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OZET

TATLI SU VE TOPRAKTAN iZOLE EDILMIiS MiKROALGLERIN BiYOYAKIT
URETIMI ICIN KARAKTERIZASYONU

Zeyneb Merve UNVER
Cevre Miihendisligi Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Aralik, 2017
Danisman: Prof. Dr. Umran Tezcan UN

(Ikinci Danigman: Prof. Dr. Tahir ATICI)

Algler fotosentez yapabilme kabiliyetleri sayesinde diinyadaki oksijen
dongiisiinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Okaryot ve prokaryot mikroalgler de
fotosentez yaparak bu dongiiye katki saglamaktadirlar. Mikroalgler fotosentez
yapmalarinin yami sira biyoyakit iiretebilecek potansiyele de sahiptir. Icerdikleri yag
cesitli yontemlerle biyodizele doniistiiriilerek yakit elde edilmektedir. Tiirlerin yasadigi
su ortaminin besin degerleri, 151k miktari, sicaklik ve pH degerleri tiir gelisimini
etkilemektedir. Chlorella sp. tiirleri pek ¢ok calismada farkli parametrelerle biyoyakit
tiretimi konusunda incelenmistir. Bu ¢alismada farkli olarak iki siyanobakteri tiirli olan
Synechocystis sp. ve Chrooccoccus sp. ile iki mikroalg olan Chlorella sp. ve
Scenedesmus sp. tiirleri iizerinde ¢alisilmistir. Folch yontemiyle yapilan yag analizi
sonucunda 500 liiks 1s1kta 45 giinliik inkiibasyon siiresi boyunca siyanobakterilerde
Synechocystis sp. tiiriinlin %18,90, mikroalglerde Chlorella sp. tiiriiniin %16,85 en

yiiksek yag igerigine sahip oldugu bulunmustur.

Anahtar Sozciikler: Mikroalg, Chlorella, Biyoyakit, Synechocystis.
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ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF ISOLATED MICROALGEA FROM FRESH
WATER AND SOIL FOR BIOFUEL PRODUCTION

Zeyneb Merve UVER
Department of Environmental Engineering
Anadolu University, Institute of Science, November, 2017
Supervisor: Prof. Dr. Umran Tezcan UN

(Second Supervisor: Prof. Dr. Tahir ATICI)

Algae play an important role in the oxygen cycle in the world thanks to their ability
to perform photosynthesis. Eukaryotic and prokaryotic microalgae also contribute to this
cycle by photosynthesis. Microalgae have the potential to produce biofuels as well as
photosynthesis. The oil they contain is converted into biodiesel by various methods and
fuel is obtained. The nutrient values, the amount of light, temperature and pH values of
the water environment inhabiting the species affect the species development. Chlorella
sp. have been studied in various studies on biofuel production with different parameters.
In this study, two different cyanobacterial species, Synechocystis sp. and Chrooccoccus
sp. with two microalgae, Chlorella sp. and Scenedesmus sp. species. As a result of Folch
oil analysis, it was found that Synechocystis sp. 18,90% in the cyanobacteria and
Chlorella sp. 16,85% in the microalgae during the 45 days incubation period in 500 lux
light.

Keywords: Microalgae, Chlorella, Biofuels, Synechocystis.
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI
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ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim
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1.GIRIS

iklim degisikligi 4,6 milyar yillik diinya tarihi boyunca var olan bir dogal olay
olmasina karsin sanayi devriminden bu yana insanoglunun dogaya verdigi zararlarin
artmasi ile insanligin iklimi etkiledigi bir siirece doniigmiistiir. Bundan dolay1 Birlesmis
Milletler iklim Degisikligi Cergeve Sozlesmesi'nde “karsilastirilabilir bir zaman
periyodunda gozlenen dogal iklim degisikligine ek olarak, dogrudan ya da dolayli olarak

kiiresel atmosferin bilesimini bozan insan etkinlikleri sonucunda iklimde olusan bir

degisiklik tanimi1 kullanilmistir (Alper ve Anbar, 2008, s. 223).

Giliniimiizde Diinya 1sisinin yillik ortalamast yaklasik 14 santigrattir. Bu deger son
buzul devrinde 3-6 °C diismiis, buzul yiizey alani artmis ve dogal yasama olanak saglayan
kara parcast kiigiilmiistiir. Eger son buzul cagindaki 1s1 diislisii glinlimiizde artisa

doniisiirse kutup buz kapaklari yok olacak, deniz seviyesi 20-30 metre arasinda

yiikselecektir (Wedding, 1968).

Mevcut durumda iklim degisikliginin baslica sebebi “sanayi devriminden beri,
ozellikle fosil yakitlarin yakilmasi, ormansizlasma, tarimsal etkinlikler ve sanayi siirecleri
gibi cesitli insan etkinlikleri ile atmosfere salinan sera gazlarinin atmosferdeki
birikimlerindeki hizli artisa bagl olarak, sehirlesmenin de katkisiyla dogal sera etkisinin
kuvvetlenmesi sonucunda, yeryiiziinde ve atmosferin alt katmanlarinda saptanan sicaklik

artis1” seklinde tanimlanabilir (Tiirkes, 2008; Tiirkes, 2012).

iklim degisikliginin baslica nedeni sanayi devriminden bu yana petrol, komiir ve dogal
gaz gibi karbon igerigi yiiksek fosil yakitlarin yakilmasi ve bunun sonucunda
karbondioksit ve diger sera gazlarinin atmosferdeki yogunluklarinin ¢ok 6nemli miktarda
artmasidir. Bu gazlar diinyaya gelen kisa dalgali gilines 1sinlarinin yerkiireden yansiyarak
atmosferi terk etmesini engelleyerek ve bu 1sinlart uzun dalgali 1s1 1ginlar olarak tekrar

yerkiireye yansitarak sera etkisi olusturmaktadir (Aksay vd., 2005).

Cevresel zararlarinin yami sira fosil yakitlarin sonlu birer dogal zenginlik olmasi
nedeniyle bilim diinyasi alternatif yakit arayisina girmistir. Petroliin 35-40 y1l, dogalgazin
55-60 yil ve komiiriin 140-145 yil sonra tiikenecegi bilim adamlar1 tarafindan
bildirilmektedir. Mevcut enerji kaynaklarina alternatif yeni ve yenilenebilir enerji
kaynaklart; hidroelektrik, jeotermal, riizgar, gilines, dalga, gel-git, okyanus 1s1s1, hidrojen,

biyokiitle ve biyogaz enerjisidir (Canka Kilig, 2011, s.94).



Diinyada enerji ihtiyact ¢ogunlukla birincil enerji kaynaklarindan karsilanmaktadir.

Sekil 1.1°de 2011 yilinda diinyada birincil enerji kullanim1 verilmistir.

%64 %16

%4.9

M Petrol
%23.7 I
B Komir

M Dogalgaz

B Niikleer

¥ Hidrolik

¥ Diger Yeni. En. Kayn|

%303

Sekil 1.1. Diinyada 2011 yili birincil enerji kullanimi (BP Statistical Review of World Energy, 2012.
British Petroleum (BP), London, UK.)

Yenilenebilir enerji kaynaklarindan olan biyokiitle islenerek biyoetanol, biyodizel ve
biyogaz olarak ii¢ yakit elde edilebilmektedir. Cizelge 1.1°de 2011 yilinda iilkelerin
biyoyakit liretimleri verilmistir.

Cizelge 1.1. 2011 yilinda iilkelerin milyar litre bazinda biyoyakat iiretimleri (REN21, 2012. Renewables
2012 Global Status Report, Renewables Energy Policy Network for the 21st Century
(REN21), Paris, France.)

Ulkeler Biyoetanol Biyodizel Toplam
ABD 54,2 3,2 57,4
Brezilya 21 2,7 23,7
Almanya 0,8 32 39
Arjantin 0,2 2,8 3
Fransa 1,1 1,6 2,7
Cin 2,1 0,2 2,3
Kanada 1,8 0,2 2
Endonezya 0 1,4 1,4
Ispanya 0,5 0,7 1,2
Diinya 86,1 21,4 107

Sera etkisini ve CO, emisyonunu azaltmak i¢in biyodizel iiretimi ve tiikketimi vergiden
muaf tutularak desteklenmektedir. Ayrica biyodizelin sera etkisini dizel yakita gore %41

oraninda azalttig1 bilinmektedir (Chisti, 2007).

Biyodizel iiretiminde kullanilan {iriinler arasinda mikroalglerin hektar basina yag

iceriginin daha fazla oldugu Cizelge 1.2’de goriilmektedir.



Cizelge 1.2. Yag icerigine gore biyoyakit iivetiminde kullanilan iiriinler (Chisti, 2007)

Uriin Yag Icerigi (L/ha)
Misir 172

Soya 446
Kanola 1190
Jatropha 1892
Hindistan cevizi 2689
Palmiye 5950
Mikroalg (%70 yag) 136900
Mikroalg (%30 yag) 58700

Ulkemizin taraf oldugu uluslararasi cevre sdzlesmelerinden Kyoto Protokolii,
Birlesmis Milletler Iklim Degisikligi Cerceve Sdzlesmesi, Birlesmis Milletler Biyolojik
Cesitlilik Sézlesmesi, Denizlerin Gemiler Tarafindan Kirletilmesinin Onlenmesine ait
Uluslararas1 Sozlesme, Kalici Organik Kirleticilere iliskin Stokholm Sozlesmesi,
Akdeniz'in Deniz Ortami ve Kiy1 Bolgesinin Korunmasi Sozlesmesi ve Karadenizin
Kirlilige Kars1 Korunmasi S6zlesmesi uyarinca petrol kullaniminin azaltilmasi 6nemlidir.
Bu sozlesmeler kapsaminda petrol yerine alternatif olarak biyoyakitlarin kullanimi

miumkindir.

2000’11 yillardan sonra diinyada ve iilkemizde hiz kazanan biyoyakit iiretiminin
hammaddesi genelde tarimsal triinler ve atik yaglardir. Riizgar ve giines enerjisi gibi
alternatif enerji kaynaklarina kiyasla biyoyakit iiretiminin daha kolay ayarlanabilen ve
depolanan bir yontem olmasi ve bunun yani sira daha diisiik maliyetli ve kolay bir tiretim

yontemine sahip olmasi biyoyakit iiretiminin artmasina katki saglamaktadir.

Biyoyakaitlar ii¢ nesil olarak ayrilabilir. Birinci nesil biyoyakitlar geleneksel yontem
ve teknolojilerin kullanildigr ve seker, nisasta, hayvansal yag veya bitkisel yag
hammaddelerden iiretilen yakitlardir. Birinci nesil biyoyakitlar hammaddelerinin gida
kaynagi olmasi ile elestirilmektedir; gida stogunu ve biyogesitliligini tehdit etmemek i¢in
iiretimine sinir koyulmustur. Bu sinir ve artan talep ikinci nesil biyoyakitlarin {iretimine
olanak saglamistir. Ikinci nesil biyoyakitlarin hammaddesi gida amagl olarak dogrudan
kullanilmayan gida atiklaridir. Uretim yontemi daha karmasik olsa da ikinci nesil
biyoyakitlarin sera gazi emisyonunun birinci nesilden daha az oldugu tahmin
edilmektedir. Son olarak ii¢iincii nesil biyoyakitlarin hammaddesi ise alglerdir. Alglerin

fermentasyonu ile agiga ¢ikan karbonhidratlardan elde edilmektedir.



Ulkemizde biyoyakitlar arasinda en ¢ok biyodizel iiretimi icin potansiyel olmasina
ragmen yiiksek vergiler, denetimler ve hammadde sorunlari sektordeki firmalarin

iiretimlerini durdurmalarina denen olmustur.

Ulkemizde biyodizel ve biyoetanol iireten az sayida firma bulunmaktadir. Ozellikle
biyoetanol kullaniommin zorunlu olmamasi bu sektoriin ilerlemesine olanak

saglamamustir.

Bu c¢aligmada, fosil yakitlara alternatif olacak bir biyoyakit {retimi igin

kullanilabilecek mikroalglerin arastirilmasi ve karakterizasyonu amaglamistir.



2. MiKROALGLER

2.1. Mikroalglerin Tanim

Algler okyanus, deniz ve nehir gibi su ekosistemlerinden kara ekosistemlerine; ¢oller
gibi sicak ekosistemlerden kar ve buz gibi soguk ekosistemlere kadar bir¢cok ekosistemin
onemli birer tiyesidir. Diinyadaki primer iiretimin ¢ogunlugunu algler saglamaktadir.

20.000°den fazla mikroalg tiiriiniin varlig1 tahmin edilmektedir. Ancak sadece 50
mikroalg tiirliniin biyokimyas1 ve fizyolojisi ayrintili bir bi¢cimde ¢alisilmistir.
Mikroalgler, fotosentez yapabilme kabiliyetine sahip tiim prokaryotik ve Okaryotik
mikroorganizmalar1 i¢cermektedir. Genel olarak mavi-yesil algler olarak bilinen ve
mikroalgler gibi fotosentez yapabilen siyanobakteriler prokaryot mikroalglerdir.
Mikroalgler ve siyanobakteriler fitoplanktonu olustururlar (Sasson, 1997).

Mikroalgler giines 151811 kullanarak fotosentez yoluyla karbondioksiti yem, yiyecek,
biyokimyasal ve potansiyel biyoyakitlara doniistiirebilirler. Azot fiksasyonu
yapabilmeleri sayesinde biyogiibre olarak da kullanilmaktadir. Mikroalglerin
biyokiitlelerinin fermantasyonu ile biyometan, biyokiitle yaglarinin ekstraksiyonu ve
tiirevlenmesi ile biyodizel tiretilebilinmektedir (Kaykag, 2003; Chisti, 2007; Carioca vd.,
2009). Mikroalglerden iiretimlerin yaklasik olarak yarisi gida sanayinde kullanilirken,
geri kalan kismin biiyiik bir boliimii ilag ve kozmetik sanayinde kullanilir (Giiner ve
Aysel, 1999).

Literatiirde ¢alisilmis mikroalglerden bazilarinin biyokimyasal icerigi Cizelge 2.1°de
verilmistir.

Cizelge 2.1. Bazi mikroalglerin biyokimyasal i¢erik yiizdeleri (Carioca vd., 2009)

Tiirler Protein Karbonhidrat Yag  Niikleik asit
Scenedesmus obliquus 50-60 10-17 12-14  3-6
Scenedesmus quadricauda 47 - 1.9 -
Scenedesmus dimorphus 8-18 21-52 16-40 -
Chlamydomonas reinhardtii 48 17 21 -
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22  4-5
Chlorella pyrenoidosa 57 26 2 -
Spirogyra sp. 6-20 33-64 11-21 -
Dunaliella salina 57 32 6 -
Prummesium parvum 28-45 25-33 22-38  1-2
Tetraselmus maculata 52 15 3 -
Porphyridium cruentum 28-39 40-57 9-14 -
Spirulina platensis 46-63 8-14 4-9 2-5
Spirulina maxima 60-71 13-16 6-7 3-4.5
Synecchococcus sp. 63 15 11 5
Anabaena cylindrica 43-65 25-30 4-7 -




Mikroalgler Cizelge 2.2°de verildigi gibi gida ve yem iiretiminde protein ilavesi
olarak; gida ve kozmetik sanayisinde pigment olarak, tarim sektoriinde giibre olarak ve
saglik sektoriinde cilt kanseri tedavisinde kullanilmaktadir.

Cizelge 2.2. Alg iiriinlerinin ticari uygulamasi (Becker, 1995)

Gida Beslenme yetersizligi yasayan insanlar i¢in protein ilavesi

Yem Kiimes, kiigiik ve biiyiikbas hayvanlara beslenmeye ek protein ve vitamin ilavesi

Terapotik Cilt kanserinin tedavisinde -karoten kullanilmaktadir.

Pigmentler B-karoten ve fikobilin gida renklendiricisi olarak kullanilmaktadir. Fikobilinler
teshis kiti, kozmetikte ve analitik ayirag olarak da kullanilmaktadir.

Kimyasal Gliserol gida, igecek, farmasotik, kozmetiklerde kullanilmaktadir. Yag asitleri,

Kaynak Olarak  yaglar, steroller, hidrokarbonlar, enzimler, aminoasitler, vitamin C ve E,
polisakkaritler ve vakslar iyon degistirici ve yapistirici olarak kullanilmaktadir.

Yakatlar Hidrokarbonlar, hidrojen, metan ve yanabilir yaglar
Digerleri Organik giibre, toprak iyilestiricisi, atik aritimi

2.2. Mikroalglerin Gecmisi

Algler yaklasik 3,5 milyar yil 6nceye dayanan olusumlarindan yararlanilarak tarih
boyunca medeniyetler tarafindan ilag ve gida yapiminda kullanilmiglardir (Sukatar,
2002). Algleri M.O. 2700’lerde ilk kullanan kisi Kral Shen Nung’tur. M.S. ise Uzak Dogu
iilkeleri deniz alglerini tipta ve beslenmede kullanmislardir. Oncelikle kozmetik
sektoriinde pigment olarak, Roma Imparatorlugu Heros ve Virjil zamaninda kullanilmistir
(Cirik, 1981).

Alg kiiltiirleri hakkinda yayinlanan ilk rapor Ferdinand Cohn’a (1850) aittir. ilk saf
mikroalg kiiltiiri hakkindaki rapor mikrobiyolog Beijerinck’in 1890 yilinda
siyonobakteriler tizerindeki ¢aligmalart hakkindadir (Andersen, 2005).

Biiyiik hacimlerde mikroalg liretimi ve biyokiitlelerinin farkli amaclarla kullanimi ilk
olarak 1950’li yillarda Almanya’da baslamistir. Washington Carnegie Enstitiisii
bilinyesindeki bilim adamlar1 tarafindan calismaya devam edilmistir. Burada amag
Chlorella yesil alginin biiyilk hacimde gida i¢in iiretimi ve laboratuvar sartlarindaki
verimin ag¢ik havada da saglanabilmesi olup bu ¢alismalar “Algal culture from laboratory
to pilot plant” adli raporda yer almaktadir (Burlew, 1953).

Algler tarihte ilk olarak giibre yapiminda en ¢ok Uzak Dogu’da kullanilmistir. Algler
biyoteknoloji endiistrisinde bircok alanda kullamilmaktadir. Ozellikle Uzak Dogu ve
Gliney Asya iilkelerinde oncelikle besin maddesi olarak kullanilirken tip, eczacilik,

kozmetik sanayi ve tarimda da genis bir kullanim alan1 olmustur (Atay, 1984).



Gliniimiizde alglerden baslica agar, karragen ve alginat iretilmektedir. Ayrica
mikroalgler sahip olduklar1 organik asitler, sakkaritler, proteinler ve vitaminler sayesinde

calisilmalari 6nem tagimaktadir.
2.3. Siyanobakteriler
2.3.1. Tanim

Siyanobakterler, klorofil-a’ya sahip olan fotosentetik prokaryotlardir. Genellikle su
fotosentez sirasinda elektron vericidir ve oksijenin ylikseltgenmesini saglar. Yakin
zamana kadar siyanobakteriler, fikobilin pigmenti olan fikosiyanini olugturma yetenekleri
ile de karakterize edilmistir. Bu pigmentin yiiksek konsantrasyonunun bazi kosullar
altinda organizmalarin mavimsi rengine yol actig1 i¢in organizmalarin yaygin olarak
bilinen isimlerinden ikisi siyanobakteriler veya mavi-yesil alglerdir. Bununla birlikte
klorofil-a'ya ek olarak, fikobiline sahip olmayan, ancak klorofil b olusturan
Prochlorothrix gibi oksijenle gelisen en azindan prokaryotlarin fikosiyanin igeren
organizmalarla olduk¢a yakindan iligkili oldugu agik bir hale gelmistir (Tomitani vd.,
1999). Molekiiler deliller, klorofil b igeren organizmalarin birlikte gruplanmasini
desteklemediginden, burada en genis anlamda siyanobakterlerin tiyeleri olarak kabul

edilirler (Whitton ve Potts, 2000).

Siyanobakteriler, gezegenimizde simdiye kadar goriilmiis en Onemli organizma
grubunu teskil eder. Fotosentezde suyu bir elektron kaynagi olarak kullanma kapasiteleri
birincil iiretimi, H,S, H, ve Fe™ gibi alternatif elektron kaynaklarinin dagilimi ve
bolluklarinin dayattig1 sinirlart ortadan kaldirmigtir (Kharecha vd., 2005).

Primer liretimi azot fiksasyonuna baglama yetenegi, okyanuslarin biyolojik tasima

kapasitesini daha da arttirmistir (Grula, 2005).
2.3.2. Siyanobakterilerin Fotosentez Sistemi

Gilinesten gelen 151k enerjisinin kimyasal enerjiye doniistiiriilmesinin ana stireci
oksijenli fotosentezdir. Yeryiiziindeki tim yiiksek yasami enerjiyle saglayan siirectir.
Atmosferdeki tiim oksijen 2,8 milyar yil once siyanobakterilerin atalar1 tarafindan
kesfedilen bu siiregle gelismistir. Siyanobakteriler giiniimiizde kiiresel ekosistemin
onemli iiyeleridir ve diinyadaki yillik oksijen {liretiminin %30'una katkida bulunurlar. Bu
boliim, enerji donligiimiiniin ilk adimlarini katalize eden protein kompleksinin yapisini ve
fonksiyonunu aciklamaktadir. Isik, anten kompleksleri tarafindan yakalanir ve

transmembran yiik ayrimini katalize eden iki biiyiik biyoisik sistemi, Fotosistem 1 ve 2'ye



aktarilir. Bu, fotosentetik siireci harekete gecirir ve yiiksek enerjili adenozin trifosfat
(Adenosine Triphosphate, ATP) substratinin ve azaltilmis hidrojenin NADPH formunda
iretimi icin enerji saglar. Fotosistemler, sitokrom b6f kompleksi, membrana 6zgii
plastokinon havuz ve lumenal elektron tastyicilari tarafindan islevsel olarak birlestirilir.
Elektron tasima zincirinin reaksiyonlari, molekiiler motor ATP senteziyle ATPmin

sentezini saglayan bir elektrokimyasal proton gradyanina yol agar.
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Sekil 2.1. Siyanobakterilerin fotosentez sistemi (Bryant, 2006)



2.3.3. Siyanobakterilerin Gecmisi

Diinya tarihi bakimindan, siyanobakterler organizmalar arasinda ayricalikli bir
konuma sahiptir. Birincil iireticiler olarak karbon dongiistinde 6nemli bir rol oynarlar ve
N-fiksatorleri olarak, azot dongiisiinde belirgin bir sekilde goriiliirler. Dahasi, elektronlari
sudan alan ve oksijeni yan {iriin olarak {ireten birlesmis fotosistemleri gelistiren tek
organizma olarak, gezegenimizin redoks ge¢cmisinde de biiyiik bir yere sahiptirler (Knoll,
2008).

Bakteriler arasinda, siyanobakteriler alisilmadik 6l¢iide farkli morfolojilere sahiptirler.
Mavi-yesil alglerin geleneksel taksonomik siniflandirmalar1 bes temel grubu taniyan
morfoloji ve gelisime odaklanmistir (Rippka vd., 1979). Grup I (Chroococcales) yalniz
ve kolonyal tek hiicreli siyanobakteriler, 6rnegin Synechococcus ve Gloeocapsa. Grup 11
(Pleurocapsales) tek hiicrelilerden yalanci filamentli, talus olusturan siyanobakterilere,
coklu ve ikili fisyona sahip hiicrelerden olusur. Grup III (Oscillatoriales) hiicre
farklilagmas: olmaksizin ipliksi siyanobakterileri icermekle birlikte, Grup IV
(Nostocales) akinet ve heterosist iiretmek iizere hiicre farklilagsmasi ile isaretlenmis
filamentlerden olusur. Grup V (Stigonematales) daha karmasik ¢ok hiicreli organizasyona
sahip, hiicre farklilagtiric1 siyanobakterilerden olusur (Knoll, 2008).

Filogeni, 16S ribozomal-riboniikleikasit (rRNA), hetR ve rbcL genlerinin dizi
analizine dayanilarak ve ¢ok hiicreli taksonun genis Orneklemesi ile akinetleri ve
heterosistleri ayiran siyanobakterilerin monofilisini de desteklemektedir (Tomitani vd.,
20006).

Sekil 2.2°de siyanobakterilerin filogenik iliskisi gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Molekiiler dizi karsilastirmasina dayalr siyanobakterilerin filogenik iliskisi (Tomitani
vd., 2006)

Diger prokaryotlara kiyasla, siyanobakteriler genelde biiyiik hiicrelere, karmasik
morfolojilere sahiptirler ve fosil kayitlarinda bulunma ihtimalleri yiiksektir. Bu nedenle,
diinyanin ge¢cmisi ile en merkezi olarak iligkili olan bakteri grubunun sedimentlerde bir
iz birakma ihtimalinin yliksek oldugu diistiniilmiistiir (Knoll, 1989; Knoll, 2003).

Fotosentezdeki elektronlar i¢in suyun kaynagi olarak kullanilacak olan biyokimyasal
kapasite, bir zamanlar mevcut siyanobakterilerin ortak atasi olarak gelismistir. Jeolojik
kayit, doniisiim olayini, en azindan 2450-2320 milyon yil 6nce gezegenimizin tarihinin
erken donemlerinde ve muhtemelen ¢ok daha erken gergeklestigini gostermektedir.
Mevcut kanitlar, yagsamin 3500 milyon y1l dnce var oldugunu gdsteriyor, ancak oksijenli
fotosentezin ne zaman evrimlestigi tartisma ve arastirmalara neden olmaya devam
etmektedir. Siyanobakteriyal evrim iizerine net bir paleontolojik pencere yaklasik 2000
milyon yil 6nceye agilmis ve mavi-yesil alglerin ¢esitliligini ortaya koymustur (Knoll,

2008).
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2.3.4. Siyanobakteriyel Azot Fiksasyonu

Siyanobakterilerin sahip olduklar1 heterosistlerin rolii esas olarak azot fiksasyonuna
yatkin bir sitozolik ortam yaratmaya uygundur. Bu nedenle heterosist olusumu
muhtemelen azot aclig ile yonlendirilen filamentli siyanobakterilerden olusan bir grup
icinde spesifik bir adaptasyon olarak gelismistir (Berman-Frank vd., 2003; Tomitani vd.,
2006).

Nitrojenaz aglar1 ile siyanobakter tiir aglar1 arasindaki uyumsuzluk, bu metabolik
kabiliyetin karmagik bir evrimsel Oykiisii oldugunu diistindiirmektedir. Azot
fiksasyonunun enerjik maliyeti (sabit N, molii bagina en az 16 mol ATP) sabit azot
alternatif kaynaklar1 bulmak i¢in gii¢lii bir se¢im baskisi olusturmaktadir (Swingley vd.,
2007).

Sekil 2.3’teki yatay gen aktarimi, sadece siyanobakteriler arasinda degil, yasam aginda

N3 sabitlenmesinde dnemli bir rol oynamistir (Swingley vd., 2007).
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Sekil 2.3. Siyanobakteri gruplari (Swingley vd., 2007)
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2.3.5. Siyanobakteriyel Karbondioksit Fiksasyonu

Atmosferik karbondioksit konsantrasyonundaki artisin kiiresel 1sinmanm ana
nedenlerinden biri oldugu diisiiniilmektedir. Uluslararas1 Iklim Degisikligi Paneli
(International Panel of Climate Change, [PCC) kriterlerine gore, komiiriin yanmasindan
cikan gazlarin yaklagik %10-15"1 karbondioksittir. Mikroalgler ve siyanobakteriler, bu
gaz1 karbon kaynagi olarak kullanarak atmosferik karbon dioksitin azalmasina katkida

bulunabilir.

Bugiine kadar incelenen tiim siyanobakterler CO,'i karbonhidratlara sabitleyebilir.
Bununla birlikte, fiziksel biiyiime kosullarinin gesitliligine ek olarak, siyanobakteriler,
cevrelerinden organik karbon tiiketme kabiliyetlerinde de biiylik 6l¢iide degisiklik
gosterir. Bircok sus, tek karbon kaynaginin CO, oldugu yerde zorunlu fotototrof olup
digerleri ¢ok cesitli organik maddeler kullanarak fotomiksotropik veya hatta heterotrofik
bliylime gergeklestirebilirler. Siyanobakteriler, ayni hiicresel bdlmede anabolik ve
katabolik karbonhidrat metabolizmalarinin islev gérmesi durumunda essiz bir durum
olusturmaktadir. Buna ek olarak, fotosentez ve solunumla elektron tagima yollari tilakoid
membranlardaki bilesenleri paylasir. Siyanobakteriyel metabolizmanin 6neminin
bilinmesine ragmen fotototrofik, heterotrofik ve fotomiksotropik biiylime modlari
arasindaki kaymalarla iligkili mekanizmalar ve bunlarin diizenlenmesi hakkinda ¢ok az
sey bilinmektedir. Glikoliz, fermantasyon, oksidat pentoz fosfat, Krebs dongiisii ve

solunum karbonhidrat par¢alanmasinin farkli yollaridir (Kaplan vd., 2008).

2.3.6. Siyanobakterilerin Genom Ozellikleri

Siyanobakteriler, tek hiicreli liflerden filamentlere kadar degisen, morfolojik agidan
cok ¢esitli organizmalar olup, bazilar1 ¢iplak gozle goriilebilecek kadar biiytiktiir. Bu
nedenle tarihsel olarak mavi-yesil alg olarak adlandirilmigtir (Rippka vd., 1979; Stainer
vd., 1978). Bircok siyanobakteriyen ailesi ¢ok yakindan iliskili oldugundan, genetik
filogenetik iliskileri ayirt etmek ic¢in siklikla kullanilan 16S rRNA, tiirler morfolojik
acidan farkli olsa da yakindan iligkili tiirleri tam olarak ¢6zemez (Casamatta vd., 2005;
Fox vd., 1992).

Birgok calisma, ribozomal ¢esitlilik eksikligini telafi etmek i¢in, 16S-23S rRNA dahili
kopyalama alan1 bolgesine donmiistiir (Boyer vd., 2001; Brown vd., 2005; Rocap vd.,
2002). Bu bolge hem dizi hem de uzunluk bakimindan oldukc¢a degiskendir.

Antiterminasyon ve rRNA katlanmasindan sorumlu bilgileri igerir ve ayn1 zamanda iki
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tastyict RNA (tRNA) genini kodlar. ITS sekanslar1 yakindan iligkili tiirlerin ayirt
edilmesinde kullanigh olmasina ragmen, dikkate alinmasi gereken birka¢ husus vardir.
Bazi siyanobakterilerin ribozomal operonlarinin ayni olmayan kopyalar1 vardir (Boyer
vd., 2001). Bir organizma sinifi ya da tek bir organizma i¢indeki dahili kopyalama alani
bolgelerinin uzunlugu ya da tRNA kodlama sayisindaki degisiklikler dikkatle ele alinmali
ve inceleme aninda insan hatasina neden olmamalidir (Boyer vd., 2001; Rocap vd., 2002).
2.3.6.1. Genom Dizisi Belirleme Yontemleri

Biiyiik olgekli ag yapisi, tim genomlar arasindaki evrimsel iliskileri ¢6zmek icgin
nispeten yeni bir tekniktir. Bu problemin iistesinden gelmek icin iki temel yaklagim
kullanilmistir. Konsensiis aglari, ¢ok sayida gen (protein) aginin topolojisinin ortalamasi
alinarak olusturulmustur. Zincirleme aglar, tek bir uzun hizalamadan bir ag olusturmak
icin uctan uca istifleme ile olusturulmustur. Her iki yontem de 20'den fazla dizilim
kullanildiginda gercek bir topolojiye yaklagsma egilimindedir; ancak, birlestirme
yontemleri daha az dizi kullanarak bu topolojiye ulasmak egilimindedir ve genellikle
daha dogrudur (Gadagkar vd., 2005).

Kanonik tek gen veya protein filogenezinde oldugu gibi, bu yontemlerin dogrulugu,
homolog dizileri segme ve dogru bir sekilde hizalama kabiliyeti ile sinirlanmaktadir.
BLAST algoritmas: / yazilim paketi en yaygin kullanilan arasinda yer alan homolog
dizileri bulmak icin bir dizi hesaplama araci kullanilabilir. Homologlar grubu igin
filogenezleri gruplamak, hizalamak ve tiiretmek basit¢e dogru olmayan evrim agaglariyla
sonuglanir. Bu sonug, tiim genomlarda bulunan g¢ogaltilmis genlerin istiinliigiinden
kaynaklanir ve bu genlerin igerilmesi, sahte hizalamalara ve yorumlanmasi zor evrimarar
agaclara yol agabilir. Bu nedenle, filogenetik analizin ilk adimi, homolog genleri veya
proteinleri, dikey inis ile ilgili ve genelde ayn1 genojelerde ayni islevi géren ortologlara
gruplamaktir.

flke bakimindan basit olsa da daha ileri analiz i¢in ortologlar1 segmek pratikte oldukca
zordur ve siklikla filogenetik analizde yer alan gen sayisini sinirlar. Ortologlarin se¢imi
icin esik kullanimi, 6zellikle bir grup homolog i¢in (en az yiizde 6zdeslik, agilmamis /
ortiisen sekans uzunlugu veya homologlarin 2 veya daha fazla genomda karsilikli en
yakin eslesmeleri) iyi sonug veren kesimlerin iyi sonug¢ vermemesi nedeniyle problemlidir
(Koski ve Golding, 2001; Tatusov vd., 1997; Tatusov vd., 2001). Bu, evrensel olarak
korunan "temizlik" genleri veya proteinleri iizerinde odaklanan analizlere neden olur.

Potansiyel olarak bilgilendirici olmasina ragmen, bu homologlarin ¢cogunun filogenetik
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analizi kompozisyon veya evrimsel oranlarda gii¢lii yanliliklar oldugunu belirtmistir
(Lamour vd., 1994). Dahasi, bu proteinler evrensel olarak korundugu igin, belirli bir
organizma hakkinda ilging olanin ¢ok azin1 agiga ¢ikarirlar.

2.3.6.2. Siyanobakteriyal Tiir Ag1

Burada kullanilan yontemler, siyanobakterilerin filogenezine benzeri goriilmemis
diizeyde bir genetik ayrinti saglamistir. 340 ayr1 agdaki topolojik imzalar1 igeren ve
birbirine bagl tek bir biiylik veri grubuna dayanan iki farkli yontem kullanilmig olsa da
elde edilen filogenler neredeyse birbirleriyle aynidir. Ayrica, burada iiretilen agaglarin
birgok yonii, 16S rRNA, ribozomal proteinler veya Rubisco biiyiik altbirim gibi
metabolik proteinler ve fotosentetik aparatin bilesenleri gibi tekli gen veya protein
markerlerine dayanan 6nceki analizlerin sonuglarini kabul eder.

Sekil 2.4, tahmin edilen 340 maksimum olasilikl1 filogenez i¢in bir konsensus agini
gostermektedir. Diigiimler lizerindeki sayilar, 340 agacta belirli "boliinme" sayisinin kag
kez gbdzlemlendigini gosterir. Ornegin, pikofitoplankton-Proklorokok ve deniz
sinesokoklar1 ve diger siyanofitler arasindaki ayrim (burada "kanonik siyanofit" olarak
anilir, deniz sinesokoklari-proklorokok simnifi hari¢ tiim siyanobakterileri kapsar)
yakindan iliskili olan termofilik Synechococcus OS soylar1 A ve B 'nin kiimelenmesi her
tek agacta gozlenmistir. Diger dallar ¢ok daha zayif bir sekilde desteklenmistir-
Acaryochloris marina / Thermosynechococcus elongatus kiimesi yalnizca birgok agda
gozlenmistir. Sekil 2.5'te gosterilenler, bu filogenezlerin Bolme Agaci analizinden
kaynaklanan "boliinmiis dekompozisyonlar" olarak adlandirilmaktadir. Bu, degisken
fakat siklikla yinelenen filogenetik sinyalleri, aga¢ yerine net olarak tasvir eder, 6rnegin
zayif desteklenen Acaryochloris marina / Thermosynechococcus elongatus kiimesinin
tabani, bir¢ok tekli protein agacinda bulunan alternatif sinyali gosteren bir karisiklik

olarak gosterilir (Swingley vd., 2007).

15



Sekil 2.4. Genis siyanobakteriyel tiir agi (Swingley vd., 2007)

P.marinus_MIT9212
P.marinus_MED4

P.marinus_CCMP1375
P.marinus_NATL2A

P.marinus_MIT9313

Synechococcus_sp._9917
Synechococcus_sp._7805

Synechococcus_sp._9605 .
Synechococcus_sp._8102
Synechococcls_sp._9902

Sekil 2.5. Detayli siyanobakteriyel tiir agi (Swingley vd., 2007)
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Sekil 2.6, 130000'den fazla korunan karakterin Bayesian maksimum olasilik analizinin
sonucunu gosterir ve konsensiis aglariyla ¢arpict genel uyumu gosterir. Bu ag, ikame
sekillerinin (sadece topolojilere karsit olarak) analizine dayandigi i¢in, dal uzunluklari
korunur; ornegin birgok prokloroprote proteininde anolimalus evrimsel oranlarimi
gosteren nispeten uzun dallar1 gosterir. Birlestirilmis hizalamalar1 kullanmanin diger bir
avantaji, igerdikleri protein ailelerinin sayisin1 en yiiksege c¢ikarmak igin,
siyanobakteriyal filumun disinda bulunan ortologlart olan protein ailelerini
icerebilmeleridir (bu siyanobakteriler konsensus ag filogenezlerinden hari¢ tutulmustur).
Bu dis gruplarin eklenmesinden yola ¢ikarak, Gleobacter violaceus soylari, mevcut
bulgularla uyumlu olarak, mevcut siyanobakteriler arasinda en derinde dallanma olarak
goriiliir (Honda vd., 1999; Nakamura vd., 2003). Ayrica, bu koklenme, daha 6nce ¢ok
daha ¢esitli organizmalarin analizine dayanan, daha once de savunulan, baz1 termofilik

siyanobakterilerin erken radyasyonunu 6nermektedir (Sanchez-Baracaldo vd., 2005).

Synechococcus sp. CC9902
Synechococcus sp. CC9605
Synechococcus sp. WH8102
,— Synechococcus sp. WH7805
Synechococcus sp. RS9917

| P.marinus MIT9313
1 - P.marinus CCMP1375
k_{ P.marinus NATL2A
P.marinus MED4
E P.marinus MIT9312
Synechococcus sp. WH5701
 S.elongatus PCC6301
S.elongatus PCC7942
T.elongatus
A.marina
| { C.watsonii
Synechocystis PCC6803
[ Li T.erythraeum
~— N.punctiforme
[ Nostoc sp.
A.variabilis
[ Synechococcus A
- Synechococcus B
~——————— QG.violaceus
‘ { C.acetobutylicum
R.palustris CGA009

Sekil 2.6. Synechococcus tiriiniin filogenisi (Swingley vd., 2007)
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2.3.7. Siyanobakterilerin Molekiiler Ekolojisi

Molekiiler teknikler ortaya ¢ikmadan once, morfoloji, ekolojik dagilim ve g¢evresel
rolii agisindan siyanobakteriyel c¢esitlilik, yiiz yildan uzun siiren 6zel dogabilim
hesaplarindan oldukga iyi biliniyordu. Burada molekiiler tekniklerin katkilari, cogunlukla

doniistiiriicii olmaktan ziyade artimsal olmustur.

Birincil iireticiler olarak 6nemi nedeniyle, grup olarak siyanobakteriler, molekiiler ve
genomik tekniklerle yogun arastirmalara konu olmustur. Oksijenik fototrof
grubundadirlar. Baz1 durumlarda siyanobakterilerin ¢aligma ortamindaki énemi, dolayli
olarak, siyanobakteri i¢in mevcut olan molekiiler verilerin taban ¢izgisini genisletmeye
yardimci olmustur. Fakat modern molekiiler ekolojik calismalarin siyanobakteriyel
aragtirmalar tlizerindeki etkisi, diger bakteri gruplarini igeren arastirmalardan biraz
farklidir veya bir biitiin olarak mikrobik ekoloji disiplini iizerindedir. ilk olarak, gruptaki
filogenetik {iyeligin taninmasi hi¢bir zaman tanimlayict bir problem degildir, bu arada
siyanobakteriler genelde mikroskobik, hatta bazen makroskopik goézlemlerle diger

bakterilerden daha fazla tanimlanmas1 miimkiindiir.
Genel olarak;
1) Genellikle biiyiiktiirler.
2) Genellikle agikca tanimlanmis morfolojik 6zellikleri vardir.
3) Fotosentetik pigment icerigi onlar1 siddetle fliioresan hale getirmistir.
4) Giines 15181 zorunlu ihtiyaglari oldugundan habitatlarini sinirlar.

Dogadaki siyanobakteriler fotoototrof oldugu i¢in molekiiler yollarla ekosistemdeki
baslica islevlerini yerine getirmek icin baska mikrobik gruplarda oldugu gibi kesinlikle
bir bagimliliklar1 bulunmamaktadir. Bununla birlikte, birincil iiretici roliine bagh olarak
islevsel veya metabolik yonleri, 6rnegin azotu diizeltme yetenegi, besin durumlari,
toksisiteleri veya gece metabolizmalari halen molekiiler ¢calismalarla acikga en iyi sekilde

sorgulanabilen sorular halindedir (Garcia-Pichel, 2008).

80'li yillarin basinda, Oncii ¢alismalar niikleik asitleri tarla orneklerinin digina
cikarmistir (Stahl vd., 1984; Weller ve Ward, 1989). Nihai polimeraz zincir reaksiyonu
(Polimerise Chain Reaction, PCR) amplifikasyonunun uygulanmasi, niikleik asitlerin
yetersizligi ile ilgili birgok sorunu d6nlemistir. Dogal mikroplarin tespiti, parmak izi alma
ve fonksiyonel sorgulamaya yonelik olarak tasarlanmis molekiiler tekniklerin

gelistirilmesiyle molekiiler mikrobik ekoloji énemli ve yaygin hale gelmistir. rRNA
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isaretlerine dayanan erken yerinde teknikler ile, en umut verici mikroorganizmalarin
siyanobakteriler oldugu ortaya ¢ikmistir (Olsen vd., 1986). Bunun nedeni, rRNA'larin
ortak bir ara¢ sunan tiim organizmalarda evrensel molekiiller olmasidir. Buna ek olarak
rRNA, diger niikleik asitlerle karsilagtirildiginda biiyiik kopya sayilarinda bulunur; bu
nispeten izolasyonu ve siralamayi kolaylagtirmigtir. Mikrobiyal ¢aligsmalar i¢in rRNA en
yaygin kullanilan molekiiler genetik belirte¢ olmasina ragmen, liste genelde islevsel

olarak anlamli olan diger genleri de i¢ine alacak sekilde gelisir.

Yiiksek verimli DNA dizileme teknolojisindeki gelismeler sayesinde iyi bir sekilde
geligtirilen genomlarin, genomik kaliplarin ve genomlarin koleksiyonlarinin biyo-
informatik caligmalar1 ¢evre bilimlerinde yapilmaktadir. Bir¢ok siyanobakteri de dahil
olmak tiizere giderek artan sayida tam olarak siralanmis mikrobiyal genomlarin
mevcudiyeti, sahada dogrudan elde edilen dizileri yorumlamak i¢in genisleyen bir

genomik veritabani olusturur (Meeks vd., 2001).

Mikroorganizmalarin  ¢esitliligi ve dagilimi hakkinda bilinen bu molekiiler
yontemlerin girisinden 6nce laboratuvarda iiretilen kiiltiirler, plaka sayimi1 ya da en olasi
say1 belirleme gibi ekim tabanli teknikler igeren ¢aligsmalardan tiiretilmistir. Ancak, cogu
tiir zenginlestirme ve izolasyon sirasinda, se¢im siirecinden sonra kiiltiir haline getirilir
fakat cogunlukla dogal kokenli popiilasyonu temsil etmez (Garcia-Pichel vd., 1996;
Hugenholtz vd., 1998). Molekiiler yontemler bazilar1 tarafindan, dogal ortamdaki
mikrobik cesitlilik, dagilim ve fonksiyonun belirlenmesi siirecinde saf kiiltiirlerin
izolasyona dayali dnyargili yaklagimi azaltma ve hatta yerine koymanin bir yolu olarak
algilandilar (Pace, 1997). Ancak, molekiiler sekans verilerine dayanilarak yapilan tiim
ekolojik ¢ikarimlarin, saf kiiltiirlerin kendileri iizerinde kurulan kimlikler veya islevsel
ozellikler ile olan korelasyona dayandigi acik bir sekilde anlagilmistir. Cevresel
molekiiler verilerin yorumlanmasi i¢in demirleme noktalar1 olarak kullanilabilecek
yeterli sayida bu tiir kiiltiirlerin bulunmamasi, yalnizca g¢evresel DNA sekanslari
temelinde tanimlanan mevcut mikrobiyal agda giderek artan sayidaki dallar tarafindan
vurgulanmustir; ekili izole edilmemistir, dogadaki olas1 rolleri hakkinda genel bir fikir
yoktur (Rappe ve Giovannoni, 2003). Bu, mikrobik ekolojide ekim vurgusunda gergek

bir ronesansa yol agmustir.

PCR, se¢ime bagl oligoniikleotidler, bir termostabil DNA polimeraz ile astarlama ve
sicaklik ayarli astarlama, uzatma ve denatiirasyon arasinda tekrar eden bir anahtar

vasitasiyla, bir milyondan fazla kopya 6zellikle hedeflenen DNA dizilerinin birkag saat
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icinde sentezlenebilmesi, daha fazla genetik test i¢in genis miktarda niikleik asit materyali
olusturmasidir (Saiki vd., 1988). Amplifikasyon i¢in gerekli sablon DNA'nin az miktarda
olmas1 nedeniyle PCR, diisiik biyokiitlenin dogal numunelerine uygulanmasi i¢in
uygundur ve niikleik asitlerin miktarlarina gore analitik sinirlamanin iistesinden gelmek
icin ¢ok degerlidir. Cevreyle ilgili DNA'min smirlandigi yerlerde degil, tim
uygulamalarda PCR, ekstraksiyon isleminden spesifik DNA parcalarinin genetik
analizine hizl1 gecis, hizli tarama ve genis veri kiimelerinin karsilastirmasi, replikasyon
ve istatistiksel analizin yani sira mekansal egilim analizlerine kolayca izin verir ve
zamansal ol¢ekler. PCR, mikrobik ekolojide kullanilan bir¢ok teknigin bir pargasi haline
gelmigtir. Dogal oOrneklerde mevcut olabilecek dogal maddeler (metaller, asitler)
tarafindan engellenmeye duyarhidir ve esit siddette veya 6zdeslik ile olas1 tiim hedefleri
cogaltamayabilir. PCR'in giicii, rutin genetik analizlerin birkag¢ hiicreden veya filamentli
siyanobakteriden olusan mikroskopik oOrneklerden miimkiin oldugu sekilde yapilir

(Garcia-Pichel vd., 1996; Janson vd., 1999; Lodders vd., 2005)
2.3.8. Siyanobakterilerin Kullanim Alanlari

Siyanobakteriler mavi renkli, kokusuz, toksisitesi olmayan, su igerisinde ¢dziinebilen
ayrica giiclii floresan 6zelligine sahip olan fikosiyanini iiretirler. Fikosiyanin gida, ilag ve
kozmetik sanayilerinde kullanilan dogal bir renklendiricidir. Ayrica sahip oldugu floresan
ozelligi sayesinde mikroskopi, sitometri, bagisiklik ve doku kimyast konusundaki
calismalarda prob olarak kullanilmakta ayrica antioksidan ve radikal uzaklastirict
etkisinden dolay1 farmasoétik olarak kullanilma potansiyeli oldukea yiiksektir (Akoglu ve
Cakmakei, 2011).

Mikroalgler B12 ve E vitamini iretirler. Bu vitaminlerin hem insan hem hayvan
tiiketimi miimkiin oldugundan biiyiik bir piyasa potansiyeli vardir. Mikroalgler ayrica
flokiilant, viskozlastirici ve yaglayici olarak kullanilir. Siyanobakteriler yiiksek oranda
hiicre dis1 polisakkarit {iretmektedir ve bunlarin ¢ogu viskozlastirict olarak
kullanilmaktadir. Siyanobakterilerde azot agliginin artis1 ile polisakkarit tiretiminin arttig1
belirlenmistir. Viskozlagtirma 6zelligi fazla akiciligi durdurmayi ve pigmentlerin fazla

zarar gormesini Onlemeyi saglar.

Kozmetik sektoriinde losyon, cilt temizleme maddeleri, cilt kremleri ve sag
boyalarinda kullanilirlar. Sabunlarda kopiik artirici, sampuanlarin iginde temizleyici

olarak kullanilirlar.
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Mikroalglerden elde edilen gliserin kimya endiistrisinde ve patlayict madde iiretiminde

kullanilir.

Genellikle siyanobakterilerdeki hidrokarbonlar kuru kiitlelerinin %5’inden azdir.
Petrol kaynaklarinin olusumunda 6nemli rol aldig1 bilinen Botryococcus braunii tiiriiniin

kuru kiitlesinin %90°1 kadar hidrokarbon tirettigi belirlenmistir.

Siyanobakteriler kiiclik ve biiyiikbas hayvanlarin ve kiimes hayvanlarinin yemlerine
katk1 maddesi olarak eklenmektedir. Bu eklemenin hayvanlarda olumlu yonde gelismeler
sagladig1 gozlenmistir.

Azot fiksasyonu yapabilen siyanobakteriler piring tariminda giibre olarak
kullanilmaktadir. Toprag: iyilestirir, erozyonu azaltir, havalandirma saglar ve bitki

gelisimini diizenlerler.

Siyanobakteriler endiistriyel ve evsel atiksularin aritiminda organik ve inorganik
bilesiklerin, ¢6ziinmiis ya da askida olmalar1 farketmeden, ortama oksijen saglayarak
aritttmini1 saglarlar. Siyanobakteriler azot ve fosforu besin olarak kullandiklari i¢in atiksu
aritiminda azot ve fosfor iceren bilesenler alg bulunan tanklara alinarak

uzaklastirilabilirler.

Alkol sanayisinde, bira ve sarabi berraklastirmada, kokteyllerin ve karigimlarin

cokelmeleri engellemek igin stabilizator olarak kullanilirlar.

Kagit ve kaucuk sanayisinde, yiizey cilalamak, su sizdirma ve miirekkep dagilimin
onlemekte kullanilirlar. Baslangigta dogal olan kauguga eklenerek kaugugun yumusaklik

ve akicilik kazanmasini saglarlar.

fla¢ sanayisinde tablet kaplama malzemesi olarak kullanilir. Ayrica gram negatif ve
gram pozitif bakterilere kars1 etkili bazi antibakteriyal maddeler mikroalglerden elde
edilir. Yine atiksulardan azot ve fosfat giderilmesinde Chlorella vulgaris tiiriinden

yararlanilmistir (Shelknanloymilan vd., 2012).

Birgok mikroorganizma tek hiicre yaglar1 iiretmektedir ve bu yaglar biyodizel
iretiminde hammadde olarak kullanilmaktadir. Siyanobakterilerden biyohidrojen,
biyometan, biyoetanol, biyometanol, biyobiitanol ve biyodizel iiretilmektedir.

2.3.9. Siyanobakteriler Tarafindan Uretilen Toksinler

Siyanobakteriler, hayvan zehirlenmelerine ve insan sagligi riskine neden olan ¢ok

cesitli toksinler tiretir. Ayn1 zamanda ila¢ potansiyelleri ve hiicre reaktifleri potansiyeline

sahip ¢ok sayida biyoaktif bilesik iiretmektedirler. Bu siyanobakteriyel iirlinlerin
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toksinlere ve biyoaktif bilesiklere ayrilmasi biraz suni ve tarihsel kokene sahiptir.
Siyanobakteriyel hepatotoksin ve norotoksinler gibi toksinler, aragtirma araglari (hiicre
biyolojik reaktifleri) olarak kullanilir ve reaktif tedarikgileri tarafindan satilmaktadir.
Siyanobakteriyel biyoaktif bilesikler i¢in bircok ekran, memeli hiicreleri iizerindeki
etkilerine (antikanser bilesikleri) yoneliktir, diger bir deyisle genellikle sitotoksinler i¢in
ekranlardir. Siyanobakteriler Okaryotik hiicreler / organizmalar {izerinde etkili olan
biyoaktif bilesikler iiretirler, fakat virtislerde oldugu gibi diger bakteri / siyanobakterileri
de etkilerler. Ototrofik organizmalar olarak siyanobakteriler ¢ok yonliidiirler ve cesitli
organizmalarda yetisirler ve bu organizmalar tarafindan iiretilen biyoaktif bilesiklerin
cesitliligini kismen agiklayabilir. Giderek artan bir sekilde, bu biiyiileyici organizmalari

ve biyoaktif bilesiklerini incelemek i¢in mevcut kiiltiir koleksiyonlar1 kullanilmaktadir.
¢ Siyanobakteri hepatotoksinleri: Mikrosistinler ve nodiilerinler

Diinyada, tatli su blogunda en sik bulunan siyanobakteriyel toksinler, siklik
heptapeptid mikrosistinlerken, aci sularinda siklik pentapeptid nodiiler yaygindir. Bu
toksinler ¢ok giiclii hepatotoksinlerdir. Fare biyoanalizlerinde akut dozdaki bu toksinler,
karaciger yaralanmasi ve i¢ kanamalar yoluyla birka¢ saat icinde 6liime neden olur.
Otopside biiyiik, karanlik, kanla tikanmis bir karaciger bulunur; karaciger tizerindeki
etkisinden dolay1r ve "hepatotoksinler" adini almaktadir. Bu toksinler, planktonik
Anabaena, Microcystis, Osilator / Planktothrix, Nostoc, Anabaenopsis'den tespit

edilmistir (Sivonen ve Jones, 1999).
¢ Silindrospermopsinler-siyanobakteriyel hepatotoksinler ve sitotoksinler

Silindrospermopsin molekiil agirlig1 415 olan siklik bir guanidin alkaloididir (Ohtani
vd., 1992). Cylindrospermopsis raciiborskii, Umezakia natans, Aphanizomenon
ovalisporum, Aphanizomenon flos-aquae, Raphidiopsis curvata ve Anabaena bergii
tarafindan {iretilen tropik veya subtropik olarak ortaya cikan bir siyanotoksindir. Bir

hepatotoksin olmasinin yan sira, cylindrospermopsin bobrekleri, dalaklari, timusu ve
kalbi de etkiler.
¢ Siyanobakteri norotoksinleri

Siyanobakteriyel ndrotoksinler hepatotoksin kadar yaygin degildir. Bu norotoksinler
cok hizli bir sekilde etkileyen zehirlidir ve Kuzey Amerika, Avrupa ve Avustralya'da en
sik rastlananlardir. Fare biyoaygitlarinda solunum durmast ile 6liim 2-30 dakika arasinda

gerceklesir (Hawser vd., 1991).
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e Dermatotoksinler ve diger deniz biyotoksinleri

Lyngbya, Oscillatoria ve Schizothrix gibi bentik siyanobakterilerin, Hawaii ve
Okinawa'da siyanobakteri ile temas eden yliziicliler arasinda siddetli dermatiteye neden
olan toksinler tirettigi bildirilmistir. Lyngbya'nin toksinleri, giiclii tiimor destekleyicileri
ve protein kinaz C etkinlestiricileri olan aplysiatoxins ve debromoaplysiatoxins olarak

tanimlanmaktadir (Moikeha ve Chu, 1971; Hashimoto vd., 1976).
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3. MiKROALGLERIN BiYOYAKIT URETIMINDE KULLANILMASI
3.1. Biyohidrojen Uretimi

Hidrojen biiyiik bir potansiyeli olan alternatif yakit olarak kullanilabilecek temiz bir
enerji tasiyicisidir. Hidrojen iiretiminde ¢esitli teknolojiler vardir. Biyolojik hidrojen
iiretim prosesleri geleneksel prosesler ile kiyaslandiginda daha ¢evre dostu ve daha az
enerji yogunlukludur. Hidrojen biyolojik olarak biyofotoliz, foto-fermentasyon ve
karanlik-fermentasyon veya bu proseslerin kombinasyonu ile iiretilebilir. Bu proseslerin
ticarilesmesinde en 6nemli engel diisiik hidrojen iiretim verimi ve hizidir. Ticarilesmenin
hizlanmasin1 genetik olarak modifiye edilmis mikroorganizmalar, isletme sartlari

iyilestirilmis prosesler ve kombine proseslerin bulunmasi saglayacaktir.

Yesil alg ve siyanobakteriler, su molekiillerini H' iyonuna ve O,’ye direkt ve indirekt

biyofotoliz yollari ile parcalarlar.
¢ Direkt biyofotoliz

Bu proses ile giines enerjisi direkt olarak fotosentetik reaksiyonlar ile suyu hidrojen
iyonu ve oksijene ayirir. Uretilen H' iyonlari, hidrojenaz enzimi ile H, gazina déniisiir.
Biyofotoliz siirecinde kullanilan demir-hidrojenaz aktivitesi oksijene kars1 hassas
oldugundan 6zel sartlar gereklidir. Yesil alglerde suyun hidrojene doniisiimii reaksiyon

(3.1) de verilmistir.
2H,0+ 151k — 2H, +O, (3.1)

Yesil bitkilerde hidrojenaz enzimi olmadigindan sadece CO; indirgenmesi meydana
gelir. Siyanobakteriler hidrojenaz enzimine sahiptir ve uygun sartlar saglandiginda
hidrojen iiretebilirler. Direkt biyofotoliz reaksiyonunda elektronlar sudan Fotosistem 1 ve
2 araciligi ile hidrojene yonlenir. Direkt biyofotoliz Fotosistem 2’de suyun parcalanmasi

ve Fotosistem 1’de ferredoksinin indirgenmesinden meydana gelir.

Yesil alglerden olan Chlamydomonas reinhardtii anaerobik sartlar altinda hidrojen
iiretebilir veya hidrojeni elektron vericisi olarak kullanabilir. Uretilen hidrojen iyonlari,
hidrojenaz enzimi araciligryla hidrojen gazina doniisiir. Fotosistem 2’de iiretilen
elektronlar Fotosistem 1 tarafindan tutulan 151k enerjisini kullanan ferredoksine aktarilir.
Hidrojen iiretimi i¢in indirgenen ferredoksinden direkt olarak elektronlari hidrojenaz

yakalar.
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H,0 —Fotosistem 2 — Fotosistem 1 — Ferredoksin — Hidrojenaz — H, 3.2)

\
0]

e Indirekt biyofotoliz
Indirekt biyofotoliz su adimlardan meydana gelir:

a) Fotosistemde biyokiitle olusumu
b) Hiicrelerdeki glukozun 1 molu basina 2 mol asetat ve 4 mol hidrojenin aerobik
karanlik fermentasyon ile tiretimi

¢) 2 mol asetatin hidrojene doniisiimii (Geng, 2009).

6C02 +6H20+1$1k—>C6H1206 +60z (mlkroalg) (33)
C6H1206 + 2H20 — 4H2 + 2CH3COOH + 2C02 (siyanobakteri) (34)
2CH;COOH+4H,0+151k —8H, +4CO, (3.5)

Toplam reaksiyon 12 H,O + 151k — 12H,O + 6 O,

3.2. Biyoetanol Uretimi

Biyoetanol bugday, misir ve seker pancari gibi odunsu bitkilerden nigasta veya seliiloz
OzIli irilinlerin fermantasyonu ile {iretilen belirli karistirma oranlar1 ile benzin ile
harmanlanarak kullanilan yakittir. Berrak, renksiz ve karakteristik bir kokusu olan, 113
oktanl1, kaynama noktas1 78,5 °C, donma noktas1 -114,1°C olan bir yakittir. Icten yanmali
motorlara degistirilmeye gerek duyulmadan %10 miktarinda benzinle harmanlanarak
kullanilabilir. Biyoetanoliin en yaygin iki kullanim sekli vardir. Bunlar E-10 (%10
biyoetanol+ %90 benzin) ve E-85(%85 biyoetanol+ %15 benzin)'dir.

Biyoetanol benzinle karistirildiginda;

* Biyoetanol akaryakitlarda oktan artirmak i¢in kullanilan metil tersiyer biitil eter
(MTBE) veya benzen gibi kanserojen maddelere ¢evreci bir alternatiftir,

* Biyoetanol motorun performansini yiikseltir,

* Biyoetanol diisitk donma noktasi sayesinde donmay1 engeller ve motorun daha soguk

kalmasini saglar.
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Biyoetanol hammaddeleri

* Seker Kamisi

* Seker Pancar1

* Misir

* Patates

* Tatli Sorgum

* Tarimsal Atiklar

* Bugday

* Odunsular

* Alglerdir.

Biyoetanol iiretiminde nigastanin Once sekere, sonra da sekerin dogrudan
fermantasyon ile biyoetanole doniistiiriilmesi ile saglanir.

Biyoetanol Uretim Asamalar

1-Hazirlama

Hazirlama silirecinde biyoetanol iiretimi i¢in kullanilacak olan nisasta kaynagi
hammadde degirmende O6giitiiliir ve enzim yardimi ile hiicreler parcalanir. Bu sekilde
icindeki nisasta ortaya cikar ve daha iyi bir verim elde edilmesi saglanir. Nigasta baska
bir enzimin yardimi ile sekere c¢evrilir. Bu noktada parcalanan nisasta kaynagi, enzim ve

suyun i¢ine maya konularak fermantasyon tinitesine aktarilir.

2-Fermantasyon

Fermantasyonda eklenen maya enzim-su bulamacinda bulunan seker molekiillerini
biyoetanole gevirir. Bu islem 60 — 80 saati bulur. Iislem sonunda bulamacin iginden %10-
12 arasi biyoetanol elde edilmesi hedeflenir. Ayrica fermantasyon siiresince agiga ¢ikan

CO; gazi1 da ayrilmis olur.
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3-Distilasyon

Fermantasyon islemi sonucu elde edilen bulamag¢ distile edilerek biyoetanol
bulamagtan ayristirilir. Bu islem distilasyon kulelerinde sivinin 1sitilmasiyla saglanir.

Distilasyon sonucunda bulamagtan %95-96 oraninda biyoetanol ayristirilmis olur.

Biyoetanoliin Kullanim Alanlart

Arag sektoriinde tarim makinalarinda, benzinle harmanlanarak, dizel motorlarda katki
maddesi olarak ve hibrid veya yakit hiicreli araglarda kullanilir. Kojenerasyon
iinitelerinde buhar enjeksiyonlu gaz tiirbinlerinde, fosil yakitla ¢aligtirilan tesislerdeki
NOx emisyonlarinin azaltilmasinda, CO, ticaretinde, kombine c¢evrimli gii¢
santrallerinde, dizel ile ¢alisan gili¢ jeneratorlerinde, Stirling sistemlerinde, sudaki
tuzlulugunun giderilmesinde kullanilir. Kiiciik ev aletlerinde 1sitma ve sogutma
islemlerini yapan firinlarda ve dolaplarda ve aydinlatmada kullanilir. Kimya sanayisinde
etilen, hidrojen, glikol eterler, etil akrilat, etil asetat, etil eter, etil klorti, asetik asit ve aset

aldehit tretiminde kullanilir.

Biyoetanoliin Cevresel Faydalari

* Benzinle harmanlandiginda yakit igindeki oksijen seviyesi arttirilmis olur. Yakitin
oksijen seviyesini arttiginda yakit daha verimli yanar ve egzoz ¢ikisindaki zararli gazlar

azalir.

* Akaryakitlarda oktan artirmak i¢in kullanilan metil tersiyer biitil eter (MTBE) veya
benzen gibi kanserojen maddelere ¢evreci bir alternatiftir.

* Egzoz gaz1 emisyonlarini azaltir.

* Ozon tabakasinin incelmesine neden olan hidrokarbon emisyonlarinda biiylik l¢iide
diisiis saglar.

* Yiiksek seviyeli biyoetanol karisimlart NOy emisyonlarini %20'ye kadar azaltir.

* Yiiksek seviyeli biyoetanol karisimlarinin kullanilmasi ile Ugucu Organik
Maddelerde (Volatile Organic Compounds, VOCs) 9%30’un iizerinde azalma

saglanmaktadir.
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+ Kanserojen etkisi bulunan benzen emisyonlarini %50 oraninda azaltir.
* SO, ve partikiil emisyonlarinda diisiis saglar.
Biyoetanoliin Toplumsal Faydalart

 Katma degeri yliksek yeni bir pazar olusturarak tarim {iriinlerinin degerini arttirir ve

hammadde olarak kullanilan bitkilerin tariminin gelismesine katki saglar.

* Yerli yatirim ve istihdam olanaklar1 saglar.

» Hammaddeleri iireten ¢ift¢ilerin gelirlerinde ve refah diizeylerinde artig goriiliir.

« ithal petrole alternatif yeni ve yerli bir enerji kaynag: olusturur.

* Yenilenebilir bir yakittir, dogada kirlilige neden olmaz ve karbon dengesiniz bozmaz.
* Coziiniirken dogaya zarar vermez.

« Icerdigi yiiksek O, seviyesi sayesinde daha iyi bir yanma saglayarak CO seviyesini

%25-30 oraninda azaltir.

3.3. Biyodizel Uretimi

Biyodizel soya, aygicek, kanola ve aspir gibi yagli tohum bitkilerinden ve alglerden
elde edilen bitkisel yaglarin veya hayvansal yaglarin katalizor yardimiyla kisa zincirli bir
alkolle reaksiyonu sonunda agiga ¢ikan ve yakit olarak kullanilan bir iirlindiir. Evsel atik
yaglar ve hayvansal yaglar da hammadde olarak kullanilabilir. Biyodizel iiretiminde

mikroalglerin ve 6zellikle siyanobakterilerin kullanimi1 oldukga yeni bir konudur.

Biyodizel petrol icermez; biyoetanolden farkli olarak saf olarak veya her oranda petrol
kokenli dizel ile karistirilarak kullanilabilir. Saf biyodizel herhangi bir dizel motorunda
degisiklik yapilmadan kullanilabilir (http://www.eie.gov.tr/yenilenebilir/ biyodizel.aspx ,
05.12.2017).

Biyodizel, dizel ile karisim oranlar1 bazinda asagidaki gibidir:
* B5 = %5 Biyodizel + %95 Dizel
* B20 = %20 Biyodizel + %80 Dizel
* B50 = %50 Biyodizel + %50 Dizel
* B100 = %100 Biyodizel

Biyodizel Uretim Yontemi

28



Farkli biyodizel iiretim yontemleri olmakla birlikte, en yaygin olarak kullanilan
yontem transesterifikasyon yontemidir. Transesterifikasyon reaksiyonunda hammadde
olan yag, tekil yapidaki bir alkolle katalizér yardimiyla ana {irlin olarak gliserin ve yag
asidi esterleri vererek esterlesir. Bu sirada yan {iriin olarak monogliseridler ve
digliseridler ve serbest yag asitleri olusur. Biyodizel iretiminde soya, kanola ve ay¢igek
gibi yagli tohum bitkilerinden elde edilen bitkisel yaglar, atik yaglar ve hayvansal yaglar
ile metanol ve alkali katalizorler kullanilmaktadir.

Biyodizel Yakit Ozellikleri

* Alevlenme noktas1 110 °C’den yiiksektir. Bu 6zellik sayesinde kullanimi, tagmimi

ve depolanmasi daha giivenlidir.

* Dizel ile her oranda tam olarak harmanlanabilmektedir. Bu 6zellik dizelin kalitesini

yiikseltir. Emisyon degerlerini diisiiriir ve motordaki yaglanmay1 arttirir.
* Yiiksek setan sayisi sayesinde motor daha az vuruntulu ¢aligmaktadir.

» Coziici 6zellige sahip oldugundan yakit deposu duvarlarindaki ve borulardaki

kalintilari-tortularini ¢ézer bu nedenle filtrelerin tikanmamasi i¢in 6nlemler alinmalidir.
Biyodizel Cevresel Ozellikleri

* Hammadde olarak tarimsal {irtinler kullanildigindan sera gazi etkisini arttirici yonde

etki gdstermez.

* Suya karistiginda 30 giin igerisinde biyodizelin %95'i ¢oziiliirken, dizelde bu oran
%40’a kadar diismektedir. Bu nedenle, 6zellikle ABD’nin birgok eyaletinde gol ve nehir

gibi sucul alanlarda kullanilan ulasim araglarinda saf biyodizel kullanim1 zorunludur.
* Bakteriler tarafindan kolayca ayristirilabilir ve kiikiirt icerigi dizelden daha azdir.

* Biyodizel biyolojik karbon dongiisii i¢inde fotosentez ile karbondioksiti doniistiiriir,

karbon dongilisiinii hizlandirir, ayrica sera gazi1 emisyonunu arttirict yonde etkisi yoktur.

* Hammadde olarak kullanilan iiriinler fotosentez kabiliyetine sahip olduklar1 i¢in
biyodizel ile karbon salinimi1 ve sera gazi emisyonu azalirken, hammaddeler azot

tuttuklart icin NOy emisyonlari artar.
* Siilfiir emisyonu saf biyodizel kullaniminda tamamen giderilmektedir.
* Dizel yakitlara kiyasla CO emisyonu %48 daha azdur.

* Dizel yakatlara kiyasla partikiil emisyonu %47 daha azdir.
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* Dizel yakitlara kiyasla yanmamis hidrokarbon orani %67, CO, emisyonu %80,

aromatik hidrokarbonlar ise %75-90 oraninda daha azdir.

 Biyodizel kiikiirt icermez. Bu sayede NOy kontrol teknolojileri bu sistemlerde
rahatlikla uygulanabilir. Kiikiirt dioksit emisyonu olugmaz. Asit yagmurlarina neden

olmaz.
* Dizel yakatlara kiyasla ozon tabakasina olan etkileri %50 daha azdir.

* Muhtemel kanser nedeni olan polisiklik aromatik hidrokarbon ve tiirevlerinin
(Policyclic Aromatic Hydrocarbon, PAH) emisyonlarinda %80-90 oranlarinda azalmalar
belirlenmistir.

Biyodizelin Depolama Kosullar

Dizel yakitlarin dagitim ve depolamasinda kullanilan yontem ve kurallar biyodizel igin
de gecerlidir. Biyodizelin depolandigi ortam temiz, kuru ve karanlik olmali ve asir1 sicak
olmamalidir. Depolama tanki malzemesi olarak ¢elik, florlanmis polietilen ve
polipropilen segilebilir. Asamalarin tamaminda bakir, kursun ve ¢inko kullanilmamalidir.

Biyodizel ¢oziicii bir yakit oldugundan elastomer ve kauguk kullanimi sakincalidir.
Biyodizelin Dizel Motorlarda Kullanimi

Biyodizelin alevlenme sicakligi 110 °C’den yiiksek oldugundan tasimmmasi ve
depolanmasi daha giivenlidir. Biyodizel motorine yakin 1s1l degeri, motorinin setan
sayisindan daha yiiksek setan sayisi, motorine yakin 6zgiil yakit tiiketimi, gli¢ ve moment
degerlerine, daha iyi temizleme ve yaglayicilik 6zelliklerine sahiptir ve motor daha az
vuruntulu calisir.

Kimyasal olarak dizel yakitlara benzerligi sayesinde bir dizel aracin yakit deposuna
dogrudan biyodizel eklenebilir. 1996 yilindan Once iiretilen araglarda i¢ aksamda
kullanilan kauguklarin biyodizel kullanimi ile erimesinden dolay1 biyodizel bu araglar
icin uygun degildir. Mevcut teknolojili dizel araglarda ufak degisiklikler veya degisiklik

yapilmadan biyodizel kullanimi1 miimkiindiir.
Biyodizel Yakitin Toplumsal Faydalar
* Kirsal kesime istihdam ve ekonomik katki
* Kentlere go¢iin 6nlenmesine katki
* Yeni is alan1 olusturmast

« ithal yakit bagimliliginin azalmasina katki
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* Daha temiz yanma tirlinleri ile toplum sagligina katk1
* Ekonomiye yeni bir alandan katma deger saglamasi
* Yan sanayilerin gelismesine katki
« Uretim sanayisinin gelismesine katki
* Cevrenin ve dogal enerji kaynaklarinin korunmast
« Siirdiirtilebilir enerjiye destek saglanmasi
* Enerji tariminin gelistirilmesi
* Fosil yakitlara alternatif
* Sera gazlar1 emisyonunda azalmadir.
3.4. Konuyla Tlgili Yapilmis Calismalar
3.4.1. Biyoyakit Uretimi Uzerine Yapilan Calismalar

Alternatif yakit Uretimi igin yeni teknolojilerin gelistirilmesi, smirli petrol
kaynaklarini, ilgili yilikselen maliyetleri ve yiikselen fosil yakit CO, emisyonlari
nedeniyle ¢evresel kaygilari 6nlemek icin gereklidir. Siirdiiriilebilir endiistriyel toplum
gelistirmek ve sera emisyonlarini azaltmak icin ¢esitli alternatifler onerilmistir. CO,'nin
giines enerjisiyle dogrudan dogruya, mikroalg ve siyanobakterler gibi fotosentetik
mikroorganizmalar tarafindan biyoyakita donistiiriilmesi, bitki biyokiitlesi kaynakli
geleneksel biyoyakit {iretimine kiyasla bir¢ok avantaja sahiptir. Fotosentetik
mikroorganizmalar bitkilerle karsilagtirildiginda daha yiiksek biiyiime oranlarina sahiptir
ve lretim sistemleri ekilebilir olmayan araziye dayanir. Sentetik biyolojinin ve genetik
manipiilasyonun ilerlemesi, bu organizmalar tarafindan dogal olmayan kimyasallar
iretmek i¢in siyanobakteriler {izerinde arastirmalar yapilmasina olanak saglamistir

(Machado ve Atsumi, 2012).

Daha yiiksek petrol fiyatlart ve uzun vadeli enerji giivenliginin geregi, biyoyakit
iretimine ilgiyi artirmistir. Biyoenerji, fosil esasl yakitlardan ¢ok daha temiz, daha
giivenli ve ekonomik enerji kaynagidir. Cesitli organizmalardan, siyanobakteriler genetik
yatkinliklari, fotosentez kabiliyeti ve verimli topraklara bagimliligin olmamasi nedeniyle
cazip bir biyoyakit kaynagidir. Sentetik biyoloji ve metabolik miihendislik yaklasimlar
etanol, biitanol, biyodizel ve hidrojen de dahil olmak iizere biyoyakit iiretiminde bagariyla

kullanilmistir (Singha vd., 2016).
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Rodionova ve arkadaglarima gore enerji sektoriinde mikroalgler biyohidrojen,
biyometan, biyoetanol, biyometanol, biyobiitanol, biyodizel, pigment, biyokimyasal,
karbonhidrat, aminoasit, protein, yag, gliserol ve yag asidi vb. iiretiminde

kullanilmaktadir (Rodionova vd., 2017).

3.4.2. Farkh Biyoyakit Uretim Yoéntemleri ve Hammaddeleri Uzerine Yapilan

Cahismalar

Tavuk artiklarindan kalan yaglar ve kuyruk yaglari da biyodizel iiretiminde
kullanilmaktadir (Bhatti vd., 2008).

Biyoyakit {iretiminde mantar selillozlar1 da kullanilabilir. Mantar seliilozlar
biyokiitlelerinin hidrolizi ile seker salinimi yapmaktadir. Bu seker fermente edildiginde

biyohidrojen ve biyoetanol elde edilmektedir (Srivastava vd., 2017).

Soya fasulyesi ham yag1 ve sap kalintilar1 da dahil olmak iizere bir biitiin olarak biyo-
rafineride  kullanilabilecek  bir  {irlindlir.  Diger geleneksel —hammaddelerle
karsilagtirildiginda soya fasulyesi gereken tiim rafineri hammaddelerini icermektedir.
Soya fasiilyesi biyoyakit ve biyokimyasallar1 iiretmek i¢in yeterli miktarda seliiloz,
hemiseliiloz ve lignin icerir. Soya fasulyesinin ham yagi transesterifikasyon ile biyodizele
iretilirken, sap kalintisinin seliilozlarindan sakkarifikasyon ile biyoetanol {iretilir

(Abdulkhani vd., 2017).

Algler de biyoyakit iiretimi i¢in kullanilan biyokiitle kaynaklarindan biridir. Burada
baslica adimlardan biri biiyokiitle yetistiriciligidir. Bu amagcla 151k biyoreaktorleri ve agik
hava sistemleri kullanilir. Biyodizel iiretimi i¢in trigliseritle zenginlestirilmis biyokiitle
transesterifikasyona ugrar. Biyoalkol {iretimi i¢in biyokiitle fermentasyona tabi tutulur.
Mikroalgal hiicrelerde biyolojik hidrojen {iiretimi i¢in {i¢ yontem vardir: dogrudan

biyofotoliz, dolayl1 biyofotoliz, fermentasyondur (Voloshin vd., 2016).

Huang ve digerleri (2010) tarafindan yapilan ¢calismada mikroalg yaglarinin avantajlar

ve dezavantajlari belirtilmistir.
Avantajlart;
¢ Genel bitkisel yaglara benzer yag asiti yapilar1 vardir.
e Belirli kosullar altinda kuru agirligin %85'i kadar yiiksek olabilir.
e Biiyiime dongiisii kisa bir siiredir.

e Mikroalglerde bilesenler gorecelidir.
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Dezavantajlari,
e (Cogu alg lipidlerinin dizel yakita gore daha az yakit potansiyeli vardir.
e Mevcut yaygin bitkisel yaglara kiyasla yetistirme maliyeti daha yiiksektir.

3.4.3. Mikroalglerin Biyoyakit Uretiminde Kullamlmas1 Uzerine Yapilan

Cahismalar

Oliver ve arkadaslar1 tarafindan yapilan arastirmaya gore siyanobakteriler biyoyakit
ve 2,3-butanediol, etanol, 1sopropanol, 1sobiitanol, etilen, yag asitleri, yag alkolleri, yag
hidrokarbonlari, glikojen, mannitol, laktat, glikosilgliserol, 3-hidroksipropiyonik asit,
kafeik asit vb. kimyasal iiretiminde kullanilmaktadir (Oliver vd., 2016).

Siyanobakteriler ve mikroalgler trigliseritlerinden biyodizel ve karbonhidratlarindan

da biyoetanol iiretimi i¢in kullanilabilecek fototrofik canlilardir (Baroukh vd., 2015).

Siyanobakterilerin  biriktirdikleri yaglar genellikle triagilgliserol formundadir.
Ortalama olarak yag icerigi %1-70 arasinda degisirken, kaliteli ortam sartlari

saglandiginda %90 oraninda yag iceren siyanobakteriler vardir (Meng vd., 2009).

Scragg ve digerleri (2003) yaptiklar1 ¢alismada Chlorella vulgaris iizerinde ¢alisarak
kanola yagi-siirfektant ve Chlorella vulgaris bulamaci elde etmis ve bu yakit dizel yakitla

kiyaslandiginda yiiksek CO diigiik NOy emisyonuna sahip oldugu bildirilmistir.

Xu ve digerleri (2006) calismalarinda Chlorella protothecoids mikroalg tiiriini
gelistirerek en yiiksek %55,2 yag icerigi elde etmislerdir. Hetetrofik olarak biiyiik dl¢cekte
geligtirdikleri hiicrelerden n-hekzan ile elde ettikleri yagi asidik bir katalizorle
transesterifikasyona ugratip biyodizel iiretmislerdir.

Samori ve digerleri (2010) Botryococcus braunii tiirlinde ¢aligsmis ve n-hekzan ile yag
ekstrakte ettiklerinde %5.6 yag biriktirirken; 1,8-diazabicyclo-[5.4.0]-undec-7-ene
solventi ile yag ekstrakte ettiklerinde ise %8.2 yag biriktirebilmislerdir. Ayni tiir
dondurularak kurutuldugunda ayni yontemlerle sirastyla %7,8 ve %16 yag verimi elde
etmislerdir.

Converti ve digerleri (2009) Nannochloropsis oculata ve Chlorella vulgaris tiirleri
iizerinde 14 gilinlik inkiibasyon siliresi boyunca yag icerigini incelemislerdir.
Nannochloropsis oculata tiriinde ortam sicakligi 20 °C iken %7,9, 25 °C iken %14,92
yag icerigi ¢cikarilmistir. Chlorella vulgaris tiiriinde ortam sicakligi 25 °C iken %14,71,

30 °C iken %5,9 vyag igerigi ¢ikarilmistir. Elde edilen yagin metanol ile
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transesterifikasyonu sonucunda molce %60 miktarinda c¢ok yiiksek palmitik asit

gozlenmistir.

Morowwat ve digerleri (2010) ise Chlamydomonas kullanmistir. Hiicreler durgun faza
ulagtiktan sonra yag ekstraksiyonlar1 yapilmistir. Cikarilan yag esterifiye edilmis ve gaz
kromotografi cihazinda yag asidi metil esterlerine bakilmustir. Izole edilen susta toplam
yag asidi icerigi %25 olarak bulunmustur. Calismada Chlamydomonas tirii piring
tarlasindan elde edildigi i¢in bu tiirlin gelisiminin ucuz ve besiyerinin basit olmasi1 bu

tiiriin biyodizel iiretiminde hammadde olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.
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4. DENEYSEL CALISMALAR

Okaryotik ve prokaryotik mikroalglerin fotosentez yaparak diinyadaki oksijen
dongiisiine katki sagladigr bilinmektedir. Mikroalgler fotosentez yapmalarinin yani sira
biyoyakit iiretebilecek potansiyele de sahiptir. Icerdikleri yag ¢esitli yontemlerle
biyodizele doniistiiriilerek yakit elde edilmektedir. Tiirlerin yasadig1 su ortaminin besin
degerleri, 151k miktari, sicaklik ve pH degerleri tiir gelisimini etkilemektedir. Bu
calismada bahsedilen 4 tiiriin farkli parametrelerle biyoyakit iretimi icin yag

karakterizasyonu incelenmistir.
4.1. Calismada Kullamilan Kimyasallar

Cizelge 4.1°de deneysel ¢aligmalarda analizlerde kullanilan kimyasallar, Cizelge 4.2,

4.3 ve 4.4°te farkl tiirler i¢in hazirlanan farkl besiyerleri verilmistir.

Cizelge 4.1. Calismalarda kullanilan kimyasallar

NaNO; ZnS0,4.7H,0 NaHCO;
K,HPO, Na,Mo004.2H,0 KH,PO,
MgS0,.7H20 CuS04.5H,0 FeCl;.6H,0
CaCl,.2H,0 Co(NOs),.6H,0 (NH4).M07,04.4H,0
C¢H504 CH;O0H ZnCl,
C¢HgFeNO, CHCL, NaCl

Na,EDTA NaCl Na,EDTA-KOH
Na,CO; MgCl,.6H,0 FeS0,.7H,0
H;BO; KCl MoO;
MnCl,.4H,0 KNO, C¢HsOH

H,SO, Hcl

4.2. Cahsmada Kullamilan Cihazlar

Calismada ornek alimi, [Jesiyeri hazirlanmasi ve sterilizasyon icin saf su ihtiyaci
bulunmaktadir. Bu nedenle saf su cihazi (NUVE HS104) kullanilmistir. Besiyerlerinin
sterilize edilmesi i¢in otoklav (MEDNIF) kullanilmistir. Besiyerlerinin hazirlanmasinda
ve biyokiitlenin tartiminda hassas terazi (SARTORIUS) kullanilmistir. Mikroalglerin
bliylime grafiklerinin olusturulmasi ve ortam kosullarinin izlenmesi igin spektrofotometre
(SHIMADZU UV-1201) ve Ph metre (EUTECH) kullanilmistir. Mikroalg
biyokiitlelerinin ekstrakte edilmesi i¢in santrifiij cihazi (NUVE NF200) kullanilmistir.
Tiim deneysel ¢alismalar ve analizler sirasinda kontaminasyonu engellemek icin ¢eker

ocakta (DELTA) calistlmistir. Tiirlerdeki gelismelerin incelenmesi ve tiir teshisleri
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sirasinda mikroskoptan (OLYMPUS BINOKULER CX22) yararlanilmistir. Elementel
analiz icin C, H, N, O ve S icerikleri (THERMOSCIENTIFIC FLASHSMART)
okunmugtur. PCR analizi (CFX96 TOUCH™ REAL-TIME PCR DETECTION
SYSTEM) i¢in saflagtirma yapilmistir. Son olarak DNA dizi analizi (ABI 310)
yapilmistir.

Deneysel caligsmalar ve analizlerde kullanilan tiim cihazlarin resimleri EK-1’de

verilmistir.
4.3. Numune Alimi

Mikroalgler mezofilik sartlarda yasayan, sudaki H™ iyonunu elektron vericisi olarak
kullanan tiirler oldugundan bu tiirleri barindirabilecek toprak ve sicak su kaynaklarindan
ornek alinmistir. Su 6rnegi i¢in Ankara ili Sincan ilgesinde bulunan bir termal kaplicanin
sicak su ¢ikis noktasindan 6rnek alimi yapilmistir. Burada yerin 600 m altindan sondajla
cikartilan sicak su bir kismi kaplicaya verilmekte ve diger kism1 da Cubuk Cayi’na
verilmektedir. Cayin 1s1l dengesini bozmamak adina sicak kaplica suyu once bir tanka
aktarilip burada sogutulmakta ve sonrasinda caya dokiilmektedir. Ornek tankin su
ylizeyinde olusan yosun tabakalarindan bigakla kesilip saf su dolu numune sisesine
alimmigtir. Burada 6rnek alinirken tank ¢evresine yapisan yosunlardan alinmamaya 6zen

gosterilip ornek steril edilmis bir masa ile alinmistir.

Sekil 4.1. Sivi numune alim noktasi
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Sekil 4.2. Sivi numune alim noktasinin uydu goriintiisii

Toprak 6rnegi i¢in ise Ankara ili Sincan ilgesinde bulunan ve uzun bir yagisli donem

geciren Malikdy sanayisinde yesilimsi ve balgik haline gelmis topraktan alinmustir. Ornek

steril spatiil ile toprak yiizeyinin Ust kismindan almarak steril numune sigesine

aktartlmistir.

Sekil 4.3. Kati numune alim noktast
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Sekil 4.4. Kati numune akim noktast uydu goriintiisii
Hem su hem toprak 6rnekleri alindiktan sonra numune siseleri parafilm ile kaplanarak
sizma ve kontaminasyonlar engellenmistir. Ornekler aym giin icerisinde laboratuvar
ortamina getirilerek dogal yasam kosullarina benzer ortam olusturmak amaciyla siseler

pamuk ile kapatilip 151kl tablaya yerlestirilmistir.
4.4. Mikroalg Tiirlerinin Ekimi

Numuneler daha fazla ¢alisma i¢in 6zenle laboratuvara aktarilmistir. Biiylime ortamu,
algal mikroorganizmalar i¢in BGI11 standart ortamina gore hazirlanmistir. BG11
bilesiminin ayrintis1 Cizelge 4.2°de verilmektedir. Yeterince ¢alkalandiktan sonra sivi
numuneler i¢in yaklasik 20 ml numune, 500 ml'lik erlenmeyer i¢ine 200 ml BG11
soliisyonuna ilave edilmis ve dort adet 30 w fliioresanla saglanan yeterli 15181 altinda
tutulmustur. Yaklasik bir iki hafta sonra, besiyerlerinde onemli miktarda biiylime
gozlenmistir (Sekil 5.1). Yosun, mikroalgler, sari-yesil yosunlar, diyatomlar ve diger
birgok algal boliinmeleri igeren mikroorganizmalarin bir karigiminin varligini gosteren
151k mikroskopu kullanilarak biiyiime gozlemlenmistir. Sekil 5.2, bu c¢esitliligi

gostermektedir.

Tiir tespitleri yapilmadan once biitiin tiirler icin BG11 besiyeri kullanilmuis, tiir tespiti
yapildiktan sonra her tiir en iyi gelistigi besiyeri ortaminda gelistirilmistir. Caligmada

kullanilan BG11 digindaki iki besiyerinin bilesimi Cizelge 4.3 ve 4.4’te verilmistir.
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Cizelge 4.2. BG11 besiyeri

BG11 Besiyeri

Stok 1 (1000 ml)

Stok 2 (500 ml)
Stok 3 (500 ml)

Stok 4 (500 ml)
Stok 5 (500 ml)
Stok 6 (500 ml)

Stok 7 (500 ml)

Stok 8 (500 ml)
Stok 9 (1000 ml)

BG11 (1000 ml)

NaNO3

K,HPO,

CaCl,.2H,0

Citric acid
Ammonium ferric citrate
green

Na,EDTA

N32CO3

H;BO;

MnCl,.4H,0
ZHSO4.7H20
N32M004.2H20
CUSO4.5H20
Co(NO3)2.6H,0
Stok soliisyonu 1
Stok soliisyonu 2 - 8
Stok soliisyonu 9

150¢g

20¢g
375¢

1.80 g
030¢g
030¢g

0.05¢
1.00 g
286¢g
181¢g
022¢g
039¢
0.08 g
0.05¢g
100.0 ml
10.0 ml her biri
1.0 ml

Cizelge 4.3. Johnson besiyeri

Johnson Besiyeri

NaCl %10-30
MgCl,.6H,0 1,5 g/L
MgS0,.7H,0 0,5 g/L
KCl 0,2 g/L
CaCl,.2H,0 0,2 g/L
KNO; 1,0 g/L
NaHCO; 0,043 g/L
KH,PO, 0,035 g/L
Fe soliisyonu 10 ml
Eser elementler soliisyonu (1L) 10 ml
Distile su 980 ml
Fe Soliisyonu

Na,EDTA 189 mg/L
FeCl;.6H,0 244 mg/L
Eser Elementler Soliisyonu (1L)

H;BO; 61 mg/L
(NH4).M07,0,4.4H,0 38 mg/L
CuS0,4.5H,0 6 mg/L
ZnCl, 5,1 mg/L
MnCl,.4H,0 4,1 mg/L
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Cizelge 4.4. BBM besiyeri

Bold’s Basal Medium (BBM) Besiyeri

Stok 1 (1000 ml) NaNO; 250 g
Stok 2 (1000 ml) CaClL,x2H,0 25¢g
Stok 3 (1000 ml) MgSO0,x7H,0 75¢g
Stok 4 (1000 ml) K-.HPO, 75¢g
Stok 5 (1000 ml) KH,PO, 17,5 ¢
Stok 6 (1000 ml) NaCl 25¢g
Stok 7 (1000 ml) Na;EDTA-KOH 50,0 g-31,0 g
FeS0,.7H,0 498 g

Stok 8 (999 ml distile su+ 1
ml konsantre H,SO,)

Stok 9 (1000 ml) H;BO; 11,42 ¢

Stok 10(1000 ml) ZnS0,4.7H,0 8,82 ¢

MnCl,.4H,0 1,44 g

MoO; 0,71 ¢

CUSO4.5H20 1,57 g

Co(NO3)2.6H,0 0,49 ¢
BBM Stok 1-6 10 ml her biri
Stok 7-9 1 ml her biri

Stok 10 2 ml

Hazirlanan cozeltiler erlen ile agzi sikica aliiminyum folyo ile kapatilarak otoklava
koyulur. 121°C’de 45 dakika sterilize edilir. Oda sicakligina kadar sogumasi igin

bekletildikten sonra buzdolabinda saklanarak kullanilir.

Tiirler besiyerlerine aktarildiktan sonra 1sik aldiklart cam tezgahlar {izerine

yerlestirilerek gelismeleri gozlenir.

4.5. Mikroalg Tiirlerinin izolasyonu ve Tanimlanmasi

izolasyon yapabilmek icin karisik kiiltiirlerdeki gelisme gozlendikten sonra uygun
sekilde seyreltilmis bir kiiltiir ortaminin birkag kiigiik damlasi, kilcal damitik steril bir
pipetle steril cam lamelleri lizerine konulmustur. Mikroskop altindaki her damla yalnizca
bir mikroorganizma igeren bir damla bulunana kadar incelenmistir. Bu damla Sekil 4.5’te
gosterildigi gibi steril bir kilcal pipetle taze besiyeri ortamina alinmistir. Damla igerisinde

bulunan bireysel mikroalglerin ¢ogalmasi ve saf kiiltiir olusturmasi izlenmistir.
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Sekil 4.5. Kilcal pipetle tek tiir izolasyonu

Izolasyon yapildiktan sonra tiipte gelisen tiirler kat1 besiyeri (agar) ortamina
aktarilarak koloni olusumu gozlenmistir. Sekil 4.6’da kati1 besiyerinde ¢izgi ekimi
gosterilmistir. Buradaki koloniler invert mikroskopta incelenerek tek bir noktadan 6ze ile
alinan tiirler kendilerine uygun erlenlerdeki sivi besiyerlerine aktarilmistir. Boylelikle
izolasyon islemi iki basamakta uygulanmis ve kesin olarak saf kiiltiir elde edilmesi

saglanmustir.

Sekil 4.6. Kat1 besiyerinde ¢izgi ekimi
Her tiir incelendikten sonra “Common Freshwater Algae of the United States, An
[lustrated Key to the Genera (Excluding the Diatoms)” (Dillard, 2008), “Freshwater
Algae of North America: Ecology and Classification” (Wehr VD., 2003) ve “Freshwater
Algae: Identification and Use as Bioindicators” (Bellinger ve Sigee, 2010) kaynaklar1

incelenerek mikroskopta goriintiilenen tiirler ile eslesme saglanan tiirler adlandirilmistir.
4.6. Bilyiime Egrisinin Olusturulmasi

Erlenler de gelisme gozlendikten sonra tiirlerin diizenli olarak spektrofotometre ile
bliylimeleri 685 nm’de Olgiilerek kaydedilmistir. Sekil 4.7°de mikroalg tiirlerinin
spektrofotometreye yerlestirilmesi ve spektrofotometrede okunmasi gosterilmistir.
Buradan elde edilen degerler ile biiylime egrileri ¢izilmistir. Degerler kaydedilirken her
tiirtin kendi s1v1 besiyerinin spektrofotometrede okunan degeri kor olarak alinip sonradan

okunan degerler bu deger kadar diistliriilmiistiir.
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Sekil 4.7. Tiirlerin spektrofotometrede okunmasi

4.7. Bilyiikk Hacimde Ekim

Biyokiitlenin biyokimyasal i¢eriginin belirlenmesi i¢in daha fazla analiz i¢in yeterli
biyokiitle iiretilmesi gerekmektedir. Tiir tespitleri yapildiktan ve biiyiime egrileri
cizildikten sonra biiylime hiz1 en yiiksek olan Synechocystis sp. biiylik hacim ekimi i¢in
kullanilmistir. Biiyiik hacimde ekim igin 5 litrelik hacimdeki balon jojelerde ekim
yapilmig ve uygun baglanti parcalari takilarak a¢maya gerek kalmadan ornekler
alimmigtir. Kurulum Sekil 4.8’de gosterilmistir. Cozelti, herhangi bir ekstra karbon
kaynag1 olmaksizin BG11 ortaminda maksimum konsantrasyona ulagan esit miktarda iyi
yetistirilmis ¢ozelti kullanilarak inokiile edilmistir. 400 ml yiiksek konsantrasyonlu
biyokiitle ¢ozeltisi kaplara aktarilmis ve hacim BG11 ile 4 litreye kadar doldurulmustur.
pH %37’lik HCI kullanilarak ndtr pH 7'ye ayarlanmistir. Asagidaki eklemeler ile 3 farkli
ortam olusturulmaya calisilmis ve degisiklikler kaydedilmistir.

e Yeterli miktarda NaHCOj; eklenen ortam
e Ek karbon eklenmeyen ortam

e (ozelti i¢ine hava verilen ortam
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Sekil 4.8. Biiyiik hacimli ekim

4.8. Biyokiitlenin Yag Icerigi Analizi
Calismada baslangigta farkli iic yaygin yag olgme yontemi incelenmistir. En iyi

yontem iizerinde karar vermeden dnce diistiniilmesi gereken kisitlamalar vardir. Bunlar

su sekilde listelenebilir:

* Yiiksek verimlilikte yag ¢ikarabilmelidir.

Cikarilan yag miktar1 icin her yontem verimli degildir. Farkli yontemler farkli
coziiciiler ve ayirma stratejileri kullanir.

» Az miktarda biyokiitle ile ¢calistirilabilir olmalidir.

Kullanilan hassas terazinin dogrulugu 1 mg oldugundan hatalart minimize etmek igin,
en az 5 mg yag ekstrakte edilmelidir. Yag icerigini biyokiitlenin %20’si varsayarsak,
gerekli biyokiitle en az 25 mg olmalidir. 1 L biyokiitle soliisyonundan elde edilen
maksimum biyokiitle miktart 700 gr olmalidir. Bu nedenle maksimum biiylime
durumunda 40 mL yeterlidir. Ancak giivence icin analizlerde 100 ml'lik bir ¢6zelti hacmi

alimmustir.

* Yag analizi i¢in 6dnemli bir diger parametre analiz i¢in gerekli siiredir. Siirenin

uzunlugu analizin uygulanabilirligini etkilemektedir.

43



4.8.1 Folch Yontemi

Uygun yag icerigi analizi yonteminin se¢imi i¢in yukarida sayilan 6zelliklerden dolay1
en uygun yontem olarak Folch yontemi secilmistir. Folch yontemi daha fazla yag
ekstrakti cikarmasi ve bu ekstraktin daha kolay tartilabilir olmasi iistlinliiklerinden dolay1

biyokiitlenin yag icerigi analizinde kullanilmistir.
Standart bir Folch yontemi asagidaki adimlarla uygulanmistir.

I. 5-10 mg yag elde edilmesi icin secilen bir mikroalg hacmi, santrifiijleme (3600

rpm’de 6 dakika) ile konsantre edilmis ve bir cam tiip i¢ine aktarilmistir.

II. Santrifiij edildikten sonra, {ist s1vi alinmis ve 1 saat siireyle 2 mL metanol ile
oziitleme baslatilmigtir.

III. Daha sonra 4 mL kloroform ilave edilerek ve 2 saat karistirilmastir.

IV. Santrifiij edildikten sonra yag igeren siipernatant baska bir tiipe aktarilmis ve tortu
Y2 oraninda metanol/kloroform karisimi ile 30 dakika boyunca ikinci kez 0z
cikartlmistir.

V. Tekrar Santriflij edildikten sonra siipernatant ilaveten toplanmis ve 2,25 mL %0,88
KCI ¢ozeltisi ile yikanmistir. Iki fazdaki ayrisma santrifiij ile hizlandirilmis ve ikinci bir
yikama 0,75 ml metanol ve 0.75 ml %0,88 KCl ¢ozeltisi ile yapilmustir.

VI. Santrifiij isleminden sonra, alt tabaka baska bir cam tiipiine aktarilmig ve su ve kati

maddelerin tamamen ortadan kaldirilmasi i¢in 3600 rpm’de 6 dakika santrifiij edilmistir.

VII. Solvent 6nceden tartilmis bir aliiminyum folyo tabagina aktarilmis ve 40 ° C'de

buharlastirilmis ve sabit agirliga gelene kadar kurutulmustur (Converti vd., 2009).

Sekil 4.9’de Folch yontemiyle yag analizi sirasinda 5 tiirdeki faz olusumu ve Sekil

4.10’da analiz sonucunda kurutulmak i¢in folyolara dokiilen tiirler verilmistir.

Sekil 4.9. Yag analizi sirasinda 5 tiirdeki faz olusumu
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Sekil 4.10. Yag analizi sonunda kurutulmak iizere folyolara dokiilen tiirler

4.9. Biyokiitlenin Karbonhidrat icerigi Analizi

Karbonhidrat igeriginin tayini i¢in fenol-siilfiirik asit ydntemi uygulanmistir. Onerilen
Kochert metodolojisi uygulanmistir. Bu ydntem sulu soliisyonlarda karbonhidrat
konsantrasyonunun tayininde bugiine kadar en ¢ok kullanilan kolorimetrik yontemdir. Bu
yontemin temel ilkesi, karbonhidratlarin, konsantre siilfiirik asit ile reaksiyona girmesi
sonucu kurutuldugunda, furfural tiirevleri iiretmesidir. Furfural tiirevleri ile fenol
arasindaki reaksiyon, tespit edilebilir renkte gelistirmektedir. Bu yontemin standart
prosediirii sdyledir: Mikroalg ¢6zeltisinin 2 mL'si, bir test tiipiinde 1 mL %35 sulu fenol
cozeltisi ile karigtirilir. Ardindan 5 mL konsantre stilfiirik asit karisima hizla eklenir. Test
tiipleri 10 dakika bekletildikten sonra, 30 saniye vortekslenir ve renk gelisimi i¢in oda
sicakliginda bir su banyosu i¢ine 20 dakika yerlestirilir. Su banyosundan ¢ikarilan test
tiiplerindeki renk gelisimi Sekil 4.11°da verilmistir. Sonra, spektrofotometrede 490 nm'de
151k emilmesi kaydedilir. Referans ¢ozeltisi 6rnek yerine 2 mL'lik distile su kullanilarak
hazirlanir. Bu islemde kullanilan fenol yeniden damitilmig ve 6l¢iimlerden hemen 6nce

su i¢indeki %5 fenol (w/w) hazirlanmistir (Dubois vd., 1956).

Sekil 4.11. Fenol-siilfiirik asit ilavesi ile renk gelisimi
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4.10. Biyokiitlenin Elementel Analizi

Elementel analiz i¢in 5 tiir santrifiijle Sekil 4.12°de gosterildigi gibi alinarak Sekil
4.13’deki gibi krozelerde kurutulmustur. Sonrasinda elementel analiz yapilmistir.
Elementel analiz i¢in Thermoscientific FlashSmart cihazi kullanilmis; C, H, N, O ve S

icerikleri okunmustur.

Sekil 4.13. Elementel analiz i¢in tiirlerin etiivde kurutulmasi

4.11. Biyokiitlenin Protein Icerigi Analizi

Protein igerigi elementel analiz sonuglarindan elde edilen N igeriginin literatiirdeki
kaynaklarda verilen denklikleri incelenmis ve asagidaki denklik ile protein igerigi

hesaplanmustir.
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Protein (%, kiitle/kiitle) = N igerigi (%, kiitlece) x 5,95 (Lopez vd., 2010).
4.12. DNA Dizi Analizi ve PCR Analizleri

Elimizdeki 5 tiir 6rnek Gergek Zamanli PCR saflastirma ve DNA dizi analizleri hizmet

analizi ile dis laboratuvarlarda yapilmistir.
Gergek Zamanli PCR nedir?

Geleneksel PCR'de, amplifiye edilmis DNA {iriinii veya amplifikonu bir son nokta
analizinde tespit edilir. Ger¢ek zamanli PCR'de, amplifikasyon iirliniiniin birikimi,
reaksiyonun her dongiliden sonra iirlin kantifikasyonu ile birlikte ger¢ek zamanl
ilerledikge ol¢iiliir.

PCR fiiriinlerinin gercek zamanli saptanmasi, artan miktarda iiriin DNA's1 ile birlikte
artan floresans veren bir floresan aract molekiiliiniin eklenmesi ile saglanir. Floresans
algilama modiilleri ile donatilmis uzmanlagsmis termal dongiiler, amplifikasyon olustugu
zaman floresan sinyalini izlemek icin kullanilir. Olgiilen floresans, amplikonun toplam
miktart ile orantilidir. Floresanstaki zaman i¢indeki degisim, her ¢evrimde iiretilen

amplikon miktarin1 hesaplamak i¢in kullanilir.

PCR fiizerinden gergek zamanli PCR'm en biiylik avantaji, gercek zamanli PCR'in,
genis bir dinamik aralikta ve yliksek hassasiyet ile sablon DNA'nin baslangi¢ kopyasinin
belirlenmesine izin vermesidir. Ger¢ek zamanli PCR sonuglart ya niteliksel (bir dizinin
varlig1 ya da yoklugu) ya da niceliksel (kopya numarasi) olabilir. Dolayisiyla, nicel
gercek zamanli PCR, qPCR (quantitative PCR) analizi olarak bilinir. Buna karsilik, PCR
en iyi yar1 kantitatiftir. Ek olarak, gergek zamanli qPCR verileri, jel elektroforezi olmadan
degerlendirilebilir; bu da deney siiresinin kisalmasina ve verim artigina neden olur. Son
olarak, gercek zamanli qPCR reaksiyonlari ¢alistirildigindan ve veriler birlesik, kapali
tip qPCR sisteminde degerlendirildiginden, kontaminasyon riski azaltilir ve post-

amplifikasyon manipiilasyonuna olan ihtiyag, qPCR analizinde ortadan kaldirilir.
Gergek Zamanli PCR / qPCR Testleri Uygulamalar
Gergek zamanli PCR / qPCR analizleri, gesitli biyolojik numunelerde niikleik asidin
hizl1 ve hassas tespiti ve nicelendirilmesi i¢in, gen ekspresyon analizi, gidada genetigi

degistirilmis organizmalarin saptanmast ve kanser fenotiplendirme gibi cesitli

uygulamalarla tercih edilen bir arag¢ haline gelmistir.
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Arastirma laboratuarlarinda, qPCR analizleri, doniistiiriilmiis hiicre hatlarindaki gen
kopyalama sayisinin nicel olarak Olciilmesi veya mutant genlerin varligl icin yaygin

olarak kullanilir.
Ger¢cek Zamanli PCR nasil ¢alisir?

Gergek zamanli PCR'in nasil ¢aligtigini1 anlamak i¢in, tipik bir amplifikasyon grafigini
kullanarak bir qPCR analizi Sekil 4.13’te gosterilmektedir. Bu ¢izimde, PCR
dongiilerinin sayis1 x ekseni lizerinde gosterilir ve tiip i¢indeki giiclendirilmis iiriiniin
miktar1 ile orantili olan amplifikasyon reaksiyonundaki floresan y ekseni lizerinde
gosterilir.

Amplifikasyon grafigi, bir iistel fazin ardindan bir iistel olmayan plato fazinin izledigi
iki faz1 gosterir. Ustel fazda PCR iiriin miktar1, her ¢cevrimde yaklasik iki katina cikar.
Ancak reaksiyon ilerledikge, reaksiyon bilesenleri tiiketilir ve nihai olarak bilesenlerin bir

veya daha fazlasi siirlayici olur. Bu noktada, reaksiyon yavaslar ve plato fazina girer

(Sekil 4.13’te 28-40 arasindaki dongiiler).

T Al Ussel faz —p | _ssel —P
0.3 -4
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o r
/ plato
. ! / evresi
l o J
0 0.2 = /
I 4 /
e al |
X
a . ..
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D 59 f
R f
4 Esik cizgisi /./
y— — — — — — — — —— p— —— — — -
- »
0 _.r —F T P ;l ) G Y y—
0 10 20 30 40
Dongti

Sekil 4.14. PCR dongiilerinin sayisina karst taban ¢izgisinden ¢ikartilan floresani gosteren

amplifikasyon grafigi

Baslangigta, floresans arka plan seviyelerinde kalir ve floresanstaki artislar iiriin
katlanarak birikirse bile saptanamaz (Sekil 4.13. 1-18 arasindaki dongiiler). Sonunda,
yeterli amplifiye edilmis {irlin, saptanabilir bir floresan sinyali vermek iizere birikir.

Bunun meydana geldigi dongii sayisina, yenileme c¢evrimi veya Cq degeri denir.
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Reaktifler smirlandirilmadiginda iistel fazda Cq degeri Olgliliir oldugundan, gergek
zamanli qPCR, tepkime ilerlemesini aciklayan bilinen {iistel fonksiyona dayanarak
tepkimedeki mevcut sablonun baslangic miktarin1 giivenilir ve dogru bir sekilde

hesaplamak i¢in kullanilabilir.
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5. BULGULAR VE YORUM
5.1. izolasyon Bulgular

Kendilerine uygun besi ortamlarina aktarilan tiirlerde kisa bir siire sonra Sekil 5.1°deki

gelismeler gozlenmistir.

=

el

Sekil 5.1 Besiyerlerine ekim yapilan kiiltiirler

Izolasyon 6ncesi karisik kiiltiirlerin mikroskoptaki goériiniimleri Sekil 5.2‘deki gibidir.

|

By

\te

Sekil 5.2. [zolasyon oncesi karisik kiiltiirler

5.2. Tammmlama Bulgular

Saflastirma sonrasinda tiirlerin mikroskop altindaki goriintiisti Sekil 5.3“teki gibidir.

50



Sekil 5.3. Tiirlerin izolasyon sonrasi mikroskop gorimtiileri (soldan saga Chlorella sp.,
Synechocystis sp.)

Saf tiirler erlenlerde gelistikten sonra tiir tespitleri i¢in mikroskop altinda

incelenmistir. Saf tiirler mikroskop altinda incelenip siyanobakterilerin morfolojik

ozelliklerinden akinet, hormogonyum ve heterosistlerinin var olup olmamasi gibi

ozellikler belirlenerek tanimlama yapilmistir.

“Common Freshwater Algae of the United States, An Illustrated Key to the Genera
(Excluding the Diatoms)” (Dillard, 2008), “Freshwater Algae of North America: Ecology
and Classification” (Wehr VD., 2003) ve “Freshwater Algae: Identification and Use as

Bioindicators” (Bellinger ve Sigee, 2010) kaynaklarina gore tiirler sirasiyla
e | numarali mikroalg Scenedesmus sp.
e 2 numarali mikroalg Chlorella sp.

¢ 3 numarali mikroalg Chrooccooccus sp.

4 numarali mikroalg Chlorella sp.

5 numarali mikroalg Synechocystis sp.
olarak tanimlanmustir.
5.3. Biiyiime Egrisi Bulgular

Biiyiime egrisi, mikroorganizmalarin ne kadar hizli biliylidiugiini gosterir. Bir
organizmanin gelisimi sirasinda hiicre biiyiikligli ve hiicre kiitlesi artis1 biiylime olarak
adlandirilir. Tim organizmalarin benzersiz 6zelliklerinden biridir. Organizma, enerji

iiretimi ve hiicresel biyosentez icin bazi temel parametreler gerektirir. Organizmanin
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biliylimesi hem fiziksel hem de beslenme faktorlerinden etkilenir. Fiziksel faktorler,
organizmanin biiyiidiigii ortamin pH, sicaklik, ozmotik basinci, hidrostatik basing ve nem
icerigini igerir. Beslenme faktorleri, biiylime ortaminda saglanan karbon, azot, kiikiirt,
fosfor ve diger eser elementleri igerir. Bakteri, ortam bilesenlerini kullanmaya baglar ve
boyutunu ve hiicre kiitlesini arttirir. Bakteriyel biiylimenin dinamikleri, hiicrenin
biliylimesine (absorbans) karsi kulucka siiresi veya zamana karsi hiicre sayisinin
logaritmasi ¢izilerek incelenebilir. Bu sekilde elde edilen egri bir sigmoid egrisidir ve
standart bir biiylime egrisi olarak bilinir. Organizmanin hiicre kiitlesi icindeki artig
spektrofotometre kullanilarak olgiiliir. Spektrofotometre, bakteri siispansiyonu tarafindan
emilen 151k miktarinin 6lgiisii olan bulanikli1 veya optik yogunlugu oOlcer. Besiyeri
kiiltiiriniin  bulaniklik derecesi, yasayan ya da Oli hiicreler bulunan mevcut
mikroorganizma sayistyla dogrudan iligkilidir ve bir organizmanin hiicre biiyiime oranin
olgmek icin uygun ve hizli bir yontemdir. Boylelikle ortamin bulanikliginin artmasi
mikrobiyal hiicre kiitlesinin arttigin1 gosterir. Bulanik sivi igerisinden gegen 1518in
miktar1, emilim degerinde artan artis ile birlikte azalir. Bu ¢alismadaki tiirlerin biiytime

tablosu Cizelge 5.1'de gosterilmektedir.

Cizelge 5.1. 685 nm’de 5 tiirtin biiyiime tablosu

ABSORPSIYON
Giin Scenedesmus Chlorellal Chroocooccus Chlorella2  Synechocystis
1 0,129 0,456 0,456 0,002 1,147
2 0,131 0,458 0,458 0,027 1,177
3 0,139 0,46 0,46 0,05 1,206
6 0,153 0,559 0,559 0,112 1,298
8 0,307 0,72 0,72 0,101 1,516
9 0,297 0,755 0,755 0,136 1,831
11 0,42 0,802 0,802 0,249 1,96
14 0,392 0,822 0,822 0,195 1,637
15 0,421 0,846 0,846 0,235 1,673
17 0,463 0,912 0,912 0,28 1,712
20 0,542 0,937 0,937 0,227 1,673
21 0,494 0,97 0,97 0,239 1,67
22 0,507 0,981 0,981 0,29 1,672
23 0,523 0,988 0,988 0,357 1,678
24 0,546 0,993 0,993 0,412 1,68
27 0,581 0,999 0,999 0,529 1,681
28 0,599 1,006 1,006 0,644 1,683
29 0,614 1,069 1,069 0,652 1,691
37 0,87 0,961 0,961 0,857 1,663
38 0,866 0,935 0,935 0,871 1,623
43 0,877 1,047 1,047 0,899 1,555
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Sekil 5.4.-5.8’de 685 nm’de spektrofotometrede absorpsiyon degerleri okunan 5 tiiriin

bliylime egrileri verilmistir.

0,9
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0,7
0,6

0,5

Absorpsiyon

0,4
0,3
0,2
0,1

1 2 3 6 8 9 11 14 15 17 20 21 22 23 24 27 28 29 37 38 43

Zaman (Gun)

Sekil 5.4. Scenedesmus biiyiime grafigi
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Absorpsiyon
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1 2 3 6 8 9 11 14 15 17 20 21 22 23 24 27 28 29 37 38 43
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Sekil 5.5. Chlorella 1 biiyiime grafigi
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Sekil 5.6. Chroocooccus biiyiime grafigi
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Sekil 5.7. Chlorella 2 biiyiime grafigi
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Sekil 5.8. Synechocystis biiyiime grafigi

5.4. Bilyilkk Hacimde Ekim Bulgular

5 tiirlin spektrofotometre okumasi sonrasinda Synechocystis sp. tiiriindeki gelisimin

diger tiirlerden daha fazla oldugu gozlenince bu tiir farkli kosullarda biiylik hacimde

iiretilerek gelismesi gozlenmistir.

Cizelge 5.2. farkli iireme sartlarinda Synechocystis sp. i¢in karbon arzinin
mevcudiyetinin ¢ok onemli bir faktdr oldugunu gostermektedir. Karbon arzlarinin

karsilastirilmasi icin bir balon jojeye hava akimi verilmis, bir balon jojeye NaHCOj ilave

edilmis ve bir balon jojeye herhangi bir karbon kaynagi eklenmemistir.
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Cizelge 5.2. Farkli kosullarda biiyiitiilen Syenchocystis sp. tiiriiniin spektrofotometre okumalari

SynechocystistHava Synechocystis+Havasiz Synechocystis+tNaHCO;

Giin Absorpsiyon pH Absorpsiyon pH Absorpsiyon pH

1 0,549 9,1 0,283 9,1 0,235 7,8

5 0,717 9,14 0,315 9 0,605 7,7
6 0,836 9,97 0,32 9,9 0,785 8,82
7 0,944 10 0,347 10,31 0,992 8,97

8 1,032 10,1 0,34 10,36 1,163 9,2
9 1,213 9,9 0,36 9,9 1,34 8,32
12 1,602 9,43 0,371 9,72 1,623 8,36
13 1,628 9,37 0,388 9,57 1,681 9,57
14 1,719 9,4 0,417 9,5 1,732 9,62
15 1,849 9,53 0,489 9,56 1,84 9,78
16 2,011 9,99 0,536 10,14 1,884 9,85
19 2,102 9,87 0,69 10,07 1,927 9,98
20 2,135 10,17 0,74 9,57 2,094 9,92
21 2,173 10,22 0,516 10,22 2,114 10,1
22 2,223 10,43 0,531 9,5 2,189 10,2
23 2,466 10,4 0,628 9,65 2,242 10,28
26 2,422 10,36 0,692 9,72 2,26 10,32
27 2,552 10,3 0,688 9,78 2,382 10,45
29 2,436 10,27 0,624 9,86 2,395 10,43
30 2,395 10,22 0,868 10,45 2,346 10,44
33 2,552 10,25 0,949 10,52 2,408 10,75
35 2,571 9,87 1,063 10,23 2,408 10,74

Sekil 5.9-11°de biiyiik hacimlerde ekimi yapilan Syenchocystis sp. tliriiniin 3 farkli
kosuldaki biiytime grafikleri verilmistir.
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Absorpsiyon

Synechocystis+hava

Gln

Sekil 5.9. Hava verilen Syenchocystis tiiriiniin biiyiime grafigi

Absorpsiyon

Synechocystis+havasiz

Giln

40

Sekil 5.10. Hava verilmeyen Syenchocystis tiiriiniin biiyiime grafigi
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Synechocystis+NaHCO3

Absorpsiyon

Giln

Sekil 5.11. NaHCOj; ilavesi yapilan Syenchocystis tiiriiniin biiyiime grafigi
Hava akimi verilen balon joje ile NaHCO; eklenen balon jojede spektrofotometre
okumalar1 sonucunda c¢ok az fark oldugu goézlenmistir. Sekil 5.12’te bu biiyiime

grafiklerinin karsilagtirmasi yapilmistir.

3 BG1l+Hava

20 W_‘
2 —F BG11+NaHCO,

1,5

Absorpsiyon

BG11
0,5 /

Gln

Sekil 5.12. Synechocystis’in karsilastirmal biiyiime grafigi

5.5. Yag Icerigi Analizi Bulgular

50’ser mL hacimler alinarak yapilan yag analizi sonucunda Scenedesmus’da 7.4 mg,
Chlorella I’de 21,4 mg, Chroccoccus’ta 16 mg, Chlorella 2’de 19,1 mg ve
Synechocystis’te 24 mg yag c¢ikartilmigtir.
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Yag iceriklerinin % kiitlece miktarlari sirastyla Scenedesmus’da %5,83, Chlorella 1’de
%16,85, Chroccoccus’ta  %12,59, Chlorella 2’de %15,03 ve Synechocystis’te
%18,90’dr.

5.6. Karbonhidrat Icerigi Analizi Bulgular

Cizelge 5.3’te 5 tiir ve biiyliik hacimde ekimlerin karbonhidrat analizi absorpsiyon
degerleri verilmistir.

Cizelge 5.3. Karbonhidrat Analizi Absorpsiyon Degerleri

Karbonhidrat Analizi Absorpsiyon Degerleri

1 Synechocysits+Hava i:ggz
2 Synechocysits+Havasiz 2:523
3 SynechocysitstNaHCO3 ;:zzi
4 Scenedesmus i :;i;
5 Chlorella 1 (1):383
6 Chrooccooccus 8:451;2
4
7 Chlorella 2 06’3(;3
8 Synechocysits gﬁ(l)j
9 Saf su 00’?0969
10 Biyokiitle ornegi 1:;2
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Sekil 5.13’te karbonhidrat analizi sonucunda elde edilen Kochert grafigi verilmistir.

1,2000
y = 0,015x° - 0,0945x° + 0,2365x* - 0,3013x3 + 0,206x? + 0,005x - 0,0002
— R2= 0,99998
% 1,0000 :.
€
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2y |
g
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b= :‘
< 0,4000 |
o .
2 )
So20 | R
............. PPt
@t @t
0,0000 Y WL J
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 25
Absorbans

Sekil 5.13. Karbonhidrat icerigini gésteren Kochert grafigi

5.7. Elementel Analiz Bulgular

Cizelge 5.4’te 5 mikroalg tiiriiniin elementel analizi sonucunda N, C, H S ve
diger igerikleri verilmistir. Burada “Diger” slitunu mikroalg hiicrelerinin sahip oldugu O,
ve eser elementleri icermektedir.

Cizelge 5.4. 5 tiiriin yiizde kiitlece elementel analiz sonuglart (alindig: gibi)

Elementel Analiz (% kiitle)

N C H S Diger
6,852253437 46,48316956 6,81872797 0 39,84584903
Scenedesmus
6,705587864 46,72403336 6,897358418 0 39,67302036
5,670260906 46,89763641 7,04910326 0 40,38299942
Chlorella 1
5,716770649 46,24393463 6,875596046 0 41,16369868
10,96674728 45,28276062 6,730723858 0 37,01976824
Chroccoccus
10,70006085 43,11155701 6,675570011 0 39,51281213
5,734289646 37,21627426 5,942872047 0 51,10656405
Chlorella 2
5,712797165 37,8362999 5,748279572 0 50,70262336
7,281270027 40,58692169 6,274565697 0 45,85724259
Synechocystis
7,274532318 40,34711838 6,16831255 0 46,21003675
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5 tiir mikroalg icin arazi ve laboratuvar ¢alismalar; 6rneklerin ekimi ve izolasyonu en
uygun yontemlerle yag, karbonhidrat analizleri, protein igerigi tespiti ve elementel

analizleri; tam tiir tespiti i¢cin PCR saflastirmas1 ve DNA dizi analizi yapilmistir.

Elementel analizler sonrasinda calisilan 5 tiiriin hiicre bilesenleri agagidaki sekillerde

verilmistir.

Scenedesmus Hiicre Bilesenleri

Sekil 5.14. Scenedesmus hiicre bilesenleri

Chlorella 1 Hiicre Bilesenleri

Sekil 5.15. Chlorella 1 hiicre bilesenleri
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Chrooccoccus Hiicre Bilesenleri

Sekil 5.16. Chrooccoccus hiicre bilesenleri

Chlorella 2 Hiicre Bilesenleri

Sekil 5.17. Chlorella 2 hiicre bilesenleri
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Synechocystis Hiicre Bilesenleri

Sekil 5.18. Synechocystis hiicre bilesenleri

5.8. Protein Icerigi Hesaplamasi Bulgulari
Protein (%, kiitle/kiitle) = N igerigi (%, kiitlece) x 5,95 (Lépez vd., 2010.)

Cizelge 5.5. Protein igerigi tespiti

Elementel Analiz

N Protein igerigi
6,852253437 40,77090795
Scenedesmus
6,705587864 39,89824779
Chlorella 1 5,670260906 33,73805239
5,716770649 34,01478536
10,96674728 65,25214632
Chroccoccus
10,70006085 63,66536206
Chlorella 2 5,734289646 34,11902339
5,712797165 3399114313
. 7,281270027 43,32355666
Synechocystis
7,274532318 43,28346729

5.9. Tiir Secimi ve Yorumlamalari

Deneyler sonucunda siyanobakterilerde en ¢ok yag icerigi Synechocystis tiiriine aittir.
Ikinci olarak en c¢ok yag igerigi Chrooccooccus tiiriiniindiir. Deneyler sonucunda
mikroalglerde en ¢ok yag icerigi Chlorella I tiiriine aittir. Biyoyakit iiretimi i¢in 6nemli
olan kriter yag icerigi oldugundan siyanobakteriler arasindan Synechocystis, mikroalgler

arasindan Chlorella 1 tirleri uygundur.
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5.10. DNA Analizi Yorumlari

5 tiirtin 6ncelikle PCR ile saflastirilmasi yapilip sonrasinda DNA dizi analizi ile
DNA sarmali agik bir sekilde kromotogramlar ile verilmistir.

Sekil 5.19.’de Scenedesmus, Sekil 5.21.’de Chlorella 1, Sekil 5.23.de Chrooccoccus,
Sekil 5.25.te Chlorella 2 ve Sekil 5.27.°de Symechocystis tiirlerinin kromotogram
sonuclar1 verilmistir.

Sekil 5.20.’de Scenedesmus, Sekil 5.22.’de Chlorella 1, Sekil 5.24.de Chrooccoccus,
Sekil 5.26.’de Chlorella 2 ve Sekil 5.28’de Symechocystis tiirlerinin ham verileri

verilmistir.
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Sekil 5.19. Scenedesmus kromotogram sonuglari
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6. SONUC, TARTISMA ve ONERILER

Mavi yesil alglerin yetistirilmesinde iist ve alt sicaklik limiti arasinda biiyiik farklar
vardir. Ust sicaklik limiti genelde optimum sicakligin birkag derece {izerindeyken alt
sicaklik limiti daha esnektir. Hamam suyu gibi sicak kaynaklarda bulunan mavi yesil
alglerden bazilar1 optimum 45°C’de yetistirilebilirken bu tez ¢aligmasinda hamam suyu

cikisinda 35°C’de yasayan mezofilik mikroalgler kullanilmistir.

Bu tez calismasinda kullanilan mikroalglerin biyoyakit {iretiminde hammadde olarak
kullanimiyla ilgili literatiirde ¢aligmalar mevcuttur ancak caligmadaki siyanobakterilerle
ilgili literatiirde bir calisma mevcut degildir. Siyanobakteriler yaglarini tilakoid
membranlarinda Dbiriktirirler ve genetik manipiilasyonlara daha uygundurlar bu
nedenlerden oOtiirli mikroalgal biyodizel iiretiminde kullanimlar1 daha avantajli olsa da
literatiirde konuyla ilgili calisma yoktur. Calismamizda literatiirde incelenmemis

Chrooccooccus sp. ve Synechocystis sp. tiirleri ¢alisilmigtir.

Literatiir caligmalarinda 6karyotik mikroalglerin yag icerigini belirlemede en yaygin
olarak Chlorella sp. kullanilmistir. Bu ¢alismada yaygin olarak kullanilan Chlorella sp.

tiirtiniin yani sira daha az kullanilan Scenedesmus sp. mikroalgi de kullanilmistir.

Okaryotik mikroalglerle yapilan literatiir calismalarinda tek pH degeri kullanilmistir.
Besiyerleri genellikle 4.9-8.3 pH araligindayken galisilmistir (Chinnasamy vd., 2010;
Damiani vd., 2010; Widjaja vd., 2009; Samori vd., 2010). Bu tez ¢aligmasinda
baslangigtaki ekimlerde pH 7.5-8 araliginda iken, biiyiik hacimde ekimlerde 9-10.5
araligindadir. Caligmalar sirasinda pH degerini etkileyecek bir ilave yapilmamistir,

oOl¢iilen pH degerleri ortamin kendi pH 1dur.

Siyanobakterilerin taksonomik cesitliligi ve yetersiz veriler bu organizmalar lizerinde
yapilacak ¢alismalart c¢ekici hale getirmektedir. Calismada numune alinan bdlgelerde
daha once filoristik bir ¢alisma yapilmamistir. Bundan dolay1 ¢alismada secilen alan
literatiire katki saglamaktadir. Siyanobakterilerin sivi ve kati ortamlarda iiretilmeleri zor

oldugu i¢in bolgedeki sicak su kaynaklarinin yiizey sularindan 6rnek alinmistir.

Siyanobakterilerde BGI11 kullanilmasi ile prokaryotik ve okaryotik heterotrof

mikroorganizmalar engellenmistir.

Bitkileri etkileyen tuzluluk ve ozmotik stresler zirai agidan énemli bakteriler i¢in de

stres kaynagidir ve iiriin verimini sinirlamaktadir. Siyanobakteriler cevresel streslere karsi
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daha dayanikli olmalarina ragmen (Fogg vd., 1973), tuzluluk ve ozmotik streslere farkli
hassasiyetler gosterirler (Fernandes vd., 1993).

Isik siddeti arttikga mikrobiyel gelisimin arttigi; azaldik¢a da mikrobiyel gelisimin
azaldig1 bilinmektedir. Okmen ve Dénmez (2007) yaptiklar1 calismada en az 300 liikste
mikrobiyel gelisim oldugunu belirtmektedir. Bu ¢aligmada floresan lambalar ile 500 liiks

151k saglanmais, ayrica 11kl tabla giines 15181 alabilecek sekilde konumlandirilmistir.

Guillard ve Morton (2003) tarafindan yapilan ¢alismada prokaryot algleri saflagtirma
basamaklar1 belirtilmistir. Burada bir saflastirma yapilmistir. Ancak bu tez ¢alismasinda
alinan ornekler iki izolasyon yonteminden gegirilmis ve boylelikle istenmeyen tiirlerin
gelismesine olanak saglanmamistir. Yaygin izolasyon yontemlerinden biri olan agar
plakaya ¢izgi ekim yontemi ve daha az kullanilan kilcal pipetle tek tiir izolasyonu

yapilmistir.

Saf tiirler tanimlanirken sadece 2-40 um ¢aplarinda veya tek hiicreli yapilarda olmalari

yeterli goriilmeyip konuda yazilmis iki ana kaynaga bagvurulmustur.

Saf tiirlerin tespitlerinde kesin sonu¢ almak icin DNA analizi yapilmistir. Tiirlerin
DNA’lar1 DNA kiti kullanilarak izole edilip, PCR islemi 27F-809R primer dizileri
kullanilarak yapilmstir.

Elementel analizler sonrasinda ¢alisilan 5 tiirlin hiicre bilesenleri Sekil 5.14-18’de
verilmistir. Bu sekillerden ve Folch yontemiyle elde edilen yag miktarlarindan yola
cikilarak yag igerigi en ¢ok mikroalgler arasinda Chlorella 1 tiiriine, siyanobakteriler

arasinda ise Synechocystis tiriindedir.

Synechocystis tiirli kiiclik hiicre yapis1 nedeniyle zor parcalanmaktadir. Bu da yag
icerigini ¢ikartmaya calisirken deneysel anlamda zorluklar ¢ikartmaktadir. Uygulanan
metodolojinin bazi asamalarinda farkli teknikler kullanilmasi durumunda hiicre yapisi
kolayca parcalanip daha ¢ok yag iiretimi saglanabilir.

Synechocystis  gibi kiiglik hiicre c¢apma sahip siyanobakterilerin ekstrakte
edilebilmesini kolaylastiracak yontemler gelistirilebilir veya ince hiicre zarina sahip
siyanobakteriler tercih edilebilir. Filamentli siyanobakteriler de arastirilabilir. Kullanilan

yontemler gelistirilerek farkli alg tiirlerinden de yag eldesi saglanabilir.
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EK - 2. Tez Hazirlama Kontrol Listesi

Evet Hayir

Tez, “Tez Yazim Kilavuzu”na uygun olarak yazildi.

Dis kapak ve i¢ kapak sayfasi eklerde belirtilen sekilde diizenlendi.

On sayfalar i, ii, iii seklinde Romen rakamlari ile numaralandirilds.

Dizinler, “Tez Yazim Kilavuzu’na gore siralandi ve metin i¢indeki yerlesime gore
sayfa numaralar verildi.

Ozet ve Abstract hazirlandi.

Onay sayfas1 “Tez Yazim Kilavuzu”na uygun olarak hazirland1 ve imzalatild1.

Etik ilke ve Kurallara Uygunluk Beyannamesi sayfas1 imzalandi.

Simgeler, kisaltmalar, tablolar ve sekillerin tamami kontrol edilerek ilgili dizinde
gosterildi.

Ana metinde harf karakteri, harf biiyiikliigii ve satir araliklar1 “Tez Yazim
Kilavuzu”na uygun olacak sekilde diizenlendi.

Gorsel 0geler, tablolar (¢izelgeler), sekiller ve denklemler metin igine “Tez
Yazim Kilavuzu”na uygun olacak sekilde yerlestirildi.

Kaynakc¢a “Tez Yazim Kilavuzu’na gore diizenlendi.

Kaynaklarin tamamina tez igerisinde atifta bulunularak kaynakg¢a boliimiinde yer
verildi.

Etik Kurul onay1 gerekli ise teze eklendi.

(Etik Kurul onay1 gerekmiyorsa yandaki “HAYIR” kutucugunun altina “YOK”

yazilacak).

Anket, goriisme veya veri formlar1 kullanildrysa ilgili kurumlardan alinan izin l
yazilar1 ve formlar teze eklendi. YOK
(Bu formlar kullanilmadiysa yandaki “HAYIR” kutucugunun altina “YOK”

yazilacak).

Ekler “Tez Yazim Kilavuzu’nda belirtildigi sekilde sunuldu. .

(Ek kullanilmadiysa yandaki “HAYIR” kutucugunun altina “YOK” yazilacak).

Giizel Sanatlar Enstitiisiiyle ilgili anasanat dallarinda sergi, konser, gosterim vb. l

sunumlar1 hazirlandi.

“TATLI SU VE TOPRAKTAN IZOLE EDILMIS MIKROALGLERIN
BIYOYAKIT URETIMI ICIN KARAKTERIZASYONU” bashkli Tez, yukaridaki

listede yer alan konularla ilgili olarak tarafimizca kontrol edilmis ve gerekleri yerine

getirilmistir.
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