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Ozet: Kirikkale Kapulukaya barajindan izole edilen ve TAP (Tris-Acetate-Phosphate) besiyeri, Nitrat eklemeli TAP besiyeri (N-
TAP), Kirikkale Universitesi kampiis golii (GOL), Makina ve Kimya Endiistrisi Kurumu (MKEK) atik suyu olmak iizere 4 farkl
besi ortaminda yetistirilen mikroalg Chlorella vulgaris’in biiyiime parametreleri (hiicre sayimi, optik yogunluk ve Klorofil-a) takip
edilmigtir.

Hizl1 biiylime evresinde, besin tuzlarindan azotun besi yeri konsantrasyonlari tedrici olarak azalmasina ragmen, fosforun azalmayip
yatay sekilde degerler gosterdigi saptanmustir. Alglerin kimyasal strateji olarak ortamda baskin bulundugu diisiiniilen H2PO4
formunun kullanilmasia éncelik verdigi bu formun tiikenmesini takiben HPO42 formunu (besi yerlerine gére MKEK ve GOL
i¢in 8. glin, TAP ve N-TAP i¢in 12. giin) kullanmaya basladiklar1 tahmin edilmektedir. Bu durum, mikroalglerin hiicre kiiltiirii
stiresince en iyi hayatta kalma yontemlerini segerken, makroelementler arasindaki doniigiimlere bagvurdugu ve hasat sonunda nihai
bir sonug olarak ortaya ciktig1 seklinde degerlendirilmistir. Makromolekiiller arasindaki degisimler (FTIR analizi), besin tuzu (N
veya P veya her ikisi ayni anda) agligina dayali stres kosullarinin biiyiimeyi yavaslattigina, buna karsin metabolik karbon ihtiyacinin
karbohidratlardan saglandigina isaret etmistir.

Hasat1 gergeklestirilen alglerin toplam protein miktar sirasiyla; N-TAP (2.17 mg/BSA), TAP (1.96 mg/BSA), MKEK atik suyu
(0.87 mg/BSA) ve GOL besi ortami (0.69 mg/BSA) olarak tespit edilmistir. Tiim besi ortamlarinda (HPLC analizi), Arjinin amino
asidi en yiiksektir. N-TAP ve TAP besi ortamlarinda yetigen alglerin esansiyel ve esansiyel olmayan amino asit i¢erikleri yaklagik
5 kat daha yiiksektir. Calismada kullanilan atik su ve dogal su ortamlari, N-TAP ve TAP besi yeri kontrol ortamlariyla rekabet eder
seviyede bulunmamigtir. Bunun sebebi, yeterli azot konsantrasyonlarina karsin fosforun sinirlayici roliiniin daha belirgin olmasidir.
Anahtar Kelimeler: Mikroalg, Chlorella vulgaris, Amino asit, Protein, HPLC analizi

Comparison of total protein and amino acid compositions of microalgae Chlorella vulgaris grown in different growth media

Abstract: The microalgae species, Chlorella vulgaris, isolated from Kapulukaya Reservoir (Kirikkale), were subjected to four
different growth media, being (i) Tris-Acetat-Phosphate (TAP), (ii) Tris-Acetat-Phosphate enriched with N (N-TAP), (iii) Kirtkkale
University Campus Lake Water (LW) and (iv) Waste Water from Mechanical and Chemical Industry Company (MKEK) in order
to compare its growth by monitoring the parameters, cell count (CC), Optical density (OD) and Chlorophyll-a (Chl-a).

During the log phase, gradual decreases detected at nitrogen concentrations in all media except for N-riched medium (N-TAP)
were not synchronously pronounced at phosphorus concentrations. This was speculated that H2PO4", being one of the two species
of phosphorus acquired for growth, was used preferably until exhaustion, and then the other species HPO 42 was resorted to utilize
on day 8 for MKEK and LW, and day 12 for TAP and N-TAP medium. When the differences on the respective amounts of
macromolecules occurring as a results of different media and the algal growth on them were analysed , stress conditions due to
either P or N starvation or both caused declines at growth but evoked the use of carbohydrates as a carbon source for metabolic
demand.

Amounts of total protein measured on the harvested biomass were found to be 2,17 mg/BSA (N-TAP), 1,96 mg/BSA (TAP), 0,87
mg/BSA (MKEK) and 0,69 mg/BSA (LW), respectively. The amount of Arginine was profoundly higher amongst amino acids in
all growth media. Both essential and non-essential amino acids were five-fold higher in N-TAP and TAP media compared to waste
water (MKEK) and LW. This suggested a general conclusion that the used natural waters (MKEK and LW) were not compatible
enough with the controlled media (TAP and TAP-N media) due mainly to that in natural waters phosphorus limited the growth
despite efficient N levels.
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1. Giris

Kiiresel niifusun 2050 yilina kadar iigte bir oraninda artmasi
beklenmektedir. Bu hizli niifus yiikselisi gida {iretimine
olan ihtiyacin %70 artacagi anlamima gelmektedir. Bu
yliksek artig ile birlikte gida iiretiminde yetersiz kaynak ve
hammadde gibi bir takim sorunlarin olugmasina neden
olabilecegi Ongoriilmiistiir. Alternatif kaynaklara olan
ihtiyacin, 6zellikle protein ihtiyacinin kisa siirede tedarik
edilmesi beklenen ana besinlerden oldugu bilinmektedir
(Becker, 2007).

Tarimsal {iriinlerden elde edilmekte olan proteinin,
gelecekte, ekilebilir arazi daralmasi, sentetik giibrelerin
neticesinde tatli su ve denizel kirlilik (6trofikasyon) vb.
nedenlerden dolayr ihtiyact karsilayamayacagi tahmin
edilmektedir. Glinliimiizde, alg biyokiitlesi, hayvan yemi ve
biyoyakit iiretimi i¢in potansiyel bir kaynak haline gelmis
ve mikroalgler en dnemli alternatif protein kaynaklarindan
biri olarak degerlendirilmeye baslanmistir (Angel ve ark.,
2016). Baz1 deniz yosunu ve mikroalg tiirlerinin geleneksel
protein kaynaklari olan et, siit, yumurta, balik gibi gidalarla
benzer protein seviyeleri igermektedir (Angell, 2016). Su
yosunlarinin (algler), ek gida iiretimi veya diger endiistriyel
gida, hayvan yemi ve katki maddeleri {iretimi icin
kullanilabilecek 3. nesil hammadde kaynagi olarak
kullanilmasi politikalar1 da giindeme alinmistir (Otten ve
ark., 2006). Deniz alglerinin protein igerigi tiirlere gore
degisebildigi ve kuru agirligin %9-26's1 proteinden olustugu
tespit edilmistir (Bleakly ve Hayes, 2017). Mikroalglerin
ise, kuru agirhgmmn %6-71’1 proteinden olustugu
gosterilmigtir (Richmond, 2004; Becker, 1994). Ayrica;
vitamin, mineral agisindan da zengin oldugu bilinen bazi alg
tiirlerinin bu 6zellikleri sayesinde insan saglig1 i¢in 6nemli
faydalarinin oldugu bildirilmistir (Bleakly ve Hayes, 2017).
Mikroalglerin  saghikla iligkili katkilart ¢ok sayida
arastirmaya konu edilmis durumdadir (Md. Asraful ve ark.,
2020; Clemens ve Steven, 2016).

Biyokiitlenin iiretim maliyetini azaltmak icin, mikroalg
iretiminde atik su aritma ve/veya atik su kullanilmasi,
siklikla bagvurulan yontemlerden birisi olmustur. Alglerin
attk su antimmda kullanilmalarinda basarilt sonuglar
sagladigi, yapilan pek c¢ok calismayla kanitlanmistir.
(Richmond, 2004; Becker, 1994). Organik maddece zengin
sularda algler, fotosentez yaparak serbest oksijen iiretir ve
bu sekilde organik maddenin aerobik bakteriyel
oksidasyonunu desteklerken ayni zamanda oksidasyonla
acgiga c¢ikan karbondioksit ve nutrientler, algler tarafindan
yeni biyomas iiretiminde kullanilmaktadir (Monfet ve Unc,
2017; Lu ve ark., 2016).

Bu caligmada, Kirikkale Kapulukaya barajindan izole
edilen Chlorella vulgaris, TAP (Tris-Acetate-Phosphate)
besiyeri, Nitrat eklemeli TAP medium (N-TAP), Kirikkale
Universitesi kampiis golii (GOL), Makina ve Kimya
Endiistrisi Kurumu (MKEK) atik suyu olmak iizere 4 farkli
besi ortaminda yetistirilerek aminoasit miktarlar
Ol¢iilmiistiir. Dogal atik sular ve hazirlanmig besi
ortamlarinda alg biiylimesi ve aminoasit miktarlari
karsilagtirmak suretiyle degerlendirilmistir.
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2. Materyal ve Metot

Kirikkale Kapulukaya barajindan izole edilen, 4 farkli besi
ortaminda yetistirilen Chlorella vulgaris tiiriiniin Klorofil-a
Ol¢iimii, optik yogunluk Ol¢iimii, hiicre sayim islemi,
besiyeri nitrat 6lglimii, alglerde toplam protein miktari,
aminoasitlerin HPLC analizi, FTIR cihaz1 ile organik
bilesik 6l¢iimii yapilmistir.

2.1. Klorofil-a Olgiimii

Iki mL alg 6rnegi 15000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilip
besiyerinden uzaklastirilmistir. iki mL aseton ile muamele
edildikten sonra vortekslenen numune, 15 dakika 80 “C’de
sonikatdre konmustur. Bes dakika 15000 rpm’de santrijiif
edilmis ve siipernatant kismi alinarak pellet kismi1 atilmistir.
Siipernatant kismu ELISA’da olciimler icin -86 C%de
saklanmistir (Jeffrey ve Humphrey 1975).

Optik Yogunluk (OD) Olgiimii: AquaPen-C AP-C 100
marka cihaz kullanilarak Optik Yogunluk (OD) dlctimii
yapilmistir. Ayrica, OD680 nm, OD720 nm, QY ve OJIP
parametreleri bir giin ara ile kaydedilmistir (AquaPen
Operation Manual).

2.2. Hiicre Sayim Islemi

Orneklerden saymim icin  sedimentasyon tiiplerine
(Uthermol) alinan 30 pl alg soliisyonu 2970 pL distile su ile
seyreltilmis ve 30 pL Lugol ¢ozeltisi eklendikten sonar
sedimentasyonun tamamlanmasi i¢in 3 saat bekletilmistir.
Sedimente olan bireylerin inverted mikroskop altinda
sayimlar1 gerceklestirilmistir.

2.3. Besiyerinde Nitrat Olciim

Inkiibasyona birakilan besi ortamlarindan giin asir1 2 mL
besiyeri Ornekleri alinarak iyon kromatografisi (IC)
cihazinda nitrat ve fosfat analizleri yapilmustir.

2.4. Alglerde Toplam Protein Miktar: Tayini

On muamele igin 10 mg alg 6rnegi, 10 mL lizis tamponu
icinde c¢ozdiirilmiistir. Cozdiirilen alg ornegi 1 dk.
boyunca homojenize edilmistir. Ardindan sivi azot iginde
dondurularak oda sicakliginda erimeye birakilmistir. Tekrar
stvi azot i¢inde dondurulmus ve on dakika sonike edilmistir.
Sonikasyonun ardindan yirmi dakika 15000 rpm’de +4°C
sicaklikta santrifiij edilmistir. On muamele edilmis
biyokiitlenin toplam protein miktarini dlgmek i¢in Lowry
(Lowry ve ark., 1951) yontemi uygulanmustir. Standartlarin
hazirlanmasinda 0.2-10 mg aras1 BSA tartilmis ve 10 mL
lizis tamponu iginde ¢dzdiiriilmiistiir. Siipernatantlardan ve
protein standartlarindan 100’er pL olarak hazirlanan
karigima, 100 pL %10’luk SDS solisyonu eklenmis,
ardindan 100 pL reaktif A eklenerek vortekslenmistir.
Karigimin 50 pL’si alinmis ve 200 pL reaktif C eklenmistir.
10 dk. karanlikta oda sicakliginda bekletilmistir. 20 pL
reaktif C solisyonu eklendikten sonra 45 dakika boyunca
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. 750 nm’de ELISA’da
6l¢lim yapilmistir. Kimyasallar Reaktif A (40 mg NaOH 10
mL distile su i¢inde ¢ozdiriildii ve 0.2 g Na,COs eklendi),
Reaktif B (0.1 g NaKTartarat 10 mL distile su iginde
¢ozdiirildi ve 50 mg CuSO4 eklendi), Reaktif C ( 20 uL
reaktif B 1980 uL reaktif A ), Folin reaktifi (1 N), %10 SDS
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(5 mg SDS 100 mL distle su i¢inde ¢ozdiiriildii), Lizis
tamponu (5 mL lizis tamponu 50 mL distile su igerisinde
seyreltildi) (Lopez ve ark., 2010).

2.5. Aminoasitlerin Analizi (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC)

50 mg alg 6rnekleri 24 sa. 110°Cde 10 mL 6 mol HCI ile
hidrolize edilmistir. Hidrolizat 55°Cde vakum pompasi ile
kurutulmus ve 5 mL distile su ile tekrar ¢ozdiiriilmiistiir. On
islem sonucu Ozdiriilen numuneden ve aminoasit
standartlarindan 1 mL ependorflara alinmigtir. 500 pL
asetonitril ilave edilmistir. 24 pL  fenilizotiyosiyanat
eklenmis ve vortekslenmistir. 278uL trimetilamin eklenmis
ve vortekslenmistir. Yarim saat boyunca 70°C’de degas
yapilmis ve oda sicakligina gelene kadar beklenmistir. 198
pL HCI eklenmis ve vortekslenmistir. 5 dakika 15000
rpm’de santrifiij edilerek. 0.22 pm filtreden gegirilmistir.
HPLC ayrimlari, Alltech HPLC C18 kolonu (250 4,6 mm,
5 lm, Grace, IL, ABD) ile gerceklestirilmistir. Analiz, 1.0
ml.min-1 akis hizinda bir eliisyon sistemi kullanilarak
yapilmistir. Mobil faz A, 0.1 mol NaAcasetonitril (97:3,
v/v; pH 6.5) ve mobil faz B, acetonitril- chromatographic
grade suydu (4:1, v/v). Gradyan kosullar1 agagidaki gibidir:
0-13 dakika,% 100-93 A; 13-23 dk,% 93-77 A; 23-29 dak,
77-65% A, 29-35 dk,% 65-60 A; 35-40 dak; % 60-0 A; 40-
45 dakika,% 100 B. Amino asitler, bir UV dalga boyu
detektorii kullanilarak tespit edilmis ve tutma siirelerinin
gercek standartlarla  karsilagtirilmasiyla tanimlanmstir.
Niceleme, harici standart yonteme dayandirilmistir (Xie ve
ark., 2017).

2.6. Organik bilesik olciimii (Fourier Doniisiimlii Kizil
Otesi Spektrometresi, FTIR)

FTIR spekturumlari, ortam sicakliginda, Bruker Vertex 70
V marka model cihaz ile 400-4000 cm-! dalga sayisi
araliginda (MIR bolge) ATR atasmani kullanilarak elde
edilmistir.

3. Sonuclar
Chlorella  vulgaris populasyonunun, 1. gin ilk
orneklemesinde  gecikme (lag) evresinde oldugu

goriilmektedir. Bu evre muhtemelen ikinci glinde de devam
etmis ancak Orneklemelerin giin asirt gergeklestirilmesi
nedeniyle tespit edilememistir. Uciincii giinden itibaren
hizli bir biiylime evresine giren Chlorella kiimelerinin s6z
konusu biiylime davranisi genel olarak 8. giine (veya 10.
giine) kadar devam etmistir. Bu evrede biiylime hizi en
yliksektir. Bu evreyi, mikroalg biyokiitlesinin maksimum
seviyelere ulagtig1 ve nispeten yatay bir bilylime davranisina
geetigi, 8. ve 14. giinler arasinda tespit edilen “duragan ya
da yavaglama” (Stationary Phase) evresi takip etmistir.
Ondordiincii glinden itibaren ise, diisiis veya 6lim fazi
olarak adlandirilan evreye gecildigi gorilmiistiir. Log faz1
stiresince, hizli bir bilylimenin isareti olarak OD, Birey
Sayist ve Chl-a degerlerinde saptanan artiglar, besin
ortamlarma gore ¢cok az farklilik gdstermistir. Bu donemde,
MKEK ve GOL SUYU’na ait biiyiime degerleri TAP-
Kontrol ve N-TAP besi ortamlarina gore ihmal edilebilir
derecede olmasina ragmen daha fazladir. Oysa, 8. giinden
sonra ortaya ¢ikan duragan faz siiresince, MKEK ve GOL

132

Eurasian J Bio Chem Sci, 3(2):130-137, 2020

SUYU besi ortamlarina ait biyokiitlenin digerlerine oranla
farkedilir derecede daha yiiksek miktarlara ulasmis oldugu
gbzlemlenmistir (Sekil 1-a, b, ¢).

Chlorella vulgaris’in fotosentez (biiylime) esnasinda
kullandig1 nitrat (NOs!) ve fosfat (PO4*) bilesiklerini
ortamdan uzaklagtirma kabiliyetini belirlemek amaciyla
biliyiime parametreleriyle eszamanli gergeklestirilen analiz
sonuglar1 (Sekil 1-d, e), TAP (Kontrol) besi ortamindaki
azot derisimlerinin, biliylimenin bagindan sonuna kadar
tedrici olarak azaldigin1 gostermistir. Ozellikle 8. giine (log
fazinin sonuna) kadar olan bu azalma oldukga belirgindir ve
duragan evrede yatay bir seyir izleyerek devam etmistir. Bu
besi yerinde, fosforun baslangigtaki yiiksek derisimleri log
fazinin sonuna (8.giin) kadar bir azalma gostermemistir. Bu
tarihten sonraki duragan evrede once yavas ve sonrasinda
keskin bir diislis gostermistir. Azot zengini (N-TAP) besi
ortami, kontrol grubu ile benzer sekilde degisimler ortaya
koymus, ancak farkli olarak lag fazinda fosforun nispeten
kullanildigina isaret eden azalmalar sergilemistir (Sekil 5).
MKEK ve GOL SUYU besi yerlerinde ise, tahmin edildigi
iizere, besin tuzu derigimlerindeki degisimler ozellikle
fosfor agisindan nispeten farkli bir senaryo sergilemistir. flk
olarak, MKEK ve GOL SUYU besi ortamlarinin fosfor
baslangi¢ konsantrasyonlari, TAP ve N-TAP besi yerlerine
gore oldukea diisiiktiir. GOL SUYU besi ortamindaki fosfor
degerleri log faz1 sonuna kadar yatay bir seyir gosterdikten
sonra, 8. giinden itibaren (durgunluk fazinda) keskin bir
diisiis gostermis ve 10. gilinden itibaren tamamen
titketilmistir. En diisiik baglangi¢ konsantrasyonlarina sahip
MKEK atik suyunda ise, aymi sekilde duragan faza
gelindiginde ve devaminda neredeyse tamamen tiiketilmis
oldugu tespit edilmistir (Sekil 1-¢).

Biiytimenin diisiis evresine gegmesiyle birlikte hasat edilen
ve bu son iirtinlerde tespit edilen toplam protein miktarlar
Sekil 2°de gosterilmektedir. Buna gore, TAP-KONTROL
besi yeri ve N-TAP (nitrat eklemeli) besi yerine ait
biyokiitlede, diger besi yerlerine gore daha yiiksek toplam
protein miktarlari tespit edilmistir. Nitratin toplam protein
miktarin1 etkileyen en Onemli faktor olabilecegi not
edilmistir.

TOPLAM PROTEIN

I,

N-TAP

Absorbans

TAP
MKEK

GOL

Besi ortami

Sekil 2. Farkli besi ortamlarinda C. vulgaris’in toplam protein
miktar garfigi.
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Sekil 1. Farkl biiyiime ortamlarinda a) OD degerleri, b) Hiicre
sayilari, ¢) Chl-a degerleri, d) Nitrat (NO3) degerleri ve €) Fosfat
(P) degerleri zamana bagh grafikleri.

Farkli Dbesi yerlerinde biiylimesini tamamlayan C.
vulgaris’in  hasat  edilen biyomaslar1  igerisindeki
makromolekiillerin (Karbohidrat, lipit ve proteinler)
teshisleri ve miktarlar1 FTIR analizi ile belirlenerek
kargilastirtlmistir (tablo 1). Titresim batlarina bakildiginda
amid | (C — O germe titregimleri), amid 1l (N — H biikiilme
titresimleri)titresim bandlar1 esas alindiginda, 1740-1542
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cm? civarinda protein bandi, 3015-2854 cm™* civarinda lipit
(C=0) bands, 1080 cm™* civarinda karbonhidrat bandina (C-
O germe titresimleri) isaret etmektedir. GOL ve MKEK atik
sularinda protein miktarmin TAP ve N-TAP besi
ortamlarma goére daha az oldugu goriilmektedir. Bu
sonucun, toplam protein miktarlarinin farkli besi yerlerinde
bulunan sonuglar ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Buna
karsilik, farkli besiyerlerindeki karbonhidrat miktarlarinin
MKEK>GOL SUYU>TAP>N-TAP olarak bir siralama
gosterdigi tespit edilmistir. Lipidler igin ortaya ¢ikan
siralama ise GOL SUYU<MKEK<TAP<N-TAP olarak
ortaya ¢ikmigtir (Sekil 3).
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Sekil 3. Farkli besi ortamlarinda yetigen C. vulgaris’in protein,
karbohidrat ve lipit igerigindeki farkliliklarin FTIR analizi.

Hasadi yapilan alg biyomaslarinda, HPLC kullanilarak
aminoasit komposizyonu ve miktarlar1 belirlenmis ve besi
yerleri arasinda karsilastirmalar1 yapilmigtir. C. vulgaris’in
azot bilegiklerinin daha fazla oldugu TAP ve N-TAP besi
yerlerinde digerlerine gore daha yiiksek olarak bulunan
amino asit miktarlar, toplam protein miktarlart ile
uyumluluk gostermektedir. Chlorella vulgaris’te arjinin
aminoasidinin Dbiitiin besiyerlerinde en fazla oldugu
goriilmektedir. Arjinin’in analizi yapilan toplam biyokiitle
igerisindeki oranlari, TAP, N-TAP, GOL SUYU ve MKEK
besi yerlerinde sirasiyla %17.8, %23.8, %5.8 ve %4.0
olarak belirlenmistir. Glutamik asit, en bol miktarda
bulunan ikinci amino asittir ve TAP N-TAP GOL SUYU ve
MKEK besi ortamlarindaki yiizdeleri azalan bir sekilde
strasiyla %10.4, %9.4, besi ortaminda %2.1 ve %1.9 olarak
bulunmustur.
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Tablo 1. Biiyiime sonunda farkli besi yerlerinde tespit edilen
makromolekiillerin % miktarlari

Makromolekiil Besi ortami
MKEK GOLSUYU TAP N-TAP
Karbonhidrat 67 74 80 85
Lipid 95 97 93 94
Protein 85 75 92 94
AMINOASIT MiKTARI

25
20
=
815
o
10
<
§ 5
: | [
é 0 | | . H_Hum

TAP N-TAP GOL MKEK
Besi ortami
| arjinin m glutamik asit m histidin
m aspartik asit m izin m fenil alanin
sitozin prolin glisin

Sekil 4. Farkli besi ortamlarinda yetisen C. vulgaris’in aminoasit
igerigi (HPLC analizi).

4, Tartisma

Calismada elde edilen sonuglardan ilki, Chlorella’nin farkli
besi yerlerinde aymi sartlar altinda yetistirilen
populasyonlarinin ortaya koydugu nispeten farkli biiyiime
egrileri ve son iriin biyokiitlesinin makromolekiiller
acisindan kayda deger farkliliklarin ortaya ¢ikmis
olmasidir. Kontrol grubu olarak adlandirilan TAP besi yeri,
mikroalg kiiltiirlinde en ¢ok bagvurulan ortamlardan
birisidir. TAP besi yerinin bu anlamda mikroalg biiytimesini
destekleyen en ideal besin tuzu karigimina sahip olacagi ve
optimum biiylimeyi ortaya cikaracagi beklenir. Ancak, bu
calismadaki sonuglar degerlendirildiginde, MKEK ve GOL
SUYU olarak adlandirilan, sirasiyla, atik su ve dogal su
niteligindeki besi yeri ortamlari, TAP besi ortamlarina gore
daha yiiksek biyokiitle degerlerine ulagilmasini saglamistir.
Bu sonug, iki farkli agidan tartisilmasi gerekmektedir.
Birincisi, her mikroalg iiretimi ¢aligmasinda oldugu gibi bu
calismada da son iiriin (biyokiitle) verimliligi ¢ok 6nemli
olmakla birlikte, biiylimenin en basindan son iirline
gelinceye kadar biitiin asamalardaki (retimi istenen
makromolekiil (Karbohidrat, Protein, Lipit, Karotenoid vs.)
degisimleri ve bunlarin optimum noktadaki miktarlarinin
hedeflenen iiriin eldesindeki verimlilige ulagma agisindan
da ayn1 6neme sahiptir. Nitekim, bu ¢alismanin sonuglarina
gdre, MKEK ve GOL SUYU besin ortamlar1 TAP ve azot
ile zenginlestirilmis N-TAP besi yerlerine gore daha yiiksek
biyokiitle {iretmig olmalarina ragmen, daha diigiik
miktarlarda protein icerigine sahiptir. Her besi yerindeki alg
kiiltiirleri, son agamaya gelinceye degin, molekiiller
arasinda  yogun  degisimler yasamis  olabilecegi
diistiniildiiglinde, son iiriindeki makromolekiil dagilimi,
hedef molekiil liretimindeki verimliligi agiklayabilmek i¢in
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yeterli olmayabilir. Bagka deyisle, biiyiimenin herhangi bir
asamasinda protein miktart MKEK, GOL SUYU besi yeri
ortamlarinda digerlerine gore daha yiiksek olmus olabilirdi.
Bu nedenle, teknik yetersizlikler nedeniyle olciilemeyen,
biliyiimenin her evresindeki makromolekiillerin miktar ve
degisiklikleri bu ¢alismadaki eksikliklerden biri olarak not
edilmelidir. Literatiirdeki ¢ok sayida arastirma, mikroalg
kiiltiir ortaminda bulunan besin tuzlarinin (6zellikle N ve P)
miktar ve degisimlerini alg biyokiitlesinin biiylime
esnasindaki biyokimyasal doniismelerle birlikte
degerlendirmektedir (Lai ve ark., 2011; Kamalanathan ve
ark., 2015; Arora ve ark.,2016; Santhakumaran, 2020).

Bu calismada, alg Dbiylimesine iligkin sonuclar
incelendiginde, her bir besiyerinde tipik mikroorganizma
biliylime egrisinin olustugu goriilmektedir. OD, Chl-a ve
hiicre birey sayilar1 ile takip edilen biiylimede, gecikme
(Lag faz1), hizli biiyiime (Log faz1) ve duragan evreleri ayirt
edilir bir sekilde ortaya ¢ikmistir. Ancak, her bir evredeki
alg biyomasi veya spesifik biliylimesi segilen besi yerine
gore farklilik gostermistir. Bu farkliliklarmn, her bir ortamin
besin tuzu baslangi¢ miktarlarina ve kompozisyonuna bagl
olarak ortaya ¢iktig1 genel bir kural olarak kabul edilmelidir
(Saito ve ark., 2008). Nitekim, biiylimenin ortam
kompozisyonuna ve miktarina bagli oldugu, mikroalg
kiiltivasyonu kullanarak yapilan diger calismalarda da
dogrudan veya dolayli olarak ifade edilmistir (Ajala ve
Alexander, 2020). Ancak, bu ¢aligmada, lag evresi boyunca
olan hizli biiyiime esnasinda besin tuzlarindan azotun besi
yeri konsantrasyonlar1 tedrici olarak azalmasina ragmen,
biiytimede kullanilan diger temel element olan fosforun
azalmayip yatay sekilde degerler géstermesi enteresandir.
Lag  evresinde  ortofosfat  miktarlarinda  azalma
goriilmemesi, fotosentetik biiylime esnasinda fosfor
kullanilmadigi seklinde yorumlanmamistir. Bu durumun,
sekonder ortofosfat halindeki fosforun ortamdan alinmig
olunabilecegi, c¢alismada Ol¢iimii  yapilan  primer
ortofosfatlarin ise bu nedenle sekonder ortofosfat bitinceye
kadar azalmadigi seklinde bir davranis ortaya g¢ikardigi
ihtimali tizerinde daha fazla durulmaktadir (Solovchenko ve
ark., 2016). Besi yerinde bulunan fosfatin alg bireyleri
tarafindan alinmasi karmagsik bir dinamige sahiptir. Bu
konudaki en 6énemli faktorlerden birisi, fosfatin ortamdaki
tiiriidiir. Ortofosfatin HPO4%> veya H,POy seklindeki serbest
bilesikleri fotosentezde kullanilan formlaridir. Her ikisi
arasindaki dinamik ve siirekli kimyasal doniisiimleri kiiltiir
ortamlarinda da gerceklesir ve bu degisimde en Onemli
kontrol edici faktor pH olarak ifade edilmistir. Diisiik
pH’larda H,PO, formu dominanttir (Ullrich-Eberius,
1973).  Calismamizda, Chlorella’nin  biitiin ~ besi
ortamlarinda tespit edilen lag fazindaki biiyiime esnasinda,
ortamdaki dominant fosfor tiiriiniin H,PO4 olma ihtimali
yiiksektir. Ortamm pH Olglimleri gerceklestirilmemis
olmasina ragmen, biiyiimenin bagindaki pH genellikle daha
distiktiir ve biyomas artisiyla birlikte ortamdaki karbon
miktarinin artmasiyla artar. Durgunluk fazina gelindiginde
ise HoPOy tiiketildiginden alg hiicrelerinin HPO4? tiiriinii
tilketmeye basladig1 diisliniilebilir. Fosforun alg hiicreleri
tarafindan alinmasin etkileyen diger bir faktor de, besi yeri
ortaminda bulunan fosfor baslangi¢ konsantrasyonunun ¢ok
yiiksek olmasidir. Ozellikle, alg bireylerinin fosforca zengin
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kiiltiire alinmadan 6nce fosfor aglig1 seviyesine gore fosfor
alimmi  fizyolojik olarak yavaglattigi  sOylenmistir
(Cembella ve ark., 1982). Hangi faktoriin fosfor alinma
dinamiklerinde baskin oldugunun anlagilabilmesinin daha
detayli bir ¢alisma ile miimkiin olabilecegi ortaya ¢ikmistir.
Bu calismaya temel teskil eden konulardan birisi de alg
bliyiimesinde attk su  kullaniminin  verimliliginin
incelenmesidir. Bu amagla kiiltiir ortamlarindaki mikroalgin
biiylimesi ve besin tuzlar1 arasindaki iliskiye ait elde edilen
bulgular, diger bir konu hakkinda da yorum yapilabilmesine
olanak sunmustur. Mikroalg biiylimesine ait denemelerde
kullanilan atik sulardaki fosfor ve azot, bilylimenin
durgunluk evresinde tamamen ortamdan uzaklastirilmis
olup, atik su aritiminda alglerin kullanilabilecegi sonucuna
iliskin Onemli isaretler ortaya cikarmistir. Atik sular,
genellikle azot ve fosfor elementlerince zengindir ve
dogaya birakildiginda Gtrofikasyon gibi ¢ok Onemli bir
probleme yol agmaktadir. Bu nedenle aritilmasi gereklidir
ki, aritimin da 6nemli bir maliyeti beraberinde getirdigi
bilinmektedir. O halde, ¢alismamizda kullanilan Chlorella
vulgaris’in gida amagh kulanimi hedeflenerek yapilmasi
muhtemel bir iretim faaliyeti sirasinda aritim amacl da
kullanilabilme potansiyeline sahip olabilecegi soylenebilir.
Nitekim, diinya {izerinde hem arastirma hem de uygulamali
Olcekte basarili sonuglarin alindigi bu tiir ¢alismalarin sayisi
oldukga fazladir ve artan bir ilgiye de sahiptir (Delgadillo-
Mirqueza ve ark. 2016; Monfet ve Unc, 2017; Brar ve ark.,
2019; Abdul Hamid ve Lim, 2019; Shelknanlomilan ve ark.,
2012). Mikroalg biiyiimesi esnasinda ortamdan azot ve
fosforun uzaklastirilmasinda etkin olan ¢ok sayida faktor
arasinda N/P orani Ozellikle degerlendirilmesi gereken
faktor olarak one ¢ikmaktadir. ik basta okyanuslardaki
fitoplankton biiyiimesi i¢in 16/1 olarak (Redfield orani)
gelistirilen bu oranm, sentetik ve dogal atik sularin
kullanildig1 laboratuvar ortaminda (veya pilot Olgekli)
yetistirilen mikroalglerde farkli bir stokiyometriye sahip
oldugu ortaya konulmustur (Aslan ve Kapdan, 2006;
Delgadillo-Mirquez ve ark., 2016; Monfet ve Unc, 2017).
Monfet ve Unc (2017) yaymladiklar1 derlemede, alg
biiyiimesi esnasindaki N ve P giderimi veya birikiminin
dogru yorumlamak icin, hiicre birimlerinin asimilasyon
orani, besi ortamindan (substrat) alim miktar1 ve organik
veya inorganik formdaki niitrientlerin hiicre igerisindeki
birikimini ayirt edecek Olglimlerin  gerektigini  One
siirmiislerdir. Ozellikle, azotun (nitrat, nitrit, amonyum ve
ire), fosforun (ortofosfat) farkli formlar1 kiiltivasyon
esnasinda siirekli degisebilen dinamik bir yapiya sahiptir ve
bu durum o6zellikle kullanilan dogal atik su ¢esidi ve
kullanilan alg tiirtine gore farklilik gdsterebilmektedir. Bu
nedenle, biiyiimede N/P oranina ait yorumlarda daha detayli
bir inceleme gerktirmeltedir. Bu g¢alismada, azot bilesigi
olarak sadece nitrat Olglimii yapilabildigi ig¢in N/P
oranlarina ait yorumlarin yetersiz olacagi diisiiniilmektedir.
Buna ragmen, calismamizda elde edilen, Gol atik suyu ve
MKEK atik suyunda 8-14 giinler arasinda, TAP kontrol besi
yerinde (12-15 giinleri arasinda) tespit edilen N/P
oranlarmin (6-10 arasi) en fazla biiylimeye karsilik geldigi
ve en fazla fosfor gideriminin gergeklestigi optimal oran
araligr oldugu soOylenebilir. Bu degerler, Wang ve
ark.,(2010) tarafindan Chlorella sp. i¢in 6:1, Sue ve ark.,
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(2011)’min yaptig1 caligmada 3:1 ve Aslan ve Kapdan
(2006)’1n yaptig1 ¢alismada ise 2:1 olarak bulunmustur.

Bu ¢alismada elde edilen bulgulardan bir digeri ise, biiyiime
sonunda ortaya ¢ikan protein ve amino asit miktarlarmnin
besi yerleri arasinda farklilk gostermesidir. Ozet olarak,
daha yiiksek biyokiitle oranlarinin elde edildigi MKEK atik
suyu ve GOL SUYU ortamlarinda daha diisiik miktarlarda
protein ve amino asit olustugu belirlenmistir. Ortamdaki N
ve P besin element degisimlerine gore ¢ temel
makromolekiiliin birbirlerine déniisiimleri ve dolayisiyla
biiylimenin evreleri boyunca salimimlarinin da degistigi
bilinmektedir (Cheng ve ark., 2016). Mikroalglerin
biyodizel amacli azot acligina maruz birakildiklarinda lipid
miktarlarini artirdiklari birgok ¢aligmada elde edilen yaygin
sonuclardan birisidir (Vassilev ve Vassileva, 2016). Bizim
caligmamizda, lipit miktarlar kiiltiir evrelerinin tamaminda
degil sadece deney sonlandirildiginda FTIR analiziyle
Olclilmils ve sadece Dbesi ortamlar1  arasindaki
makromolekiillerin  farkliliklar1 ortaya konulabilmistir.
Buna gore, biitiin besi yeri ortamlarinda son durgunluk
evresinde, azot, ortamda tiiketilerek azaltilmis ve hiicreler
azot acligina maruz kalmis olmasina ragmen, MKEK ve
GOL SUYU besi ortaminin daha fazla lipit molekiillerine
sahip olduklar1 gériilmiistir. Bu durumun, diger ortam
sartlart ayn1 olmasina ragmen, besi yerlerinin azot (ve de
fosfor) elementi baslangi¢ konsantrasyonlarina bagli oldugu
diistiniilmektedir. Cheng ve ark. (2016) yaptiklar
arastirmada, baglangic konsantrasyonlar1 daha fazla olan alg
kiimelerinin lipit miktarlarindaki artisin ¢ok daha diisiik
oldugunu ortaya koymuslardir. Arastirmacilara gore, azot
acligina maruz kaldiktan sonra mikroalglerin metabolik
enerji acgig1 diger karbon igeren bilesiklerin lipitlere
doniistiiriilmesiyle  sonuglanirken,  baglangic  azot
konsantrasyonu yiiksek oldugunda bu doniisiime daha az
ihtiyag duyulmakta ve bu da nispeten daha diisiik lipit
miktarlariyla sonuglanmaktadir. Benzer sonuglar diger bazi
arastiricilar tarafindan da tespit edilmistir (Klok ve ark.,
2013; Li ve ark., 2011). Diger karbon kaynagi olarak
ortamdaki  karbohidratlarin,  doniisiimde daha az
kullanilmasina bagh olarak da, MKEK ve GOL SUYU besi
yerindeki miktarlar1 daha fazla bulunmustur.

C. vulgaris’deki toplam protein miktar1
degerlendirildiginde ise; kontrol (TAP) ve nitrat eklemeli
(N-TAP) gruplarinin toplam protein miktarlari, beklenildigi
gibi, diger besiyerlerine gore daha fazladir. Bu durum NO3
bakimindan zengin besi yeri ortamlarinin daha ytiksek
protein olusumundan sorumlu oldugunu gostermektedir.
GOL SUYU ve MKEK ortamlarinda NOs ve P’nin alg
hiicreleri tarafindan daha yogun kullanilip tiiketilmesine ve
biyokiitle olarak daha fazla artiglar ortaya ¢ikarmis
olmasina ragmen, makromolekiiller arasindaki miktarsal
dagilimda (ortamdaki baska elementlerin bulunusu da dahil)
diger bazi faktorlerin etkili olacagini gostermistir. Bu
caligmada kullanilan Chlorella vulgaris’e ait toplam amino
asit miktarlarinin yapilan diger calismalarla
kargilagtirildiginda kantitatif olarak daha fazla oldugu
goriilmiistiir (Richmond, 2004; Becker, 1994).

Hasadi yapilan alglerden, HPLC cihazinda aminoasit
komposizyonu olgtimii yapilmistir (Sekil 4). Sonuglara
degerlendirildiginde Chlorella vulgaris’te arjinin amino
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asidinin biitiin besiyerlerinde en fazla oldugu goriilmiistiir
(Xie ve ark., 2017). Heterotrofik mikroalg 6rneklerinde en
bol bulunan amino asit olan arjinin nitrik oksidin 6nciisii ve
antiaterojenik ozelliklere sahip onemli bir vazodilator
olarak oOnemlidir (Taboada ve ark., 2010). Tim besi
ortamlarinda en fazla miktar arjinine aittir. TAP besi
ortaminda %17.8, N-TAP besi ortaminda %23.8. GOL besi
ortaminda %5.8, MKEK besi ortaminda %4.0’dir. Lezzet
hissinin ana bileseni olan glutamik asit, en bol miktarda
bulunan ikinci amino asittir (Bocanegra ve ark., 2009). TAP
besi ortaminda %10.4, N-TAP besi ortaminda %9.4, GOL
besi ortaminda %2.1°dir. Yiiksek glutamik ve aspartik asit
seviyeleri deniz yosunu iiriinlerinin karakteristik 6zel aroma
ozelliklerinden sorumludur (Bocanegra ve ark., 2009),
MKEK besi ortaminda da glutamik asit (%1.6) ve aspartik
asit (%1.9) %1.5-2.0 arasindadir. N-TAP ve MKEK besi
ortamlarinda histidin miktarinda GOL ve TAP besi
ortamalarina bakildiginda ¢ok az miktarda oldugu
gbzlenmistir. N-TAP ve GOL besi ortaminda %0-3.5
arasinda iken GOL ve TAP besi ortaminda %2-8.5 arasinda
seyrettigi gdzlemlenmistir. Tiim besi ortamlarinda glisin en
az ylizde de gozlemlenmistir. Glisin degeri %0.1-2.5
arasinda seyretmektedir.

5. Sonug

1- Yerel olarak izole edilen Chlorella vulgaris tiiriine
ait protein ve amino asit degerleri literatiirde ayn1
tiirlin farkli suglar1 i¢in elde edilen sonuglarla
rekabet edebilecek diizeydedir ve {iretim
verimliligi potansiyeline sahiptir.

Denemesi yapilan atik su ve dogal gol sularnin
biyokiitle acisindan daha yiiksek verimlilige sahip
oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Ancak, hedef makromolekiil olan protein ve amino
asitler agisindan diisiik degerler sergilemislerdir.
Bu durum, denemesi yapilan bu iki besi ortaminin
N ve P igerikleriyle yakindan iligkili oldugu
disiiniilmiistiir.

Gerek P ve N ve gerekse diger elementlerin
optimizasyonu neticesinde hedef molekiillerin
artisint  saglayacak aragtirmalarin  planlanmast
ihtiyaci ortaya ¢ikmustir.
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