracili sinyal
yolaklarinin N— ile tetiklenmis olabilecegi sdylenebilir. Ancak, A. protothecoides'in yiiksek
pH'ya adaptasyonunda, karbonat-bikarbonat tamponu igeren ve azot kaynagi bulunmayan

kiiltlir ortaminin roliinii anlamak i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

Bir¢ok mikroalg tiirlinde, azot yoklugunun protein igeriginde azalmaya yol actigin
bildirilmistir (Michelon ve digerleri, 2016; Gao ve digerleri, 2019). Mikroalgler, N—
stresinde boliinmelerini stirdlirmek icin hiicre i¢i azotlu bilesikleri (amino asitler, proteinler,
klorofil) geri dontstiiriirler (Arora, Pienkos, Pruthi, Poluri ve Guarnieri, 2018). Bu
caligmada, A. protothecoides KP7 nin pH 10 N— kiiltiiriiniin 7. giindeki protein icerigi, pH
6 N+ kiiltiirlinlin protein i¢eriginden 6nemli Ol¢iide (p < 0,05) daha diisiik bulunmustur.

Benzer sekilde C. vulgaris KP2’nin pH 9 N— kiiltiirtindeki protein igerigi, 7. glinde pH 9 N+
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kiiltiirinlin protein igeriginden 6nemli dlglide (p < 0,05) daha diisiik bulunmustur. Her iki
sus i¢cin de en yiiksek TAG igerigine sahip kiiltiirlerin en diisiik protein igerigine sahip
olmasinin, N— stresi altinda metabolik karbon akisinin proteinden TAG sentezine dogru

yonlendirilmis olabilecegine isaret etmektedir.

Olumsuz kiiltiir kosullar1 altinda TAG akiimiilasyonunun yani sira, birgok mikroalg tiirii
hiicre icinde yiiksek miktarda nisasta da biriktirebilir (Siaut ve digerleri, 2011). Hatta
nisastanin bazi1 mikroalg tilirlerinde azot yoksunlugu sirasinda yiiksek miktarlarda biriken ilk
makromolekiil oldugu bildirilmistir (Klein, 1987). Bu raporlar1 destekler sekilde, pH 10 N—
kosullar altinda 7. gliniin sonunda A. protothecoides KP7’nin nisasta igerigi (20.4%), TAG
iceriginden (%16,4) daha yiiksek bulunmustur. Ayni sekilde C. vulgaris KP2 susunda da 7.
giiniin sonunda pH 9 N— kiiltiiriiniin nisasta igerigi (%11,8), TAG igeriginden (%38,5) daha
yliksek bulunmustur.

Klorofil igerigi, fotosentetik etkinlik ve nitrojen eksikliginin fizyolojik bir gostergesidir
(Ding ve digerleri, 2005). N— stresi altinda, mikroalglerde klorofil sentezi ve fotosentez
performansinin diistiigii bildirilmistir (Zhao ve digerleri, 2017). N— stresinde, klorofilin
karbon doniistimii igin pargalandigi ve geri dondstiiriilmiis fazla karbonun, TAG gibi
depolama bilesiklerinin sentezi igin substrat ve enerji kaynagi sagladigi bildirilmistir
(Msanne ve digerleri, 2012). Bu raporlar1 destekler sekilde, A. protothecoides KP7 susu igin
en yiiksek TAG igerigine sahip olan pH 10 N— kiiltiiriindeki klorofil miktarinin (3,6 mg g ),
pH 6 N+ (13,45 mg g %) ve pH 10 N+ (22,1 mg g }) kiiltiirlerinin klorofil miktarlarindan
onemli Ol¢tide (p < 0,05) daha diisiik oldugu saptanmistir. C. vulgaris KP2 susu i¢in de
benzer sonuglar alinmis ve en yiiksek TAG igerigine sahip olan pH 9 N— kiiltiiriiniin klorofil
miktarmin (35,1 mg g 1), pH 8 N+ ve pH 9 N+ kiiltiirlerinin klorofil miktarlarmdan (48,8
mg g%, 51,6 mg g 1) 6nemli Slciide (p < 0,05) daha diisiik oldugu tespit edilmistir.

A. protothecoides KP7 susunda, en yiiksek TAG igerigi pH 10 N— kiiltiriinde saptanmis ve
pH 10 N— kiiltiirtiniin TAG igerigi, pH 6 N— kiiltiiriinden 6nemli 6lgiide (p < 0,05) daha
yiiksek bulunmustur. Bu ¢alismada; A. protothecoides tiiriiniin TAG akiimiilasyonuna, alkali
pH ve azot yoklugu kombine stresinin etkisi ilk kez arastirilmistir. Ote yandan diger
mikroalg tiirlerinde de bununla ilgili baz1 ¢aligmalar mevcuttur. Bulgularimiz1 destekler
sekilde, Gardner ve digerleri (2011) tarafindan yapilan ¢aligmada; Scenedesmus sp. WC-1
ve Coelastrella sp. PC-3 tiirlerinde TAG igeriginin arttirilmasinda yiiksek alkali pH (pH >
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10) ve azot azlig1 stres kombinasyonunun, sadece alkali pH’dan veya sadece azot azlig1
stresinden daha etkili bir yontem oldugu rapor edilmistir. Baska bir calismada, Xia ve
digerleri (2015), Desmodesmus sp. NMX451 tiiriiniin bikarbonat aracili yiiksek alkali pH
(pH > 10) ve N— kombine stresindeki TAG igeriginin, sadece N— stresinden daha ytliksek

oldugunu gostermislerdir.

A. protothecoides KP7 susunun pH 10 N— kosullarinda TAG igerigi (%16,4) ve TAG/toplam
lipit oran1 (%62,0) bazi raporlardan daha yiiksek olsa da toplam lipit miktarmin (%26,5)
literatiirde A. protothecoides tiirii i¢in rapor edilmis olan lipit miktarlarina gore daha diisiik
oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismalardan birisinde, A. protothecoides'in N— kosullarinda ve
heterotrofik kiiltiiriinde, %55,2'ye kadar lipit icerigine sahip oldugu bildirilmistir (Xu, Miao
ve Wu, 2006). Baska bir calismada, A. protothecoides 'in heterotrofik kiiltiiriinde, en yiiksek
lipit iceriginin 31%, en yiksek TAG igeriginin %12 ve TAG/TL oraninin %40 oldugu
bildirilmistir (Rosenberg ve digerleri (2014). Bir diger calismada ise A. protothecoides'in
fototrofik kiiltiiriinde ve N— stresinde lipit miktarinin %55, TAG miktarinin %39, TAG/TL

oraninin ise %71 oldugu rapor edilmistir (Sun, Zhou, Gerken, Chen ve Liu, 2015).

C. vulgaris KP2 susunun, pH 9 N— kosullarinda elde edilen toplam lipit i¢erigi (%27,6), bazi
onceki raporlar ile karsilastirilabilir diizeydedir. Dos Santos, Kunigami, Aranda ve Teixeira
(2016), C. vulgaris tiirii igin N— stresinde en yiiksek lipit igeriginin %25,4 oldugunu
bildirmislerdir. Lv ve digerleri (2010) ise azot sinirlamasi kosullarinda C. vulgaris tiiriiniin
%20 lipit igerigine sahip oldugunu rapor etmislerdir. Yakin zamanda yapilan bir arastirmada,
N-altinda ve ototrofik kosullarda Chlorella vulgaris’in %19,4 lipit igerigine sahip oldugu
bildirilmistir (Shen ve digerleri, 2019). Ote yandan bulgularimizdan ¢ok daha yiiksek lipit
ve TAG igerigine sahip C. vulgaris tiirleri de rapor edilmistir. Belotti, Bravi, de Caprariis,
de Filippis ve Scarsella (2013), C. vulgaris’in ototrofik ve azot azlig1 kisitlamas1 altinda %43
lipit igerigine sahip oldugunu rapor etmislerdir. Bir diger ¢alismada ise N— stresinde C.
vulgaris tiriinin TAG igeriginin kuru hiicre agirliginin %40’indan fazla oldugunu

bildirmislerdir (Breuer ve digerleri, 2012).

Mikroalg tiirlerinin biyodizel iiretim kapasitesini tahmin etmek i¢in 6nemli parametrelerden
birisi de lipit verimliligidir. A. protothecoides KP7 susu i¢in test edilen tiim kosullar arasinda
en ylksek lipit verimi (17,1 mg/L/giin), pH 10 N— kiiltiirlinde gozlenmistir. A.
protothecoides tiirii ile yapilan bazi ¢alismalarin bulgulariyla karsilastirildiginda (Chen ve



79

Walker, 2011; Feng, Walker, Bridges, Thornton ve Gopalakrishnan, 2014; Patel, Matsakas,
Rova ve Christakopoulos, 2018), bu tez ¢alismasinda elde edilen lipit verimi degerlerinin,
bildirilenlerden (2.400 mg/L/giin, 950 mg/L/giin, 1.130 mg/L/giin) olduk¢a diisiik oldugu
gozlenmistir (Cizelge 5.1). Yiiksek lipit verimi elde edilen bu c¢alismalarda; A.
protothecoides gesitli karbon kaynaklar1 (Glikoz, ham gliserol, bira fermantasyon atig1, odun
biyokiitlesinden elde edilen hidrolizatlar gibi) ve azot kaynagi olarak maya Oziiti
kullanilarak heterotrofik kosullar altinda kiltiirlenmistir. A. protothecoides'in ototrofik
kiiltiirtiniin nadir bir ¢alismasi, N— stresi altinda lipit veriminin 274,15 mg/L/giin oldugunu

rapor etmistir (Binnal ve Babu, 2017).

Cizelge 5.1. A. protothecoides ve C. vulgaris tiirleri igin azot yoklugu/azligi kosullarinda
onceki ¢alismalarda bildirilen lipit icerikleri ve lipit verimleri

Azot Kiiltiir Lipit verimi Lipit

Mikroalgler Stresi kosulu (mg/L/giin) icerigi (%) Referans
C. vulgaris KP2 N-/pH 9 Ototrofik 2,0 27,6 Bu ¢alisma
A. protothecoides KP7 N—/pH 10  Miksotrofik 17,1 26,5 Bu ¢alisma
. . Griffiths, Van Hille ve
C. vulgaris UTEX 395 N Fototrofik 3,0 Harrison (2014b)
C. vulgaris UTEX 395 NA Ototrofik 41,0 54,0 Mujtaba ve digerleri (2012)
C. vulgaris NIES-227 N- Ototrofik 14,9 194 Shen ve digerleri (2019)
C. vulgaris NIES-227 N- Miksotrofik 130,1 62,6 Shen ve digerleri (2019)
C. vulgaris NA Ototrofik 40,0 20,0 Lv ve digerleri (2010)
C. vulgaris AG10032 NA Ototrofik 77,8 43,0 Belotti ve digerleri (2013)
. . Griffiths, Van Hille ve
C. vulgaris N- Ototrofik 19,0 - Harrison (2014a)
C. vulgaris CCAP . . .
211/1?8 N- Ototrofik 20,9 17,6 Wong ve digerleri (2017)
?'lf_r;’;"theco'des SAG NA  Heterotrofik 1.130 645  Patel ve digerleri (2018)
A. protothecoides .
UTEX 256 NA Heterotrofik 2.400 61,5 Chen ve Walker (2011)
A. protothecoides . . .
UTEX 256 NA Heterotrofik 950,0 52,5 Feng ve digerleri (2014)
;\'lf_rfggheco'des SAG N- Ototrofik 274,2 735 Binnal ve Babu (2017)

—: rapor edilmemis, N—: azot yoklugu, NA: azot azlig1

C. vulgaris KP2 susu i¢in pH 9 N— kosullarinda elde edilen lipit verimi (2,00 mg/L/giin)
degeri, Cizelge 5.1°de rapor edilen baz1 bulgulardan yiiksek olsa da bu susun biyodizel
iiretimi i¢in olduke¢a diisiik lipit verimine sahip oldugu goriilmektedir. Besiyerinde bulunan
karbon kaynaklarinin ve karbon/azot oraninin, mikroalglerin biyokiitle verimi ve lipit verimi
lizerinde 6nemli bir etkisi oldugu bildirilmistir (Silaban, Bai, Gutierrez-Wing, Negulescu ve
Rusch, 2014; Patel ve digerleri, 2018). Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, Chlorella sp.
HS2 susunun kiiltiirtinde, besiyerinde optimal konsantrasyonlarda glikoz, sodyum nitrat ve

dipotasyum fosfat kullanildiginda, 5370 mg/L/giin biyokiitle verimi elde edildigi rapor
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edilmistir (Kim ve digerleri, 2019). Ayrica, Shen ve digerleri (2019), C. vulgaris NIES-227
susu i¢in BG11 besiyerinde ototrofik kosullarda 14,9 mg/L/giin lipit verimi elde ettiklerini,
miksotrofik kosullarda ve N— stresi altinda ise 130,1 mg/L/giin lipit verimi elde ettiklerini

bildirmislerdir.

A. protothecoides ve C. vulgaris tiirlerinin heterotrofik ve miksotrofik kosullarda iyi
tiredikleri g6z ontinde bulunduruldugunda; ¢alismada kullanilan A. protothecoides KP7 ve
C. vulgaris KP2 suslar1 igin besiyerinde farkli karbon kaynaklarinin kullanimi ve
karbon/azot oraninin optimize edilmesi gibi yaklasimlarin, her iki susun da lipit verimine

katk1 saglayabilecegi ongoriilmektedir.

Mikroalglerde biyokiitle ve lipit akiimiilasyonunu arttirmak i¢in molekiiler yaklagimlarin
kullanilmasi, 4. nesil biyodizel iiretimi i¢in onemli bir basamaktir. TAG biyosenteziyle
iligkili anahtar genlerin belirlenmesi, TAG biyosentezini arttirmak ic¢in yapilacak olan
genetik modifikasyonlara zemin hazirlayacaktir. Bu baglamda, ¢alismada en yiiksek TAG
icerigine sahip olan A. protothecoides KP7 susunda bazi genlerin TAG senteziyle iliskisi
aragtirllmistir. Calismada, hem pH 6 N— hem de pH 10 N— kosullar1 altinda en yiiksek
ekspresyon seviyesi, PEPC geninde saptanmistir. Elde edilen bulgular, bu genin N—
stresinde indiiklendigini ve TAG senteziyle iliskili olabilecegini gostermektedir. Bu bulguyu
destekler sekilde, PEPC geninin N— stresinde ekspresyon diizeyinde artis oldugu bazi
calismalarda bildirilmistir. Mamedov, Moellering ve Chollet (2005), Chlamydomonas
reinhardtii’de bulunan iki PEPC geninin (Ppcl ve Ppc2), mRNA ekspresyon seviyelerinin
azot azhi@ kosullarinda en yiiksek diizeyde oldugunu Northern blot teknigi ile
gostermiglerdir. Moellering ve digerleri (2007), Chlamydomonas reinhardtii’de iki PEPC
izoformunun protein seviyelerinin azot azlifinda en yiiksek diizeyde oldugunu rapor
etmislerdir. Bu calismalarda PEPC enziminin N— stresinde indiiklendigi rapor edilmekle
birlikte bu enzimin TAG senteziyle iliskisi oldugu bildirilmemistir. Bu ¢alismalarin yam
sira, PEPC enzimini kodlayan genler ile lipit sentezi arasinda ters iliski oldugunu bildiren
caligmalar da mevcuttur. Deng, Li ve Fei (2011), Chlamydomonas reinhardtii’de azot
azliginda Pepc2 geninin mRNA seviyesinde %63—%91 arasinda diisiis oldugunu ve bu genin
RNAI1 teknigi ile susturuldugunda, mikroalgin lipit igeriginde %14—28 artis oldugunu
bildirmislerdir. Wang ve digerleri (2017), Chlamydomonas reinhardtii’de iki PEPC genini
yapay miRNA’lar ile inhibe ettiklerini ve bunun sonucunda toplam yag asidinde %28,7-48,6

arasinda artis oldugunu bildirmislerdir. Bagka bir calismada ise Chlamydomonas



81

reinhardtii’de Pepcl geni CRISPR teknigi kullanilarak inhibe edilmis ve lipit igeriginde
%74,4 artis saglandigi rapor edilmistir (Kao ve Ng, 2017).

Bu caligmada, N— stresi altinda PEPC geninin mRNA ekspresyon seviyesindeki asir1 artis
ile TAG sentezi arasinda dogrusal bir iliski olup olmadiginin kesin olarak belirlenebilmesi
icin; bu genin protein diizeyinde ekspresyon seviyesinin ve enzim aktivitesinin saptanmast
veya bu genin susturularak TAG seviyesindeki degisimlerin ortaya konmasi gibi devam

caligmalarinin yapilmasi gerekmektedir.

PEPC geninden sonra, ekspresyon seviyesinde en fazla artis olan PDC-E2 geninin, test
edilen tiim kosullarda (pH 6 N—, pH 10 N+, pH 10 N—) ekspresyon seviyesinde artis olmasi
ve en yiiksek artisin pH 10 N— kosullarinda olmasi, bu genin TAG biyosenteziyle iliskili
olabilecegi ihtimalini kuvvetlendirmektedir. Bununla birlikte, N— stresi bu genin ekspresyon
seviyesini arttirsa da bu artigin, alkali pH ve N— stres kombinasyonuyla daha fazla olmasi ve
sadece alkali pH stresinde bile bu genin ekspresyon seviyesinde artis olmasi, bu genin
ekspresyonunda alkali pH stresinin énemli bir etkiye sahip oldugunu diisiindiirmektedir. Ote
yandan, literatirde PDC-E2 initesinin N— stresinde mRNA diizeyinin saptandigi bir
calismaya rastlanmamustir. Onceki ¢alismalarda, PDC-E1 iinitesi, yapay miRNA ile bloke
edilmis Chlamydomonas reinhardtii hiicrelerinde, toplam lipit miktarinin %25—40 arasinda
diistigii rapor edilmistir (Shtaida ve digerleri, 2014). Baska bir ¢alismada ise Neochloris
oleoabundans’da PDC kompleksi ile iliskili genlerin, azot azliginda yiiksek diizeyde ifade
edildigi rapor edilmistir (Rismani-Yazdi ve digerleri, 2012). Bu raporlarla birlikte bu
calismadan elde edilen bulgular, PDC kompleksinin TAG sentezinde 6nemli bir rol

oynadigina isaret etmektedir.

Calismada ekspresyon seviyesinde onemli 6l¢lide artis olan bir diger gen de GPDH genidir.
Bu genin pH 10 N— kosullarinda ekspresyon seviyesinin dikkate deger sekilde artmasi, TAG
senteziyle yiiksek oranda iliskisi olabilecegini diislindiirmektedir. Bu diisiinceyi destekler
sekilde, Yao ve digerleri (2014) tarafindan yapilan c¢alismada, GPDH geninin asir1
ekspresyonunda, P. tricornutum mikroalg tiiriiniin nétral lipit igeriginde 1,9 katlik artis
oldugu bildirilmistir. Ayrica, Gao ve digerleri (2014) tarafindan yapilan c¢aligmada, A.
protothecoides’in TAG metabolizmasinda GPDH ve ACC enzimlerinin anahtar enzimlerden
oldugunu ve bu enzimlerin hem mRNA hem de protein diizeylerinde artis oldugunu rapor

etmislerdir.
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Alglerde lipit metabolizmasiyla ilgili gen aileleri genellikle yliksek bitkilerden daha az
olmasina ragmen, Chlamydomonas reinhardtii tiiriinde sadece DGAT enzimini kodlayan 6
genin oldugunu (1 tane DGATI1 geni, 5 tane DGAT2 geni) ve her genin ekspresyon
seviyesinin N— stresinde farkli oldugu rapor edilmistir (Msanne ve digerleri, 2012). Bu
calismada, DGATI geninin pH 6 N— ve pH 10 N— kosullarinda ekspresyon seviyesinde
onemli Ol¢iide (p < 0,05) artis oldugu saptanmistir. Yapilan iki bagimsiz ¢alismada, hem tip-
1 hem de tip-2 DGAT genlerinin (DGAT1 ve DGAT2) azot yoklugunda indiiklendigi
bildirilmistir (Miller ve digerleri, 2010; Boyle ve digerleri, 2012).

N- kosullarinda ekspresyon seviyesinde yiiksek artis olan bir diger gen ise ME’dir.
Kloroplastik ME, sadece pH 10 N— kosulunda artis gosterirken, stoplazmik ME hem pH 6
N— hem de pH 10 N— kosullarinda artis gostermistir. Bu bulgu hem kloroplastik hem de
stoplazmik ME genlerinin TAG sentezi ile yiiksek oranda iligkili olabilecegine isaret
etmektedir. Son yillarda yapilan gen ekspresyon ve genetik modifikasyon c¢aligmalar1 bu
bulguyu desteklemektedir. Fan ve digerleri (2014)’nin Chlorella pyrenoidosa’da yaptiklari
iki farkli ¢calismada; N— stresinde ME genlerinin (me g6562 ve me g3137) de novo TAG
biyosentez yoluyla yiiksek oranda iligkili oldugu bildirilmistir. Bir baska ¢aligmada genetik
miithendisligi ile Chlorella pyrenoidosa’da ME’den sorumlu genin ekspresyon seviyesi ve
enzim aktivitesi arttirilmis ve optimal kosullarda toplam lipit miktarinin %40,9’a (kuru hiicre
agirliginin) ¢iktigi, notral lipit miktarinin da 3,2 kat arttigi, azot yoklugu kosullarinda ise bu
oranin %58,7’ye ve 4,6 kat’a ¢ikt1g1 rapor edilmistir (Xue ve digerleri, 2016).

Hem pH 6 N— hem de pH 10 N— kosullarinda, ekspresyon seviyesinde énemli 6lglide (p <
0,05) artis olan genlerden birisi de GPAT genidir. Tez bulgularini destekler sekilde, GPAT
geninin TAG senteziyle iliskili oldugu 6nceki ¢aligmalarda bildirilmistir. Boyle ve digerleri
(2012) ile Hsieh ve digerleri (2012) yaptiklar1 calismalarda GPAT geninin asiri
ekspresyonunda, TAG igeriginde sirasiyla 1,5 kat ve %30—40’lik bir artis oldugunu
bildirmislerdir.

Ozet olarak, A. protothecoides KP7 susu icin en yiiksek TAG igeriginin belirlendigi kosul
olan pH 10 N— kosulunda, ekspresyon seviyesinde dnemli dl¢iide artis oldugu belirlenmis
olan; PEPC, PDC kompleksi, GPAT, GPDH ve ME genlerinin TAG biyosentezinde anahtar
genler olabilecegi ihtimali iizerinde durulmakla birlikte, bu ihtimalin giiclendirilmesi i¢in

protein diizeyinde devam caligmalarinin yapilmas: gerekmektedir.
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Mikroalg yaglarindan yiiksek kalitede biyodizel elde etmek icin mikroalgal yaglarin yag
asidi profilinin belirli bir kompozisyona sahip olmas1 gereklidir. Tekli doymamis yag asitleri
(MUFA)’nden ozellikle oleik asit (18:1) agisindan zengin olan mikroalgal lipitler,
biyodizelin soguk akis 6zelligini ve oksidasyon kararliligini arttirdigi i¢in, biyodizel iiretimi
icin uygun yag asitleri olarak kabul edilmektedir (Knothe, 2009). Buna karsilik ¢oklu
doymamis yag asitleri (PUFA) seviyesi yiiksek olan biyodizel, oksidasyona ¢ok duyarlidir
(Falk ve Meyer-Pittroff, 2004). A. protothecoides KP7'nin pH 6 N+ Kkiiltiiriiniin C18:1
(%2,8), C18:2 (%30,2) ve C18:3 (%44.9) yag asitleri oranlariyla kiyaslandiginda; pH 10 N—
kiiltiirtinde C18:1 oraninda (%57,5) asir1 bir artis olurken, C18:2 (%19,5) ve C18:3 (%5,6)
yag asitlerinin oraninda ise azalma olmustur. Benzer sekilde, Xu ve digerleri (2006) N—
altinda heterotrofik olarak kiiltiirlenen A. protothecoides tiiriinde major yag asidinin C18:1
(%60,84) oldugunu rapor etmislerdir. Bagka bir calismada, N— stres kosullarinda kiiltiire
alinan A. protothecoides CS-41 susunun yag asidi metil ester (YAME)’inde; C18:1 oraninin
%51,3 oldugu, C18:2 ve C18:3 yag asitlerinin oraninin ise sirasiyla %10,2 ve %38,1 oldugu
bildirilmistir (Sun ve digerleri, 2015).

A. protothecoides KP7 susunun yag asit profilinde meydana gelen degisime benzer sekilde,
C. vulgaris KP2 susunda da N— stresinde C18:1 seviyesinde artis olurken, C18:2 ve C18:3
yag asitlerinin seviyesinde azalma olmustur. C. vulgaris KP2'nin yag asidi profili, daha nce
literatiirde C. vulgaris tiirii i¢in N— stresi altinda bildirilmis olan ve baskin yag asitlerinin
C18: 1 (%42,77), C16:0 (%19,70), C18:3 (%16,24) ve C18:2 (%9,54) oldugu bir raporla
tutarlilik gostermistir (Adamakis ve digerleri, 2018). Ayrica, her iki sus i¢in de alkali pH ve
N-— stres kombinasyonunun hem PUFA'y1 diisiirmede hem de MUFA seviyelerini artirmada
giiclii bir etkisi oldugu saptanmistir. N— stresi altinda PUFA igeriginin azalmasi, oksidatif
hasarin veya membran lipitlerinin, TAG'ye doniistiiriilmesinin bir sonucu olabilecegi

bildirilmistir (Li ve digerleri, 2012; Chokshi, Pancha, Ghosh ve Mishra, 2017).

YAME'nin biyodizel Ozelliklerinin belirlenmesindeki temel 06zelliklerinden birisi de
YAME’nin doymamislik derecesidir. YAME'nin doymamislik derecesi azaldikga; setan
say1s1, oksidasyon kararlilig1 ve kinematik viskozite degerlerinin arttig1, iyot degerinin ise
azaldig1 rapor edilmistir (Hoekman ve digerleri, 2012). A. protothecoides KP7 susundan elde
edilen YAME’ nin tahmini biyodizel 6zellikleri, hem ABD (ASTM D6751) hem de Avrupa
(EN 14214) standartlar1 tarafindan belirlenen biyodizel 6zelliklerini karsilamaktadir. Daha

yiksek setan sayisina ve oksidasyon kararliligina sahip biyodizel, biiyiik 6l¢ekli iiretimde
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herhangi bir siv1 yakitin daha iyi kendiliginden tutugsma kalitesine ve depolama siiresine
karsilik gelmektedir (Azam, Waris ve Nahar, 2005). A. protothecoides KP7 susu i¢in pH 10
N-— kosulunda elde edilmis olan YAME’nin tahmini setan sayisi1 (55,26) ve oksidasyon
kararlilig1 (7,29 saat) degerleri, hem ASTM D6751 (47, 3 saat) hem de EN 14214 (51, 6
saat) biyodizel standartlarinda bu oOzellikler i¢in belirtilmis olan alt smir degerlerin
iistiindedir. Ayrica bu ¢alismada elde edilen setan sayist degeri (55,26); Sun ve digerleri
(2015 ve Patel ve digerleri (2018) tarafindan A. protothecoides tiirleri i¢in rapor edilmis olan
setan sayis1 degerlerinden (54,76, 53,25) daha yiiksektir.

Ote yandan, C. vulgaris KP2 susu i¢in pH 9 N— kosullar1 altinda, elde edilen YAME’nin
setan sayisi degeri (53,29), hem ASTM D6751 (CN > 47) hem de EN 14214 (CN > 51)
standartlarini karsilarken, oksidasyon kararlilig1 degeri (5,42 saat) sadece ASTM D6751 (OS
> 3 saat) standardinda belirtilen alt sinirin biraz listlindedir. Ayrica bu susun, N— kosullari
altinda her iki pH i¢inde elde edilen YAME profilinde C18:3 yag asidi oranit %12 ’nin
iistiinde oldugu i¢in EN 14214 standardini (C18:3 < 9%12) karsilamamaktadir. Bunun aksine
A. protothecoides KP7 susundan elde edilen YAME, sahip oldugu C18:3 yag asidi oranindan
(%5,6) dolay1 EN 14214 standardini karsilamaktadir.

Diisiik iyot degeri, diisiik NOx emisyonu ile iligkilidir (Bart, Palmeri ve Cavallaro, 2010). A.
protothecoides KP7 susunda pH 10 N— kosullar1 altinda elde edilen YAME nin iyot degeri
(97.64 g 12/100 g), EN 14214 standardi igin belirtilmis olan tist sinirdan (IV < 120 g 12/100
g) daha diisiiktiir. Bununla birlikte, bulgularimizdan daha diisiik iyot degerine sahip (92,75
g 12/100 g) A. protothecoides tiirii bildirilmistir (Patel ve digerleri, 2018). C. vulgaris KP2
susu i¢in ise pH 9 N— kosullar altinda elde edilen YAME nin iyot degeri (119.61 g 12/100
g), EN 14214 biyodizel standardi i¢in belirtilmis olan iist sinira olduk¢a yakindir.

Biyodizel kalitesi i¢in 6nemli olan 6zelliklerden birisi de iist 1s1l degerdir. Hong, Lee ve Lee
(2015), biyodizelin iist 1511 degeri ne kadar ytiksekse, ayni motor giicii i¢in yakit tiiketiminin
o kadar diisiik oldugunu bildirmislerdir. Geleneksel biyodizellerin iist 1s1l degerlerinin tipik
olarak 39—41 MJ/kg araliginda oldugu (Demirbas, 2008) ve algal biyodizelin iist 1s1l
degerinin 40.66 MJ/kg oldugu bildirilmistir (Karmakar, Kundu ve Rajor, 2018). Bu
caligmada, A. protothecoides KP7 susundan elde edilen Y AME nin tahmini tist 1s1l degerleri,
test edilen kosullar arasinda 40,54—42,13 MJ/kg arasinda, C. vulgaris KP2 susu i¢in ise bu
degerler 40.93—41.91 MJ/Kg arasinda degiskenlik gostermistir.
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Sonug olarak; A. protothecoides KP7 susunun alkali pH (pH 10) ve N— kombine stresi
altinda hiicre icinde 6nemli miktarda TAG birikimi yapmasi, ideal yag asidi profiline ve
biyodizel ozelliklerine sahip olmasi, bu susun biyodizel iiretimi i¢in aday bir sus
olabilecegini gostermektedir. TAG igerigine ek olarak, A. protothecoides KP7 ve C. vulgaris
KP2 suslari, test edilen bazi kosullarda 6nemli miktarlarda protein ve nisasta {iretmistir. Bu
metabolitlerin; biyoyakit, gida takviyesi, hayvan yemi ve nutrasotik olarak kullanilabilme
potansiyelleri bulunmaktadir. (Garcia, de Vicente ve Galan, 2017). Ayrica, A.
protothecoides tiirii N— stresi altinda ve yiiksek alkali pH'da kiiltiire alindiginda ¢evresindeki
mikrobiyolojik kontaminantlardan daha az etkilenecektir (Bartley ve digerleri, 2014).
Karbonat-bikarbonat tamponu ile takviye edilmis azot kaynagi icermeyen kiiltiir ortaminin,
farkli mikroalg tiirlerinde de TAG iiretimini arttirmak ve miksotrofik kosullar altinda

biyolojik kontaminantlari en aza indirmek i¢in iyi bir strateji olabilecegi diistiniilmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Ulkemizin enerjide disa bagimliliginin fazla olmas1 ve biyodizel iiretiminde diger iilkelerin
oldukca gerisinde kalmasi g6z Oniinde bulunduruldugunda, biyodizel {iretiminde
kullanilabilecek alternatif kaynaklarin kesfedilmesi gerekmektedir. Mikroalglerin bazi
kosullar altinda yagl bitkilerden daha yliksek TAG igerigine ve lipit verimine sahip olmasi
ve yag asidi profillerinin bitkisel yaglara benzerlik géstermesi nedeniyle; mikroalg kaynakli
biyodizel, geleneksel biyodizele iyi bir alternatif olarak goriilmektedir. Son yillarda,
biyodizel iiretiminde kaynak materyal olarak kullanilabilecek mikroalg tiirlerinin, TAG
icerigini ve lipit verimini arttirmak icin farkli kiiltiir kosullarinda yetistirme ve genetik
miihendisligi ile mutant mikroalg tiirlerinin gelistirilmesi lizerine ¢alismalar hiz kazanmistir.
Bu tez calismasinda, farkli su kaynaklarindan izole edilmis 30 mikroalg izolatinin TAG
icerigi ve lipit verimi bakimindan karakterizasyonu yapilmis ve karbonat-bikarbonat
tamponlu alkali pH (pH 10) ve N— kombine stresinin A. protothecoides tiiriiniin; lipit
verimine, TAG igerigine, biyokimyasal kompozisyonuna, yag asidi profiline, biyodizel
kalitesine ve PEPC, PDC-E1, PDC-E2, GPDH, DGAT1, ME, ACC, GPAT ve PDK
enzimlerinin sentezinden sorumlu genlerinin ekspresyon seviyesine etkisi ilk kez
arastirllmistir. Bu arastirma bulgulari, karbonat-bikarbonat tamponu ile olusturulmus alkali
pH (pH 10) ile N— kombine stresinin, A. protothecoides tiiriinde TAG igerigini ve biyodizel
kalitesini arttirmak i¢in iy1 bir strateji olabilecegini gdstermistir. Bununla birlikte; bu ¢alisma
ile alkali pH ve N— stres kosullarinda mikroalglerin TAG akiimiilasyonu ile nisasta, protein
ve klorofil miktarlar1 arasindaki iligski ortaya konmus ve TAG biyosentezi ile iligkili bazi

anahtar genler saptanmustir.

Bu tez kapsaminda yapilan c¢alismalarin sonuglarindan elde edilen veriler dogrultusunda

asagidaki ¢ikarimlar yapilmaistir.

1. 30 mikroalg izolat1 arasindan yapilan se¢ilim c¢alismasi sonucunda, 6zellikle Kogpinar
kaynak suyundan izole edilen mikroalglerin ¢ogunda N— stresi altinda TAG {iretiminin
iyi oldugu, Tuz goliinden izole edilen mikroalglerin ise iyi bir TAG iireticisi olmadig1
tespit edilmistir.

2. 30 mikroalg izolat1 arasindan TAG ve lipit verimi en yiiksek olan suslarin C. vulgaris ve

A. protothecoides oldugu saptanmustir.
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3.

10.

11.

C. vulgaris susu igin biyokiitle konsantrasyonun ve TAG igeriginin en yiiksek oldugu
pH’nin pH 9, A. protothecoides susu i¢in biyokiitle konsatrasyonunun en yiiksek oldugu
pH’nin pH 6, TAG igeriginin en yiiksek oldugu pH’nin ise pH 10 oldugu belirlenmistir.
Karbonat-bikarbonat tamponu ile olusturulan alkali pH stresinin A. protothecoides
susunun TAG igeriginde, biyokiitle konsatrasyonunda ve lipit veriminde 6nemli 6l¢iide
arttirdigi, bunun aksine C. wvulgaris KP2 susunun TAG igerigini ve biyokiitle
konsantrasyonunu arttirmadigi belirlenmistir.

A. protothecoides KP7 susunun N+ kosullarinda sadece alkali pH stresine maruz birakilan
hiicrelerinde de TAG sentezinin indiiklendigi tespit edilmistir.

Secilen her iki sus i¢in de N— veya N— ve alkali pH kombine stresinde TAG sentezi ile
birlikte nisasta sentezinin de indiiklendigi, hatta nisasta sentezinin TAG sentezinden daha
fazla oldugu belirlenmistir. Bunun yani sira protein ve klorofil miktarinda 6nemli dl¢iide
azalma oldugu tespit edilmistir.

Secilen her iki sus i¢cin de N— veya N— ve alkali pH kombine stresinde mikroalglerde
meydana gelen biyokimyasal kompozisyonundaki degisimlere dayanarak; stres altinda
hiicrelerdeki metabolik karbon akisinin azotlu bilesiklerden (klorofil, protein), azotsuz
bilesiklere dogru (nisasta, TAG) yonlendirilmis olabilecegi sonucuna varilmistir.
Secilen her iki sus i¢cin de N— veya N— ve alkali pH kombine stresinde mikroalglerde
C18:1 yag asidi miktarinda artis, C18:2 ve C18:3 yag asidi miktarinda azalma oldugu,
buna bagli olarak PUFA seviyesinde azalma MUFA seviyesinde ise artis oldugu
belirlenmistir.

A. protothecoides KP7 susunda sadece alkali pH stresinde, N— stresine benzer sekilde
C18:1 yag asidi miktarinda artig, C18:2 ve C18:3 yag asidi miktarinda azalma oldugu
belirlenmistir.

A. protothecoides KP7 susunda N— ve alkali pH kombine stresine maruz birakilan
hiicrelerin yaglarindan elde edilen biyodizelin, kinematik viskozite, yogunluk,
bulutlanma noktasi, setan sayisi, iyot degeri, iist 1si1l deger ve oksidasyon kararliligi
degerlerinin hem ABD (ASTM D6751) hem de Avrupa (EN 14214) standartlarinda
belirtilen referans degerlerini karsiladig: tespit edilmistir. Bununla birlikte, N— ve alkali
pH kombine stresinde setan sayisi ve oksidasyon kararliliginin arttigi ve iyot degerinin
distligii belirlenmistir.

A. protothecoides KP7 susunda; PEPC, PDC-E2, ME, DGAT, ACC ve GPDH genlerinin
TAG biyosenteziyle yliksek oranda iliskili olabilecegi belirlenmistir.
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Bu tez kapsaminda elde edilen sonuclar degerlendirildiginde asagidaki maddeler

Onerilmistir.

. A. protothecoides KP7 susunun N— ve alkali pH kombine stresi altinda TAG igeriginin
yiiksek olmasi ve elde edilen biyodizelin kalite 6zelliklerinin olduke¢a iyi olmasi bu susun
biyodizel tiretim potansiyelinin oldugunu gostermistir. Ancak genis dlgekte biyodizel
iiretimi i¢in bu susun lipit verimini arttiracak farkli stratejilerin de gelistirilmesi
gerekmektedir.

. Bu baglamda; A. protothecoides KP7 susunda alkali pH kosullar1 altinda farkli karbon
kaynaklarinin kullanimi1 ve besiyerinde N— stresi yerine eser miktarda azot kullaniminin,
lipit verimini arttirabilecek bir strateji olabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte tez
calismasinda TAG biyosenteziyle yiiksek oranda iliskili oldugu saptanmis olan genlerin
manipiilasyonu ile ilgili yapilacak olan devam c¢aligmalari ile TAG igerigi yiiksek ve hizli
ireyen mutant mikroalg suslarmin  da gelistirilmesinin  miimkiin olabilecegi
ongoriilmektedir. Ote yandan, tez galismasinda TAG biyosentezi ile iliskili olabilecegi
saptanmis olan PEPC, PDC-E2, ME, DGAT, ACC ve GPDH genlerinin, protein
diizeyinde devam ¢aligmalarinin yapilmasi, gen ekspresyon diizeyinde elde edilen
bulgularin desteklenmesi agisindan 6nemlidir.

. Bunun yani sira stres kosullar1 altinda nisasta biyosentezinin TAG biyosentezinden daha
fazla olmas1 g6z oniinde bulunduruldugunda, genetik miihendisligi teknikleri ile nisasta
biyosentezinin bloke edilmesinin, TAG biyosentezini arttirabilecek bir baska yaklasgim

olabilecegi diisliniilmektedir.
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