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Ozet

Bu c¢aligmada, halofil bir yesil mikroalg olan Dunaliella tertiolecta’nin biiyiime ortamindaki pH
degisikliginin biyodizel hammaddesi olarak kullanilan triagilgliserol iretimi ve ilgili parametrelerde meydana
gelen degisimi lizerine etkisi degerlendirilmistir. Mikroalgler Johnson’s besin ortaminda farkli pH’larda
(pH=4, 6, 8, 10) 25 giin boyunca uygun sartlarda kiiltiire alinmis ve biiytimeleri takip edilmis, triagilgliserol
dretimleri ve ilgili parametreler analiz edilmistir. Mikroalglerin biiyiime ortaminin baglangi¢ pH’sindaki
diisiisle dogru orantili olarak biiylime hizi, toplam klorofil ve karotenoid miktarlarinda artig, net oksijen tiretim
ve tilketim hizinda 6nemli bir degisim belirlenmezken nétral lipid ve triagilgliserol {iretiminde de artma
olmustur. Diger taraftan ortam pH’s1 10 olarak ayarlandiginda ise mikroalglerin ¢ogalma hizinda 6nemli bir
degisim belirlenmezken, toplam klorofil ve karotenoid miktarlarinda diisiis, net oksijen iiretim ve tiiketim
hizlarinda azalma olmus, nétral lipid ve triagilgliserol iiretiminde dikkate deger bir degisim gozlenmemistir.
Elde edilen sonuglar D.tertiolecta’dan biyodizel hammaddesi tiretimi i¢in ortam pH’sin1 diisiirmenin etkili bir
sonug alinabilecek pratik bir yontem oldugunu gostermistir.

Anahtar kelimeler: Biyodizel, Dunaliella tertiolecta, pH, Triagilgliserol.

Impact of pH changes on neutral lipid production of the microalga Dunaliella tertiolecta isolated from
Meke Crater Lake (Konya/Turkey)

Abstract

In this study, the impact of a change in pH of the growth medium on the production of triacylglycerol
(used as a biodiesel feedstock) and related parameters were evaluated in a green halophilic microalga
Dunaliella tertiolecta. Microalgae were cultured in Johnson's nutrient medium with different initial pH values
(pH =4, 6, 8, 10) under suitable conditions for 25 days and growth was followed, triacylglycerol production
and related parameters were analyzed. There was an increase in the growth rate, total chlorophyll and
carotenoid contents, net oxygen production and consumption ratio did not show a significant change as
accompanied by a remarkable increase of neutral lipid and triacylglycerol content of microalgae in proportion
to a decrease in initial pH. On the other side, there was a decrease in the total chlorophyll and carotenoid
content accompanied by a decrease in both oxygen production and consumption ration while there was no
significant change in growth rate, neutral lipid, and triacylglycerol production of microalgae when the medium
pH is adjusted as 10. Results show that lowering the initial pH of the growth medium might be used as a
practical approach for induction of biodiesel feedstock production by Dunaliella tertiolecta.
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GIRIS

Besin zincirinin temel {ireticileri konumunda olan mikroalgler ¢cok degisik ekolojik
sartlara sahip ortamlara adapte olabilen, ototrof veya heterotrof beslenen, dkaryot ya da
prokaryot yapida ve milyarlarca yildir varliklarimi cesitlenerek siirdiirebilmis, su
sistemlerinde serbest azotun baglanmasindan, su ve havadaki serbest oksijenin biiyiik bir
kisminin iiretiminden sorumlu olan 6zel mikroorganizmalardir (Van den Hoek vd., 1995).
Simdiye kadar tanimlanmis potansiyel kullanim alanlar i¢inde gida, yem katki maddesi,
organik giibre olarak, atiklarin biyolojik aritiminda, kiiresel 1sinmayla miicadelede,
farmasoétik ve terapotik amacli, kimyasal madde kaynagi olarak, pigment ve antioksidan
kaynag1 olmakla beraber 6zellikle yenilenebilir enerji kaynagi olarak kullanilmalar1 dikkat
¢ekici olmustur (Chisti, 2007). Ozellikle fosil yakitlara bagimliligin azaltilmasima katki
saglayabilecek bir potansiyel sunan mikroalglerden biyodizel hammaddesi olarak
kullanilan triagilgliserol eldesine yonelik ¢alismalar artarak devam etmektedir.

Mikroalglerde lipid iceriginin artirilmasina yonelik simdiye kadar uygulanmis olan
makrobesin element stresi (azot ve fosfor agligi), sicaklik ve 151k stresi uygulamalarinin
yaninda ultraviyole (UV) 1s1n stresi, tuz stresi, pH ve agir metal stresi uygulamalari ile
genetik mithendisligi yaklasimlarina da bagvurulmustur (Sharma vd., 2012). Fakat ¢ogu
mikroalg tlrii sadece makroelement aglhigi gibi stres kosullari altinda triagilgliseridin
(TAG) biiyiik bir miktarim tiretir (Schenk vd., 2008).Yapilan ¢aligmalarda Phaeodactylum
tricornutun, Scenedesmus sp., Chlorella wvulgaris, Neochloris oleoabundans, C.
reinhardtii, ve Nannochloropsis sp., mikroalglerinde azot (N) konsantrasyonundaki
azalma ile paralel olarak TAG diizeylerinde ve fosfolipid iceriginde de artiglar oldugu
rapor edilmistir. Bununla birlikte hiicre boliinme hizinda ilk giinden itibaren gdézlenen
keskin diistisler N acliginda ekonomik agidan degerlendirilince istenilen biyokiitleyi
saglayamadigi goriilmiistiir (Widjaja vd., 2009)

Mikroalglerdeki lipid miktar1 genellikle %20-50 arasinda degisirken bazilarinda bu
oran %80’ e kadar ¢ikabilir (Brennan ve Owende, 2010). Dunaliella salina ‘da boyle bir
tiir olup hiicre iceriginin %70’ine kadar yliksek ¢evresel tuzluluga cevapta lipit birikimi
gosterir (Takagi ve Yoshida 2006). Diinyada ticari diizeyde pilot havuzlarda toplu kiiltiirii
yapilan Dunaliella sp. algal biyomasinin sivi yakita dogrudan doniisiimii ekonomiye katki
saglar. Tek hiicreli denizel mikroalg tiirti Dunaliella tertiolecta’nin %36-42 oraninda yag
verimine sahip oldugu bildirilmistir (Tsukahara ve Sawayama, 2005). D. tertiolecta
iiretiminin basit olmasi, ylizeyde topaklagsmamasi, yiiksek oranda tuz toleransi ve genis
Olgekte dig kiiltivasyonda kullanilabilir olmasiyla biyoteknoloji endiistrisinin dikkatini
toplamigtir (Elenkov vd., 1996). Stres kosullar1 altinda, Dunaliella cinsi mikroalgler
karotenoid, gliserol (Hadi vd., 2008), vitamin ve protein (Ghoshal vd., 2002) gibi degerli
kimyasal maddeleri 6nemli miktarlarda biriktirebilir. Dunaliella cinsi mikroalgler
endiistriyel {iretim i¢in uygun miktarlarda B-karoteni (kuru agirhigin %14°i kadar) yiiksek
151k yogunlugu, artan sicaklik, yiiksek tuzluluk ve besin eksikligi (siilfat eksikligi, nitrat
eksikligi) gibi stres kosullar1 altinda biriktirebilir (Coesel vd., 2008). Dahasi, Dunaliella
cinsi mikroalglerin hiicre duvarina sahip olmadigindan 6tiirii ince plazma membran yapisi
ozmotik degisikliklere cevapta hiicre sekli ve hacmindeki hizli degisimlere izin verir
(Avron, 1992). Bu sebeplerle, biyodizel ve karotenoid gibi katma degeri yiiksek iiriin
tretimi i¢in Dunaliella tiirleri icerisinde Ozellikle D. tertiolecta tiirii 6nemli bir
biyoteknolojik potansiyel barmdirir.
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Algal iiretimdeki en 6nemli fakt6rlerden biri pH’tir. Ciinkii CO,’in ve temel besinlerin
¢Oziiniirliligini ve kullanilabilirliligini belirler ve algal metabolizmada 6nemli bir etkiye
sahip olabilir (Chen ve Durbin, 1994). Aym1 zamanda pH, suda karbon igerikli tiirlerin
nispi konsantrasyonlarini belirleyici olan &nemli bir faktordiir (Azov,1982).Bununla
birlikte, pH’nin eser metallerin biyoyararlanimin1 ve deniz fitoplanktonuna toksisitesini
kontrol etmede oOnemli oldugu belirtilmistir (Gensemer vd., 1993). Bu calismada
Dunaliella tertiolecta tiiri, kolay bulunabilmesi, 06zgiin morfolojik 6zelligi,
kontaminasyona dayanikli olmasi, soguga ve sicaga adaptasyonu ve farkli pH
gereksinimleri gibi faktorler goz oniine alinarak secilmistir. Fitoplanktonlarin biiyiime hizi
ve lipid miktar lizerine pH’1n direkt etkileriyle ilgili ¢ok az ¢alisma vardir. Bu ¢aligmada
biyodizel iiretimi i¢cin Dunaliella tertiolecta’nin biiyiime, biyodizel hammaddesi olarak
kullanilan nétral lipid iiretim ve karotenoid iiretimi iizerine biiyiitme ortaminin baslangic
pH’sindaki degisikliklerin etkisi degerlendirilmistir.

MATERYAL ve YONTEM
Tiiriin izolasyonu, Tanimlanmas ve Biiyiitme Kosullar:

Dunaliella tertiolecta mikroalgi Konya ilinde bulunan volkanik bir tuz golii olan Meke
Krater Goli’'nden (37°41'7"N 33°3828"E), izole edilmistir. D. tertiolecta tiirii morfolojik
(Borowitszka ve Borowitszka, 1988a) ve genetik Ozelliklerine gore tanimlanmis olup
genetik olarak 18S rRNA geninin sekans analizi yapilarak teshis edilmistir. PCR’la
cogaltilan genomik DNA pargasinin sekans analizi Hoham vd. (2002)’ye goére yapilmustir.
18S ribosomal RNA bdlgesini igeren genomik DNA’dan DNA c¢ogaltimi ileri: 5'-
ATTGGAGGGCAAGTCTGGT-3'" ve geri: 5- ACTAAGAACGGCCATGCAC-3'
birbirini takip eden primerler kullanilarak PCR’la gergeklestirilmistir. Ayn1 primerler
Sanger sekanslama i¢in de kullanilmistir. D. tertiolecta tiirii ve ilgili tiirler arasindaki 18S
rRNA genlerinin sekans karsilagtirmast BLASTN programi kullanan NCBI veri tabani ile
yuritilmistiir.

D. tertiolecta IMCC-37 tiiriiniin stok hiicre kiiltiiri %20’lik tuz konsantrasyonuna
sahip Modifiye Johnson sivi besiyerinde yetistirilmistir (Hejazi ve Wijffels, 2003). Bu
biiyiitme ¢6zeltisi, Dunaliella tiirlerinin kiiltiire alinmasi i¢in kullanilan standart
cozeltilerdendir ve igerigi kisaca 1 L ¢ozelti i¢in 200 g NaCl, 1,5 g MgCl,-6H,;0, 1 g
KNO;, 0,5 g MgSO,.7H,0, 0,2 g KCI, 0,2 g CaCl,.2H,0, 0,04 g KH,PO,, 0,0024 ¢
FeCl;.6H,0, 0,0018 g Na,EDTA, 0,04 g NaHCO; ve mikro-besin elementlerinden 0,6 mg
H3803, 0,4 mg (NH4)6M07024.4H20, 0,06 mg CUSO4'5H20, 0,05 mg COC|26H20, 0,05
mg ZnCl,, 0,04 mg MnCl,-4H,0 olarak belirlenmis, kontrol grubu i¢in ortam pH’s1 8,0’e
ayarlanmustir. Deney i¢in dort ayr1 grup tasarlanmis olup 1 L’lik dort ayr1 modifiye Johson
stvi besiyeri hazirlanmigtir. Her birinin tuz (NaCl) konsantrasyonu (w/v) % 20 olup,
pH’lart NaOH veya HCl ile 4, 6, 8 (kontrol) ve 10’ a ayarlanmigtir. Denemelerde, 6l¢iim
hassasiyeti 0,01 pH, &l¢iim tolerans: +0,02 pH ve 6l¢iim araligr 0,00 — 14,00 olan pH
metre (Thermo, USA) kullanilmistir. D.tertiolecta tiirii i¢erisinde 50 ml sivi besin ortami
bulunan ve pH’st 4, 6, 8 ve 10’a ayarli 100 ml’lik erlenlerde kiiltiire alinmustir.
Mikroalgler 25°C sicaklikta, yogunlugu 250 pE/(m?/s) olan siirekli 151k altinda, 120 rpm
ayarlt sicaklik kontrollii calkalayicida 25 giin boyunca inkiibe edilmistir. Biiyiime optik
yogunluga gore 2. 5. 10. 15. 20. ve 25. giinlerde UV-gériiniir bolge spektrofotometresi
kullanilarak 680 nm’de 6l¢iilmiistiir. Hiicre sayimlar1 dogrudan sayim ile 151k mikroskobu
kullanilarak 1 mm kalinhigindaki sayim kamarasi ile (Neubauer) izlenmistir (Spolaore
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vd., 2006). En az {i¢ tekrar yapilmistir ve bir ml kiiltiirdeki hiicrelerin ortalama sayisi
diliisyon orani da hesaba katilarak bulunmustur.

Mikroalglerin Net Oksijen Uretim ve Tiiketim Degerlerinin Belirlenmesi

D.tertiolecta’nin net fotosentetik oksijen olusum aktivitesi Clark-tipi oksijen elektrot
sistemi (Hansatech Oxytherm, Hansatech Ins. Ltd., Norfolk, UK) kullanilarak oksijen
iiretim ve tiiketim verimi olarak Sl¢lilmiistiir. Absorbans degeri Aggp = 2,0°ye ayarli hiicre
kiiltiirinden 2 ml 6rnek reaksiyon kuyucuklarina alinmig ve 25°C’de siirekli olarak
manyetik karistirilmistir. Hiicreler ilk etapta 2 dk’ligina karanlik kosullara adapte edilip,
Olciimler O, elektrotla hiicre siispansiyonunda karanlik solunuma girisin baslangiciyla
almmis ve O, olusumunda 1s18a doygunluk oraninin 6l¢giilmesiyle takip edilmistir. Her bir
islem siireci 5 dk kadar kaydedilmistir. Kuyucuklardaki aydinlatma yogunlugu 480
uE/(m?/s) olarak ayarlanmustir. Net fotosentetik oksijen olusumu, oksijen olusum hizindan
tiikketilen oksijen oraninin gikarilmasiyla hesaplanmigtir.

Toplam Klorofil ve Toplam Karotenoidlerin Spektrofotometrik Tayini

Klorofil a, b ve karotenoid miktar1 Jeffrey ve Humprey (1975) ‘den modifiye edilerek
spektrofotometrik metodla belirlenmistir. Dondurulmus hiicreler (1x10 hiicre) 500 ml
%9011k aseton karigimiyla yeniden siispanse edilip 15 dk. karistirilmis ve 15000 rpm’de 5
dk santriftij edilmislerdir. Siipernatan 96 kuyucuklu plaga yiiklenmistir. Siipernatan
absorbanslar1 sirasiyla 750, 664, 647, 470 ve 630 nm dalga boylarinda %90°lik aseton
koriine karst okunmustur. Klorofil a, b ve karotenoid miktarlar1 Jeffrey ve Humphrey
(1975), denklemleri kullanilarak hesaplanmis olup toplam klorofil sonuglart klorofil a ve
b’nin toplami olarak sunulmustur (Lichtenthaler, 1987).

Notral Lipidlerin Tayini

Notral lipitlerin boyanmasi islemi Elsey vd., (2007) nin tarif ettigi sekil {izerinde kiigiik
degisiklikler ~ yapilarak modifiye edilmis olup, Nil kirmizist kullanilarak
gerceklestirilmistir. Yaklasik olarak 29,3x10% hiicre/ml 22 pl hacimde 7,8x10° M
yogunluktaki Nil kirmizisiyla (Invitrogen) boyanmis ve karanlikta 15 dk karistirict
tizerinde inkiibasyona birakilip iki kere yikanmustir. Nil kirmizisi ile boyanmanin nispi
floresans yogunlugu Floresans spektrofotometre (Agilent Technologies Carry Eclipse)
kullanilarak 486 nm eksitasyon ve 570 nm emisyon dalga boylarinda miktarsal olarak
Olciilmiistiir.

Triagilgliserollerin Fourier Déniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) ile Ol¢iimii

FTIR Ol¢iimii i¢in 25 giin boyunca farkli pH ortamlarinda inkiibasyona birakilan ve
inkiibasyonun son giiniinde drneklenen mikroalglerin yogunluklari esitlenmistir (Aggo=4).
Esit yogunlukta alinan mikroalgler santrifiijlenmistir ve 40°C’ de 1 saat vakum altinda
tutulmustur. Kurumus alg ornekleri pellet haline getirilmis ve 6rnek modiilii {izerine
yerlestirilmistir. Numune alicisinin kizilotesi spektrumu, 4000-400 cm™ dalga boyu
araliginda 128 tarama ile ATR modiili ile desteklenmis Fourier Doniisiimli Kizilotesi
Spektroskopisi (PerkinElmer-L160000A, USA)’nde kaydedilmistir (Mairet vd.,2011).
FTIR pik degerleri, trigliseritlerin ester grubu (C=0) titresimi (1744 cm™) ve amid |
absorbsiyonuna(1652 cm™) gore degerlendirilerek nispi TAG ve karbonhidrat miktarlari
TAG ve karbonhidrat bantlarmin amid I bandina (1652 cm™) oranlanmasiyla
belirlenmistir.
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Tim Olglimler en az iki farkli zamanda ¢ tekrarli yapilmis, elde edilen verilerin
ortalamalar1 sunulmustur. Degerler arasindaki istatistiksel farkliliklar ikinci dereceden iki
kuyruklu student t-test uygulamasi kullanilarak degerlendirilmis, %95 veya daha yiiksek
oranda farkli oldugu belirlenen veriler 6nemli bulgular olarak degerlendirilmistir.

BULGULAR

Yapilan c¢alismada, Dunaliella tertiolecta mikroalgi, baslangic pH degeri asidik
oldugunda daha hizli bir biiyiime gostermis, baslangi¢c pH degeri bazik oldugunda 6nemli
bir degisim kaydedilmemistir. D.tertiolecta’nin bityiime ortamu asidik pH, 4 ya da 6 olarak
ayarlandiginda 25 giinliik inkiibasyon periyodunun sonunda hiicre yogunlugu kontrole
kiyasla yaklasik olarak sirasiyla %27 ve %23 oraninda daha fazla biyokiitleye ulagmistir.
pH 10°da ise kontrole kiyasla dikkate deger bir degisim belirlenmemistir (Sekil 1).
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Sekil 1.Dunaliella tertiolecta tiiriiniin farkli pH degerlerine bagli olarak hiicre
yogunluklarindaki degisimler

Inkiibasyonun son giiniinde kontrole kiyasla asidik pH degerlerinde net oksijen iiretim
hiz1 6nemli oranda degismezken bazik pH 10 da diisiis kaydedilmistir. D.tertiolecta’nin
biiylime ortami asidik pH 6 olarak ayarlandiginda 25 giinliik inkiibasyon periyodunun
sonunda net oksijen iiretim hiz1 kontrole kiyasla yaklasik olarak %17 oraninda diisiis
gostermis ancak bu deger istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir. Bazik pH 10’da ise
kontrole kiyasla yaklasik olarak %37 olmak iizere onemli oranda net oksijen liretim hiz
diismiistiir. Inkiibasyonun 15. giiniinde mikroalglerde net oksijen tiiketim hizi kontrole
kiyasla sirastyla pH 4, pH 6 ve pH 10°da azalmistir. Inkiibasyonun son giiniinde, asidik
pH 6’da kontrole kiyasla yaklagik olarak %25 oraninda disiis sergilemistir. Bazik pH
10°da ise kontrole kiyasla yaklasik olarak %34 olmak iizere 6nemli oranda net oksijen
tiiketim hiz1 diismistiir (Sekil 2).
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Sekil 2.Dunaliella tertiolecta’da farkli pH degerlerine cevapta net oksijen iiretim ve tiikketim
hizindaki degisiklikler

Mikroalglerin toplam Klorofil icerikleri kontrol grubuna kiyasla, asidik ortamlar pH 4
ya da 6 ‘da sirasiyla %48 ve %29 oraninda artis bazik ortamda ise %28 oraninda diisiis
gozlenmistir (Sekil 3a). Klorofil-a/b oran1 pH 4 ve pH 6’da kontrole kiyasla 6nemli bir
degisim gostermedigi halde pH 10’da 6nemli oranda artis kaydedilmistir. Klorofil-a/b
oraninda bazik pH’de %24 artis kaydedilmistir (Sekil 3b). Toplam karotenoid miktar ise
pH 4 ve pH 6’ da kontrole kiyasla artarken pH 10°da kontrole ve digerlerine kiyasla
azalmigtir. En yiiksek karotenoid miktari, kontrole kiyasla pH 4’te en diisiik miktar ise
pH’10 da gozlenmistir. Asidik pH 4 ya da 6 ‘da kontrole kiyasla yaklasik olarak sirasiyla
%34 ve %24 artig gozlenirken pH 10°da goriilen diisiis istatistiksel olarak Onemli
bulunmamustir (Sekil 3c).

a) b) c)
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Sekil 3. Dunaliella tertiolecta’da farkli pH degerlerine cevapta toplam klorofil, klorofil-a/klorofil-b
ve toplam karotenoid miktarindaki degigimler

Mikroalglerin ¢ogalma hizlarindaki artis ile toplam lipid iceriklerindeki artiglar birlikte
ele alindiginda 25 giinliik inkiibasyon periyodunun sonunda asidik pH 4 ve pH 6
degerlerinde kontrole kiyasla biiyiimede artis varken, pH 4’e ayarlanmis gruptaki
mikroalglerin nétral lipit igeriklerindeki artis inkiibasyonun 15. ve 25. giinlerinde
istatistiksel olarak onemli bulunmustur. D.tertiolecta’nin biiyiime ortami asidik pH 4’e
ayarlandiginda kontrol grubuna kiyasla inkiibasyonun 15. giiniinde yaklasik olarak %32,
25 giinliik inkiibasyon periyodunun sonunda da yaklasik olarak % 47 daha yiiksek olarak
belirlenmistir (Sekil 4).
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Sekil 4.Dunaliella tertiolecta’da farkli pH degerlerine cevapta toplam nétral lipid igeriginde
meydana gelen degisiklikler

Mikroalglerin TAG igeriklerinin belirlenmesinde Fourier Transform Infrared
spektroskopisinden (FT-IR) faydalanilmistir. Boylece yapilan diger fizyolojik olgtimler
ile birlikte farkli ortam pH’larina cevapta mikroalglerde lipid ve karbohidrat
metabolizmasi arasindaki baglanti ile ilgili bulgular elde edilmistir. Elde edilen degerler;
400-4000 cm™ dalga boylar1 arasinda alimis olan &lgiimlerden daha énce TAG igin
spesifik oldugu belirlenen 1744 cm™ ve karbonhidratlar igin spesifik oldugu bildirilen
1045 cm™dalga boyunda edinilen degerlerin, cevresel degisime cevapta Gnemli bir
degisim sergilemedigi belirtilen 1652 cm™ de absorbans veren Amid I degerine orani ile
elde edilmistir. D.tertiolecta’min biiylime ortami baslangi¢ pH’s1 asidik pH 4 olarak
ayarlandiginda inkiibasyon periyodunun sonunda TAG miktar1 kontrole kiyasla yaklagik
olarak %39 oraninda artis gostermistir (Sekil 5a). Asidik pH 6 ve bazik pH 10’daki
diisiik orandaki artiglar istatistiksel olarak Onemli bulunmamigtir. Diger taraftan,
mikroalglerin icerdikleri polisakkarit miktarlar1 iizerine baslangic pH’sinin 6nemli bir
etkisi belirlenmemistir (Sekil 5b).
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Sekil 5. Dunaliella tertiolecta’da farkli pH degerlerine cevapta TAG ve polisakkarit miktarlarinda
meydana gelen degisiklikler
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TARTISMA ve SONUC

Dunaliella tertiolecta tiirtiniin farkli pH degerlerine bagl olarak hiicre yogunlugundaki
degisimlere gore pH 10’da kontrole kiyasla pek bir degisim gézlenmezken asidik pH’ nin
(pH 4, 6) biiylimeyi hizlandirdig1 kaydedilmistir (Sekil 1). Benzer ¢aligmalarda da yiiksek
pH’nin, CO,’den karbon alimini siirladigr gibi algal biiyiimeyi de baski altina aldig:
(Azov, 1982; Chen ve Durbin, 1994) diger bir deyisle yiiksek pH’in, alglerin serbest
CO’e afinitesini digiirdiigii belirtilmistir (Azov, 1982). Pruder ve Bolton (1979),
Thalassiosira pseudonana hiicrelerinin diisiik pH’a (6,5) adapte olduklarim1 pH (8,8)’de
daha diisiik biiyiime hizina sahip olduklarini gozlemlemislerdir. Benzer sonuglar Chen ve
Durbin (1994), tarafindan da desteklenmistir. Fotosentez hiz1 ve algal biiylimenin pH 9’da
minimum oldugu, fakat karbon alim hizinin ortam pH’s1 8,3’e diisiiriildiigiinde artirildigi
gozlenmigtir. Yapilan ¢alismada pH 10°da kontrole kiyasla biiyiimede 6énemli bir degisim
gozlenmese de inkiibasyon siiresi arttikga durgun bir faz da gozlenmemistir. Fakat
Goldman vd. (1982), iki deniz mikroalg tiirii biri diyatom Phaeodactylum tricornutum ve
digeri prasinofit Dunaliella tertiolecta, daha onceki bulgularla tutarli olarak 9,5’un
iizerindeki pH degerlerini tolere edemediklerini bildirmislerdir. iki tiirin pH 8,0-8,2"de
maksimum durgun faz biyomasi verdigini gozlemlemislerdir. Baz1 arastirmacilara gore de
fitoplankton biiylime hizindaki pH’a bagli degisimlerin gercekte ¢oziinmiis inorganik
karbon ¢esitlenmesi ve konsantrasyonu yiiziinden olabilecegi rapor edilmistir (Gensemer
vd., 1993).

Alkali pH’a benzer asidik kosullar da besin alimin1 degistirebilir (Gensemer vd.,1993)
veya metal toksisitesini uyarabilir (Anderson ve Morel, 1978) ve bdylece algal biiylimeyi
etkileyebilir.Yapilan bu ¢aligmada 25 giinliik inkiibasyon siiresince asidik pH degerlerinde
mikroalglerin biiyiimesi artmustir (Sekil 1). Dunaliella tertiolecta mikroalgi, baslangic pH
degeri asidik oldugunda daha hizli bir biliylime gdstermis, baslangic pH degeri bazik
oldugunda 6nemli bir degisim olmamistir. Biiyiime ortamu asidik pH 4 ya da 6 olarak
ayarlandiginda 25 giinliikk inkiibasyon periyodunun sonunda hiicre yogunlugu kontrole
kiyasla yaklagik olarak sirasiyla %27 ve %23 oraninda artmistir. Kontrol dahil tiim
gruplarda inkiibasyon siiresi arttik¢a biiylime giderek artmistir. Bu sonuglar inkiibasyon
siiresinin pH ile birlikte biliyiime {izerinde etkili bir faktor oldugunu gdstermistir. Fakat
onceden de belirtildigi gibi, alglerin ¢ogu tiirli maksimum olarak nétral pH (7,0-7,6)
civarinda biiyiir. Bu durum Ceratium lineatum, Heterocapsa triquetra ve Prorocentrum
minimum (Hansen, 2002) ve Chlamydomonas applanata (Visviki ve Santikul, 2000)
tirleriyle ¢alisildiginda da gozlemlenmistir. Visviki ve Santikul (2000), Chlamydomonas
applanata ‘da pH 1,4-8,4 araligi i¢inde nokta artiglarla bliyiimeyi gozlemlemislerdir.
Aragtirmalariin sonucunda, pH 1,4 ‘den 3,4’¢ hicbir biiyiime gozlenmezken bes giine
kadar ki siirecte pH 5,4 ile 8,4 arasinda katsal biiylime oldugunu ve optimum biiylimenin
pH 7,4°te gerceklestigini bildirmislerdir.

D.tertiolecta’nin biiyiime ortami asidik pH 4 olarak ayarlandiginda net oksijen iiretim
ve tiiketim hizlarinda kontrol grubuna kiyasla 6nemli bir degisim kaydedilmemistir. Diger
taraftan ortam baslangi¢c pH’s1 6 olarak ayarlandiginda 25 giinliik inkiibasyon periyodunun
sonunda net oksijen iiretim hizi kontrole kiyasla yaklagik olarak %17 oraninda diisiis
gosterirken bazik pH 10’da ise kontrole kiyasla yaklasik olarak %37 olmak tizere 6nemli
oranda net oksijen tiretim hiz1 diismistiir. Net oksijen tiikketim hiz1 ise, asidik pH 6’da 25
giinliik inkiibasyon periyodunun sonunda kontrole kiyasla yaklasik olarak %25
oranlarinda diisiis sergilemistir. Bazik pH 10’da kontrole kiyasla yaklasik olarak %34
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olmak iizere 6nemli oranda net oksijen tiiketim hizi diismistiir. Cabello vd. (2015),
Scenedesmus obtusiusculus mikroalginde ortam pH degerleri noétralden uzaklastikca
fotosentez ve solunum hizlarinda diisiisler oldugunu bildirmistir.

Caligmada toplam klorofil miktar1 kontrole kiyasla en yiliksek miktar pH 4’te en diisiik
miktar pH 10’da gozlenmistir. Asidik ortamlar pH 4 ya da 6 ‘da sirasiyla toplam klorofil
miktarlarlart %48 ve %29 oraninda artis bazik ortamda ise %28 oraminda diisiis
gostermistir. Klorofil-a/b oraninda ise pH 4 ya da 6 ‘da kontrole kiyasla 6nemsenmeyecek
derecede artig goriiliirken bazik pH 10 da %24 artis kaydedilmistir. Toplam karotenoid
miktar1 ise kontrole kiyasla pH 4’te en yiikksek, pH 10 da ise en diisiik miktarda
gozlenmistir. Asidik pH 4 ya da 6 ‘da kontrole kiyasla yaklasik olarak sirasiyla %34 ve
%24 artig gostermistir. Bagka bir ¢alismada ise Coleman ve Colman (1981), Coccochloris
peniocystis 'de fotosentez iizerine dis pH’in etkilerini arastirmislar ve totalde birikmis
karbon ve oksijen olusumunda pH 5,0 ve 6,0°da Onemli bir diislis oldugunu
bildirmislerdir. Hiicre disindaki pH’nin degisimi sadece biiyiime hizint degil ayrica hiicre
dis1 tiretimi de etkilemektedir (Myklestad ve Swift, 1998). Fotosentez yapma etkinlikleri
yapilarinda bulundurduklar klorofil ve karotenoid miktarlari ile paralellik gostermektedir.
Stres altindaki mikroalglerin fotosentez hizin1 yavaglatmak icin g¢ogunlukla klorofil
iceriklerini azaltmalari da beklenen bir sonugtur. Alglerin CO,e olan afinitesi diisiik
pH’da artmaktadir (Azov,1982). Chlamydomonas reinhardtii mikroalginin karbon alimi
tizerine pH’1in etkilerini gosteren iki onemli ¢alismada noétral pH nin altinda (pH<7,0)
fotosentez i¢in CO;’in etkili kullanildig1 (Moroney ve Tolbert,1985), ve bazik pH’da (pH
7,0-9,5) ise karbonik asiti etkili karbon kaynagi olarak kullandig1 rapor edilmistir (Colman
vd., 2002).

Fotosentez etkinligi mikroalglerin lipid igeriklerinde de meydana gelen degisim
tizerine etkili bir faktordir (Thompson, 1996). Bu calismada asidik pH 4, mikroalglerde
klorofil miktarin1 buna bagh biiyiimeyi de artirarak fotosentezi aktive ettigi gibi trigiliserit
birikiminde de artisa neden olmustur. D.tertiolecta’nin biiyiime ortamu asidik pH 4’e
ayarlandiginda 25 giinliik inkiibasyon periyodunun sonunda nétral ipit miktar1 yaklagik
olarak % 47 artmustir. pH 6’da ve pH 10’da ise dnemsenmeyecek degerler ortaya
cikmigtir. Benzer sekilde D.tertiolecta’nin biiyiime ortamu asidik pH 4 ‘te inkiibasyon
periyodunun sonunda TAG miktarlar1 kontrole kiyasla yaklasik olarak sirasiyla %39 artis
gostermistir. pH’1n uyarict stres etkisi nedeniyle lipid birikiminin ger¢ek mekanizmasinin
bilinmedigi fakat yapilan birka¢ ¢alismada ise Chlorella CHLOR-1’da alkali pH’1n lipid
birikimini uyardigi (Guckert ve Cooksey , 1990) ve bunun morfolojik arastirmalarla da
desteklendigi gortlmiistiir (Shah vd., 2013). Yine benzer sonuglar Chlorella sp., 'de pH -
8’de %23 lipid birikimiyle maksimum lipid {iretimi 0,1995 g/L olarak bulunmustur (Rai
vd., 2013). Asit tolere eden alglerde ise hiicresel metabolizmay1 devam ettirmek igin bir
mekanizmanin gelistigi ve algal biliylimenin asidik kosullar altinda pek etkilenmedigi
belirtilmistir (Gehl ve Colman, 1985). Bdyle bir mekanizma asit tolere eden algleri dis pH
dalgalanmalarina cevapta i¢ pH’1 ayarlama yetenegi saglayacaktir. Dunaliella acidophila
gibi baz1 algler biiylime ortaminda asidik kosullara, H,SO,’lin  yiiksek
konsantrasyonlarinin sebep oldugu ozmotik dengesizligi 6nlemek i¢in gliserol biriktirerek
adapte olmakta (Fuggi vd., 1988) diger tiirler Chlamydomonas sp. ve Pinnilaria braunii
var. amplicephala (asidofil olmayan diyatom) hayli asidik kosullar (pH 1) altinda
triagilgliseritler gibi depo lipitleri biriktirmektedirler. Asidik kosullar altinda incelenen
diger bir adaptasyon membran akiskanligini diisiiren ve yiliksek proton konsantrasyonunu
inhibe eden doymus yag asidi miktarindaki artis olmustur (Brennan ve Owende, 2010).
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Boyle bir adaptasyon Chlamydomonas sp.,’de rapor edilmis olup toplam yag asidi miktar1
pH 7°de %2 den pH 2,7°de %2,4 ‘e artmistir (Poerschmann vd., 2004).

Mikroalgler metabolizmalarindaki isleyise bagli olarak degisen oranlarda protein,
karbohidrat, yag ve niikleik asit icerirler. Lipidler ve yag asitleri ise depolama iiriinleri ve
enerji kaynagi olarak sentezlenmektedir. Dolayistyla mikroalgler strese maruz
kaldiklarinda, sitoplazmalarinda serbest yag cisimleri biriktirme egiliminde olup iiretilen
dogal yag (lipid) formunun, biyodizel {iretimi i¢in uygun yapida olusu, onlar1 biyodizel
tretiminde ayricalikli bir yere koymustur. Bu ¢alismada, D. tertiolecta mikroalginde
ozellikle diisiik pH’ a cevapta biiylime hizi, toplam klorofil ve karotenoid miktarlarindaki
artisa paralel olarak noétral lipid ve triagilgliserol {iretiminde de artis oldugu belirlenmistir.
Diger taraftan, bazik pH’da ise mikroalglerin ¢ogalma hizinda &nemli bir degisim
belirlenmezken, toplam korofil ve karotenoid miktarlarinda diisiis, net oksijen {iretim ve
tiketim hizlarinda azalma olmus, nétral lipid ve triagilgliserol iiretiminde dikkate deger
bir degisim gozlenmemistir. Elde edilen sonuglar D.tertiolecta’dan biyodizel hammaddesi
iiretimi i¢in ortam pH’smi diisiirmenin etkili bir sonu¢ alinabilecek pratik bir yontem
oldugunu gostermistir.
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