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Chlorella sorokiniana’ min izolasyonu, Molekiiler Tamlanmasi, Fototrofik,
Miksotrofik ve Heterotrofik Uretimi
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6z MAKALE BiLGIiSi

Izmir’in Giimiildiir bélgesinden alman su 6rneginde, seyreltme ve dékme plaka ARASTIRMA MAKALESI
yontemleri kullanilarak mikroalg izolasyonu yapilmstir. Isik mikroskobuyla

morfolojik olarak degerlendirilen tiirin Chlorella sp. oldugu saptanmuistir. Gelis :19.03.2020
Molekiiler yontemlerle mikroalg DNA’s1 izole edilerek 16S ve 18S rRNA gen Diizeltme :05.01.2021
bolgeleri PCR’da ¢ogaltilmistir. Bu dizinin sekanslanmasi ve filogenetik olarak Kabul .10.01.2021
degerlendirilmesi sonucu Chlorella sorokiniana oldugu belirlenmistir. Aksenik abu T
C. sorokiniana elde etmek igin santrifiij ile yikama, antibiyotik ile muamele, Yayim :26.08.2021
agar ortaminda bilyiitme ve tek hiicre izolasyonu gibi farkli yontemler
kullanilarak akseniklestirme isleminden basarili sonuglar elde edilmistir.
Fototrofik C. sorokiniana’ dan elde edilen biyokiitle (0,19 g L) ve spesifik
biiyiime hiz1 (0,78 giin't), miksotrofik C. sorokiniana’ dan elde edilen biyokiitle * SORUMLU YAZAR
(0,31 g L) ve spesifik biiyiime hiz1(1,3 giin'), heterotrofik C. sorokiniana’ dan
elde edilen biyokiitle (0,6 g L) ve spesifik bilyiime hiz1 (2,52 giin') olarak
belirlenmistir. Elde edilen bulgulara gore aksenik mikroalg C. sorokiniana’ nin
farkli iiretim kosullarindaki biyokiitle verimliligi su seklide siralanabilir:
heterotrofi>miksotrofi>fototrofi.
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Isolation, Molecular Identification, Phototrophic, Mixotrophic and Heterotrophic Production of Chlorella
sorokiniana

Abstract: Microalgae was isolated using dilution and pouring plate method from the sea water sample taken from the Gumuldur
region of Izmir. The species was identified as Chlorella sp. through morphologic evaluation under light microscope. Microalgae
DNA was isolated through molecular methods and 16S and 18S rRNA gene regions were amplified by means of PCR. As a result
of sequencing and phylogenetic evaluation of the gene regions, it was determined that the microalgae was Chlorella sorokiniana.
Different methods such as centrifuge washing, antibiotic treatment, growth on agar and single cell isolation used to obtain axenic
C. sorokiniana yielded successful results. Biomass and specific growth rate of phototrophic C. sorokiniana (0.19 g L and
0.78 days, respectively), mixotrophic C. sorokiniana (0.31 g L and 1.3 days™, respectively) and heterotrophic C. sorokiniana
(0.6 g Lt and 2.52 days™, respectively) were determined. According to the findings obtained, the biomass productivity of axenic
C. sorokiniana under different culture conditions can be ordered as: heterotrophy > mixotrophy > phototrophy.
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Giris iretiminde; gelismekte olan {ilkelerde ise atik

Diinyada 30.000° den fazla mikroalg tiirii vardir ~ aritim1  ve proteince zengin gida ve yem
ve bunlardan sadece 100’ ¢ yakini ekonomik agidan  katkist  {iretimini  birlestiren  kiigiik  dlcekli
degerlendirilmektedir (Sasson 1997, Borowitzka  projeler ile biiylik oOlgekli atik su aritiminda
1992). Mikroalgler, gelismis iilkelerde, pigmentler — kullanilirlar ~ (Sasson ~ 1997).  Mikroalglerin
gibi yiksek katma degerli bilesiklerin elde  kimyasal komposizyonu tiire ve kiiltlir kosullarina
edilmesinde, gida endiistrisi ve saglik amagh gida  gore degismekle (Zhu 2015) birlikte genellikle
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protein (%10-63) (Becker 2007; Miao ve Wu 2004)  gelisebilmektedir (Kim vd. 2013).
karbonhidrat (%6-57) (Yeh vd. 2010; Hariskos ve Heterotrofik  kiiltlirler,  1siksiz  kosullar
Posten 2014) ve lipitler (%4-55) (Becker 2007; altinda tek karbon kaynagi olarak organik
Miao ve Wu 2004) gibi primer metabolitlerden  karbonu kullanirlar. Miksotrofik kiiltiirler ise
olusur. ototrofik ve heterotrofik beslenmenin
Mikroalgler,  genellikle  ototrofik  olarak  birlesimi bir karakteristik gosterirler, karbon
yasarlar ve fotosentez yaparak, karbondioksit, su ve  kaynagi olarak hem organik hem de inorganik
giines 1518111 biyokiitleye doniistiiriirler  karbonu kullanirlar (Kim vd. 2013; Chen vd. 2011).
(Pragya vd. 2013; Zhu 2015). Fakat baz1 mikroalg  Heterotrofik ve miksotrofik biiylimede genellikle
tirleri enerji ve karbon kaynagi olarak organik  karbon  kaynagi  olarak = glikoz,
organik substratlar1 kullanarak heterotrofik ve  galaktoz, mannoz, fruktoz, siikroz ve laktoz
miksotrofik olarak da gelisebilirler (Chen 1996; Lee  kullanilmaktadir (Abreu vd. 2012). Organik

2001). Ornegin, Chlorella vulgaris (Mitra vd. 2012),
Chlorella  sorokiniana (Wang vd. 2012),
Chlorella  zofingiensis  (Liu  vd. 2011),
Haematococcus pluvialis (Kobayashi vd. 1992),
Spirulina platensis (Marquez vd. 1993) ve
Botryococcus braunii (Zhang vd. 2011) ototrofik,
heterotrofik  ve  miksotrofik  sartlar  altinda

karbondan elde edilen enerji, hiicre sentezinde
kullanilirken, 151tk enerjisinden  doniistiiriilen
kimyasal enerji depolanmaktadir (Chojnacka ve
Marquez-Rocha 2004). Mikroalg kiiltiir kosullarina
bagli enerji ve karbon kaynaklar1 ve metabolit
yolagina gore pH degisimi Tablo 1' de
gosterilmektedir.

Tablo 1. Ototrofik, heterotrofik ve miksotrofik sartlarda enerji ve karbon kaynagi, pH degisiminin 6zeti
Table 1. Summary of energy and carbon source, pH change in autotrophic, heterotrophic and myxotrophic conditions

Kiiltiir tipi  Enerji kaynagi  Karbon kaynagi Metabolizma
Ototrof Isik Inorganik H,0+HCO3;—C(biyokiitle)+1/20,+30H ™ pH artar.
Heterotrof Organik Organik (1+a)CH,0+0,—C(biyokiitle)+aCO2+(1+a)H,O: pH azalir.
Miksotrof Isik ve organik Inorganik ve bHCO3+cCH20—(b+(c-a))C(biyokiitle)+30H +aCO,: pH

organik

degiskendir.

Ototrofik  mikroalgler, inorganik karbonu
kullanirlar ve hidroksil iireterek pH’1 yiikseltirler.
Heterotrofik ~ mikroalgler,  organik  karbonu
kullanirlar ve CO2 ireterek pH’1 disiiriirler.
Miksotrofik mikroalgler es zamanli olarak hem
organik hem de inorganik karbonu kullanirlar ve pH
degeri degiskenlik gostermektedir. (Elcik ve
Cakmake1 2017).

Literatiir taramasi1 sonucu ototrofik, heterotrofik
ve miksotrofik mikroalg biliylime hizi sirasiyla
0,2-0,7 giin?, 0,4-0,9 giin™* ve 0,3-0,6 giin* arasinda
degismektedir. Heterotrofik mikroalglerin biiyiime
hizinin, diger kiiltiir tipleriyle kiyaslandiginda daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Heterotrofik biiyiime
sekli  oOzellikle  degerli  kimyasallarin  ve
farmasotiklerin tretimi i¢in uygundur.

Yapilan bu ¢aligmada, yerel bir kaynaktan izole
edilen 6rnegin morfolojik ve molekiiler yontemler
kullanilarak tiir teshisi yapilmus ve Chlorella
sorokiniana oldugu saptanmustir. Biyoteknolojik
olarak 6nemli bir tiir olan C. sorokiniana fototrofik,
miksotrofik ve heterotrofik {iiretim potansiyeli
acisindan degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak en

verimli iiretim yontemi heterotrofik sartlar altinda
saglanmugtir.

Materyal ve Metot

Bu c¢alismada kullanilan Chlorella sorokiniana
[zmir’in Giimiildiir bolgesinden izole edilmistir.
ESW (Enriched Seawater) ortami kullanilarak tiiriin
kiiltiirii yapilmistir (Tablo 2) (Provasoli 1963,1968;
McLachlan 1973).

ESW ortami hazirlamak i¢in 1L steril edilmis
deniz suyuna 20 mL/L zenginlestirilmis c¢ozelti
(Enrichment Sewater Solution) eklenerek pH 7,8
olarak ayarlanmigtir. Heterotrofik ve miksotrofik
kiiltiirlerde karbon kaynagi olarak glukoz (3 g/L)
kullanilmugtir.

Kiltiirii  yapilan mikroalg o6rnegi diizenli
araliklarla kiiltiir ortamlarn ile seyreltilerek ve
dokme plaka yontemi kullanilarak izole edilmistir.
Kiiltiire alinan 6rnek agar (%1,5) besiyerine ve yatik
agara ¢izgi ekim metodu uygulanarak saklanmigtir
(Sukatar 2002). Saflastirilan tiir, 25°C’de ve siirekli
aydinlatmada (Wiselight marka 24W day-light)
steril agar iizerinde inkiibasyona birakilmigtir.
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Tablo 2. ESW (Zenginlestirilmis Deniz Suyu) ortaminin hazirlanist
Table 2. Preparation of ESW (Enriched Seawater) medium

Kimyasal Miktar Son konsantrasyon
NaNO; 2,35 ¢g/L 34 mM
Naygliserofosfat.5H,0 0,35g/L 1,6 mM

ES Fe Cozeltisi 163 mL/L

P-1I Metal Cozeltisi 163 mL/L

Tris 1lg/L

Vitamin B12 1,5 mL/L

Biotin Vitamin Cozeltisi 1,5 mL/L

Tiamin Vitamin Cozeltisi 1,5 mL/L

ES Fe Cozeltisi

Kimyasal Miktar Son konsantrasyon
FeCls;.6H,0 0,35 g/500 mL 1,8 mM
Na,EDTA.2H,0 0,30 g/500 mL 1,6 mM

P-I1 Metal Cozeltisi

Kimyasal Miktar Son konsantrasyon
Na,EDTA.2H,0 0,1 g/100 mL 0,27 mM

H3BOs 0,114 g/100mL 1,8 mM
MnSQO4.H,0 16,4 mg/100 mL 0,097 mM
ZnS04.7H0 2,2 mg/100 mL 0,007 mM
CoCl,.6H.0 0,48 mg/100 mL 0,002 mM

Vitamin Cozeltisi

Kimyasal Miktar

Vitamin B12 0,0135 g/100 mL

Biotin 0,0025 ¢/100 mL

Tiamin 0,11 g/100 mL

Saflastirilan mikroalgin morfolojik tayini i¢in
151k mikroskobu (Olympus CH40) kullanilmstir.
Molekiiler tiir tayini i¢in mikroalg DNA’lari,
ZRFungal/Bacterial DNA  Kiti  kullanilarak
saflastirilmistir. 50-100 mg agar ylizeyinden alinan
mikroalg hiicresi 200 pl ultra saf su igerisinde
porselen boncuklarin oldugu tiipe alinarak iizerine
lizis soliisyonu eklendikten sonra hiicrelerin
parcalanmasi i¢in maksimum hizda 5 dk vorteks
yapilmistir. Lizis tipi 10.000 x g de 1 dk
santrifiijjlendikten sonra Spin filter tiipiine aktarilan
siipernatant 7.000 rpm de 1 dk santrifiij edilmis ve
DNA Binding Tamponu eklenerek toplama tiipiine
ilave edilmigtir. Zymo-Spin Column toplama tiipii
icerisine yerlestirilen ve 10.000 x g 1 dk santrifiij
edilen Zymo-Spin Column yeni toplama tlpi
igerisine  yerlestirilir ve filtre {izerine DNA
Pre-Wash Tamponu ilave edilip, 10.000 x g 1 dk
santrifiijlendikten sonra 500 pl DNA Wash
Tamponu ilave edilir ve sonra tekrar ayni sekilde
santrifiijlenir. Zymo-Spin Column 1,5 ml steril
ependorf igerisine dikkatlice yerlestirilir ve {izerine
DNA Elution Tamponu ilave edilerek 10.000 x g 30
saniye santrifiijlenerek filtrede tutulan DNA’nin
ependorf  igerisine  toplanmasi  saglanmistir.
Mikroalg genlerinin spesifik bdlgelerinin PCR
(HelixAmp™  HyberSense  DNA  polimeraz

(Nanohelix) kiti) yontemiyle amplifikasyonlar1 i¢in
mikroalglerin gen bdlgelerine 6zgiil primer dizileri
16S rRNA 359F (5°-GGG GAA TYT TCC GCA
ATG GG-3’) -781R(a) (5’-GAC TAC TGG GGT
ATC TAA TCC CAT T-3’) ve (b) (5-GAC TAC
AGG GGT ATC TAA TCC CTT T-3°) ve ayrica
18S ribozomal kiigiik alt birim rRNA SSU-F
(5-TGG TTG ATC CTG CCA GTA G-3', SSU-R;
5-TGA TCC TTC CGC AGG TTC AC-3)
kullanilmigtir  (Niibel, 1997; Boutte vd. 2006;
Yildirnm vd. 2014). PCR cihazi HelixAmp™
HyberSense DNA polimeraz kiti kullanilarak;
ilk denatiirasyon adimi1 95 °C de 2 dk olarak tek
adimda baglatilmis ve 35 dongii 95 °C de 30 s,
baglanma 1sis1 (359F-781R (a, b)) icin 65°C
ve SSUF-R i¢in 54 °C sicaklikta 40 s de, 72 °C de
40 s den sonra son uzama adimi, 1 dongii olarak
72 °C de 5 dk olacak sekilde ayarlanmistir. DNA ve
PCR iirtinleri %! agaroz jel elektroforezin de
1x-Tris-borik asit-EDTA (TBE) tamponu igerisinde

5 V/em yiritildikten sonra SYBR safe ile
boyanan jel UV  goriintileme cihazi ile
goriintiilenmistir.

PCR sonuglarmin dizi analizi Izmir Ileri
Teknoloji Enstitiisii Biyoteknoloji ve

Biyomiihendislik Merkezi Arastirma Laboratuari’
nda (ABI3130XL, 16 KAPILLER SISTEM)
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yaptlmistir.  Sonuglar ~ NCBI-Blast  programi
yardimiyla degerlendirilmistir.
Hiicre konsantrasyonunu tespit etmek ve

bliylime grafiklerini ¢ikarabilmek i¢in giin asiri
ornek almmustir. 2,5 mL mikroalg drneginin 2 mL’si
optik yogunluk (OD) o6l¢limiinde ve geri kalam
Neubauer sayim kamarasi yardimiyla mikroskop
altinda sayilmigtir. C. sorokiniana’nin OD degeri

600 nm’de Ultraspec 1100 pro markal
spektrofotometre kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

Spesifik  biiyiime hizlarmin  ve ikilenme
siirelerinin  hesaplamalart  Becker (1995)° in
formiiliine gére yapilmistir.

_ Inx2 — Inx1
m= At

u, spesifik biiyiime hizi; x2, t2 zamanindaki
hiicre konsantrasyonu; x1, tl zamanindaki hiicre
konsantrasyonu; At =t2-t1, DT, ikilenme siiresi

_ n2
u

Aksenik kiiltiir izolasyonu i¢in 100 pg. mL*
ampisilin, 25 pg. mL?! kanamisin, 25 pg. mL*
streptomisin ve 25 pg. mL?' gentamisin iceren

DT

antibiyotik kokteyli 0,2 pm steril filtreden
gecirilerek kullanilmstir. Antibiyotik
uygulamasindan o6nce C. sorokiniana ornegi

4500 rpm’ de 5 dk siireyle santrifiij islemiyle steril
kiiltir ortamn ile 3 kere yikanmustir. Islem
sonrasinda kalan pellet, 5 ml taze ESW ortamiyla
homojenize edilerek 200 pl antibiyotik kokteyli
eklenmis ve 24 saat bekletilmigtir. Kiltiir taze ESW
ortamina alinarak antibiyotiksiz agara ¢izgi ekim
yontemiyle transfer edilmistir. Santrifiij islemiyle
bakteri sayisi1 azaltilan kiiltiir ayn1 zamanda 5 ml
taze ESW ortamina transfer edilmis ve 25 pl 6rnek
antibiyotikli agar iizerine ¢izgi ekim yoOntemiyle
ekilmistir. Hem antibiyotikli hem de antibiyotiksiz
agar iizerinde olusan mikroalg kolonileri steril
edilmis kiirdan yardimryla teker teker toplanip 3 mL
steril sivi ortam igeren test tiiplerine alinmustir.
Yogun 1sik altinda inkiibatorde inkiibasyona
brrakilmustir.

Yogunlasan kiiltlirlerin akseniklik testi i¢in 100
pL 6rnek “Nutrient Agar” iizerine yayma ekim
yontemiyle transfer edilerek 30°C* de 2-3 giinliik
inkiibasyona birakilmistir.

Bulgular

Chlorophyta  grubunun iyeleri  genellikle
2-10 pm capindaki boyutlara sahiptir. Hiicreler
kiiresel ya da elipsoid sekillidir. Ayrica hiicrelerinde
tek nukleus ve bir kromatofor vardir, tek tek oldugu
gibi koloni de meydana getirebilirler. Vejatatif
sathada kamcilar1 olmayan, hareketsiz alglerdir.

131
Kloroplastlarinda bulunan pirenoidlerde nisasta
olustururlar. Nisastay1 sitoplazma yerine

kloroplastlarinda olusturduklar1 i¢in diger alg
gruplarindan ayrilirlar. Bu grup {yeleri hem
denizlerde hem de tathh sularda yayilis gosterir
(Giiner ve Aysel 1991).

Mikroalg  taksonunun  smiflandirilmasinda
AlgacBase web sitesi temel alinmistir (AlgaeBase
2021).

Domain : Eukaryota
Kingdom : Plantae
Subkingdom : Viridiplantae
Infrakingdom : Chlorophyta infrakingdom
Phylum : Chlorophyta
Subphylum : Chlorophytina
Class : Trebouxiophyceae
Order : Chlorellales
Family : Chlorellaceae
Genus : Chlorella
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Sekil 1. Chlorella sp.’nin 151k miskoskobu goriintiisii 60X
Figure 1. Light microscope image of Chlorella sp. 60X

Chlorophyta iiyelerinin morfolojik olarak birbirine
¢ok benzemesi sebebiyle molekiiler olarak
tanilamay1 da zorunlu kilmistir. Les Algues D'eau
Douce, Initiation a la systématique (Bourrelly
1966/70) mikroalg katalogu yardimiyla 151k
mikroskobuyla morfolojik olarak Chlorella sp.
Beyerinck [Beijerinck], 1890 oldugu tespit edilen


https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=846520
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=846591
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=5811
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tiirlin (Sekil 1) DNA’s1 ZRFungal/Bacterial DNA
Kiti ile izole edilmistir (Sekil 2).

Sekil 2. Chlorella sp.” nin elde edilen DNA’ simn
agoroz jel ftzerindeki goriintisi Marker (M) 1kb
DNA ladder (10,0 kb, 8 kb, 6,0 kb, 5,0 kb, 4,0 kb, 3,0
kb, 2,0 kb, 1,5 kb, 1,0 kb ve 0,5 kb); 1(a)-2(b)

Figure 2. The image of DNA obtained from
Chlorella sp. on agarose gel Marker (M) 1kb DNA
ladder (10.0 kb, 8 kb, 6.0 kb, 5.0 kb, 4.0 kb, 3.0 kb,
2.0 kb, 1.5 kb, 1.0 kb and 0.5 kb); 1 (a) -2 (b)

359 F-781R(a) igin baglanma sicakligi 62 °C,
359 F-781R(b) i¢in Nanohelix PCR kitinde 65 °C
derece kullanilarak optimizasyonlar1 yapilmistir.

Sekil 3’ de elde edilen PCR sonuglarina gore
359F-781R(a) primeriyle ¢ogaltilan DNA silik bir
bant olustururken, 359 F-781R(b) primeriyle
¢ogaltilan DNA, belirgin bir bantlagma gdstermistir.
PCR da cogaltilan 18S rRNA gen bolgesi de Sekil 3
de belirtilmistir.

Dizi analizi sonuglari NCBI-Blast programina
gore;

359F-781R (a) Auxenochlorella protothecoides
16S small subunit ribosomal RNA gene, partial

sequence;  chloroplast, AY553213.1;
maksimum %90 benzerlik gostermistir.

359F-781R (b) Chlorella sorokiniana plastid
DNA small subunit (16Slike) ribosomal RNA,
X65689.1; tiirine maksimum %97 benzerlik
gdstermistir.

SSUF-SSUR  Chlorella sorokiniana isolate
34-2 18S ribosomal RNA gene, KU948991.1 tiiriine
maksimum %97,88 benzerlik gostermistir (Tablo 3).

tiirtine

M F-RaF-Rnj!

Sekil 3. PCR sonuglari, 1: Marker (M);356F-781R(a)
(F-Ra); 356F-781R(b) (F-Rb); 2: Marker (M); SSUF-
SSUR (SSU)

Figure 3. PCR results, 1: Marker (M): 356F-781R (a) (F-
Ra); 356F-781R (b) (F-Rb); 2: Marker (M); SSUF-SSUR
(SSv)

Akseniklik kontrolii icin yogunlasan
kiiltiirler “Nutrient Agar” iizerinde temiz bir goriintii
olusturmustur. Mikroalg disinda bir
mikroorganizma {liremedigi gozlenmistir (Sekil 4).
Ayrica  kiiltirin -~ optik  yogunlugu  (OD),
bulanikligi, pH degisimi ve Faz-Kontrast
mikroskobuyla kontaminasyon igerip icermedigi
kontrol edilmistir.

Sekil 4. Aksenik Chlorella sorokiniana kiiltiirii
Figure 4. Axenic Chlorella sorokiniana culture
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Tablo 3. Cogaltilan gen bolgelerinin NCBI daki niikleotid dizileri ile uyumu (BLAST 2021)
Table 3. Compatibility of the amplified gene regions with the nucleotide sequences in NCBI (BLAST 2021)

Tanimlama Maksimum  Skor  Sorgulama E Yiizde Erigim
skor kilifi degeri tanimlama numarast
Chlorella sp. EGEMACC40 18S small 1794 1794 1 0.0 9%100,00 JQ981943.1
subunit ribosomal RNA gene, partial
sequence

Chlorella sorokiniana isolate 34-2 18S 1622 1622 0,96 0.0 %97,88 KU948991.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

Chlorella sp. YACCYB97 18S ribosomal 1607 1607 0,97 0.0 %97,57 MH619545.1

RNA gene, partial sequence
Pseudochlorella pringsheimii 18S ribosomal 1605 1605 0,97 0.0 %097,47 KY364701.1

RNA gene, internal transcribed spacer 1,
5.8S ribosomal RNA gene, internal
transcribed spacer 2, and 28S ribosomal
RNA gene, complete sequence

Chlorella sp. QUCCCM33 18S ribosomal 1605 1605 0,97 0.0 %97,47 KM985401.1
RNA gene, partial sequence
Chlorella sorokiniana strain SAG 211-31 1605 1605 0,97 0.0 %97,47 KF673387.1
18S ribosomal RNA gene, complete
sequence
Chlorella sp. ZJU0209 18S ribosomal RNA 1605 1605 0,97 0.0 %97,47 JX097061.1
gene, partial sequence
Chlorella sorokiniana 18S rRNA gene, 1605 1605 0,97 0.0 %97,47 X74001.1
strain Prag Al4
Chlorella sorokiniana strain Icheon4 18S 1604 1604 0,97 0.0 %97,47 KF864476.1

ribosomal RNA gene, partial sequence
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Sekil 5. Chlorella sorokiniana’ nin 12 giinliik fototrofik kosullar altinda optik yogunluk ve hiicre sayis1 dl¢iim sonuglari

Figure 5. Optical density and cell number measurement results of Chlorella sorokiniana under 12-day phototrophic
conditions
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Sekil 6. Chlorella sorokiniana’ nin 12 giinliik heterotrofik kosullar altinda optik yogunluk ve hiicre sayist ol¢iim
sonuglari
Figure 6. Optical density and cell number measurement results of Chlorella sorokiniana under 12-day heterotrophic
conditions
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Sekil 7. Chlorella sorokiniana’ nmn 12 gilinlik miksotrofik kogullar altinda optik yogunluk ve hiicre sayist 6l¢iim

Figure 7. Optical density and cell number measurement results of Chlorella sorokiniana under 12-day myxotrophic

sonuglari
conditions

Pigment farkindan dolayr OD’nin birbiri
ile karsilagtirilamayacagi diistiniiliirse
biyokiitle artisi esas alinmistir. 12 giinliik
deney  siiresince Sekil 5, 6 ve 7’de

gosterildigi gibi C. sorokiniana’ nin hiicre sayisi
baglangigtaki  hiicre sayisina gore fototrofik
iretimde yaklasik 2 kat, heterotrofik iiretimde
7,5 kat ve miksotrofik iiretimde ise 5,2 kat artmigtir.
Bu {i¢ tretim sekline gore C. sorokiniana’nin

spesifik biiyiime hiz1 ve ikilenme siiresi Tablo 4’ te
verilmistir.

C. sorokiniana fototrofik, heterotrofik ve
miksotrofik {iretim acisindan degerlendirildiginde
maksimum biiyiimenin 8. giin oldugu bulunmustur.
Aksenik C. sorokiniana’ mn farkli  {retim
yontemleri  karsilagtirildiginda en iyi {retim
yonteminin (Sekil 6) heterotrofik iiretim yonteminde
oldugu belirlenmistir.
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Tablo 4. Fototrofik, miksotrofik ve heterotrofik tiretimi yapilan C. sorokiniana’nin spesifik biiyiime hiz1 (n degeri) ve

ikilenme stireleri

Table 4. Specific growth rate (p value) and doubling times of C. sorokiniana produced under phototrophic,

myxotrophic and heterotrophic conditions

Spesifik biiyiime hizi (giin™)

ikilenme siiresi (giin)

Fototrofik iiretim 0,069 10,05
Miksotrofik iiretim 0,108 6,93
Heterotrofik iiretim 0,247 2,56

Tartisma ve Sonug¢

Son yillarda yenilenebilir enerji kaynaklarina ve
ekonomik iiretim yontemlerine olan ilgi artmustir.
Alglerin bu enerji kaynaklar1 arasindaki yerini alma
nedeni ise hizli biiylime 6zelligine sahip olmalari,
ortam kosullarindaki degisimlere dayamikli ve
toleransli olmalar1 sayilabilir. Mikroalgler genelde
fotosentetik organizmalar olarak degerlendirilir.
Ancak yapilan ¢aligmalar ¢ogu tiiriin heterotrofik ve
miksotrofik biiyiime yetenegi oldugunu gdstermistir
(Droop 1974). Ayrica bu heterotrofik tiirler
neredeyse alglerin biitiin taksonomik siniflarinda
bulunurlar. Gegtigimiz elli yil igerisinde gelistirilen
fermantasyon teknolojisi ile biiyiilk miktarlarda

maya ve  bakterinin  endiistriyel  iiretimi
yapilabilmektedir ve bu teknoloji ile heterotrofik
algal  iiretim  kolayca  yapilabilir.  Diger

mikroorganizmalar i¢in kullanilan fermantasyon
tanklar1 ayn1 zamanda heterotrofik alg liretimi i¢inde
uygundur. Buna ek olarak hiicrenin biiyiimesi ve
biyokimyasal igerigini etkileyen bazi parametreler
de kontrol edilebilir. Ayrica verimliligi arttirma
maliyetleri azaltma metotlar1 ile ilgili zengin bir
endiistriyel mikrobiyolojik bilgi kaynagi da vardir.
Bulut (2009) tarafindan Chlorella vulgaris’ in
fototrofik {iretimi sonucu elde edilen maksimum
kuru agirlik 0,19 g. L olarak belirlenmistir. Baska
bir calismaya gore heterotrofik olarak firetilen;
Chlorella sorokiniana’ dan 1 g L h?, Nitzschia
alba’ dan 0,8 g L* h, Arhtrospira sp.” dan 1,2 ¢
L h'! biyokiitle elde edilmistir (AlgaePARC 2021).
Kim vd. (2013) tarafindan yapilan bir ¢aligmada
C. sorokiniana’ nin spesifik biiyiime hiz1 fototrofik,
heterotrofik ve miksotrofik kosullarda sirasiyla
0,24 giin?, 0,53 gin? ve 044 giin? olarak
bildirilmistir. Ayrica ayni ¢alisma sonuglarina gore
C. sorokiniana’ nin nitrojen ve fosfor giderim hizi
heterotrofik iiretimin fototrofik iiretimden iki kat
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Heterotrofik
mikroalglerin organik substratlari ve besinleri
giderim hizi yliksek oldugu i¢in ileri atik su
aritiminda iyi bir segenek olabilir. Baytut vd. (2014)
Tiirkiye’ nin alg florasinda C. sorokiniana Shihira &
Kraus (A102) ilk kez 2014 yilinda kayit altina
almigtir. C.sorokiniana tatli sularda yasayan bir

yesil mikroalg olmasma (Kim vd. 2016) ragmen
Chen vd. (2013) yerel izolatlart olan C. sorokiniana
CY1 tiiriinii %20 deniz suyu ortaminda yetistirerek
yag miktarin1 % 61 ve biyokiitle miktarini ise 3g/L
olarak belirlemistir.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile iilkemiz sularinda
yayilig gosteren bir yerel mikroalg izole edilmis,
molekiiler yontemlerle tanimlanmis laboratuvar
kosullarinda  kiiltiirii  yapilmigtir. NCBI  gen
bankasina kayit ettirilen mikroalg i¢cin JQ981943.1
aksesyon numaras1 almmustir. Tiir tayini yapilan
mikroalg &rnegi Ege Universitesi Mikroalg Kiiltiir
Koleksiyonu” na (EGE-MACC 40) eklenmistir.
C. sorokiniana biyokiitle verimliligi agisindan
degerlendirilerek bu tiir i¢in {i¢ {iretim seklinden en
iyi  sonu¢  heterotrofik  kosullar  altinda
saglanabilmistir. Bu ¢aligsma ile elde edilen verilerin
de ileride yapilmasi planlanan biiyiik 6l¢ekli {iretime
temel olusturabilecek On c¢alisma niteligi tasidigi
diistintilmektedir.
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