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OZET

FARKLI LOKASYONLARDAKI SUCUL ORTAMLARDAN (Bostanci-istanbul,
Inegol-Bursa, Merkez-Canakkale) iZOLE EDILEN MiKROORGANIZMALARIN
BiYOTEKNOLOJiIK PROSESLERDE DEGERLENDIRILMESI

Mikroalgler, siingerler ve mercanlar gibi canlilara karsi savunma igin {irettikleri biyoaktif
metabolitleri igeren fizyolojik adaptasyon o6zelliklerine sahiptirler. Fungus sinifinda yer alan
baz1 kiifler ise antibiyotik gibi biyolojik aktivitelere sahip molekiiller tretmektedirler.
Mikroalgler ve funguslar dogal antimikrobiyal etki gdsteren metabolitlere sahip olduklar i¢in
giiniimiizde antimikrobiyal ajan {iretiminde biiyilk 6neme sahiptirler. Ayrica, hiicre i¢lerinde
biriktirdikleri protein, karbonhidrat, yag asitleri, vitamin ve mineraller gibi degerli
metabolitleri sebebiyle biyoyakit hammaddesi olarak kullamilabilirligi gibi pek ¢ok kullanim
alanlar1 bulunmaktadir. Bu tezin amaci; farkli lokasyonlardan alinan, tath (dere) ve tuzlu
(deniz) su numunelerinden izole edilen mikroorganizmalarin tiir tanimlanmalar1 yapilarak,
antimikrobiyal aktiviteleri ve biyoyakit hammaddesi olarak kullanim kapasitelerini
arastirmaktir. Su numuneleri istanbul Bostanci Sahili'nden, Canakkale Limani'ndan ve Bursa
Inegdl'de bulunan Kalbur Deresi'nden alinmistir. Alinan su numunelerinden bir adet kiif, iKi
adet mikroalg izole edilmis ve molekiiler tanimlamalari yapilmistir. Rhizopus stolonifer,
Chlorella vulgaris ve Tetradesmus obliquus seklinde tanimlanan izolatlarin 6ziitleri etanol,
metanol, dietil eter ve diklorametan c¢oziiciileri kullanilarak elde edildikten sonra disk
difiizyon ve minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) ydntemi ile antimikrobiyal
aktiviteleri tayin edilmistir. Tetradesmus obliquus ve Rhizopus stolonifer oziitlerinin belirgin
bir antimikrobiyal aktivitelerinin olmadig: tespit edilmistir. Ote yandan Chlorella vulgaris'in
diklora metan o6ziitiiniin MIK degerinin 78,125 pg/mL oldugu belirlenmistir. Izolatlarin
biyoyakit hammaddesi olarak kullanilabilirligini belirlemek i¢in GC-FID ile yag asidi metil
esterleri (FAME) analizi yapilmistir. Ug mikroorganizmada da ortak olarak biitirik asit,
kaproik asit ve palmitik asit yiikksek oranlarda bulunmustur. Sonug olarak izole edilen yerli
izolatlarin siirdiirtilebilir ve ¢evre dostu enerji kaynagi olarak biyoteknolojik uygulamalarda

kullanilabilirligi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Mikroalgal Biyoteknoloji, Cevre Biyoteknolojisi, Alg Biyoyakitlari,
Antimikrobiyal Aktivite, Fungus



ABSTRACT

EVALUATION OF MICROORGANISMS ISOLATED FROM AQUACITY
ENVIRONMENTS IN DIFFERENT LOCATIONS (Bostanci-istanbul, inegél-Bursa,
Merkez-Canakkale) IN BIOTECHNOLOGICAL PROCESSES

Microalgae have physiological adaptation features that include bioactive metabolites they
produce for defense against living creatures sponges and corals. Some molds in the fungus
class produce molecules with biological activities such as antibiotics. Microalgae and fungi
are of great importance in the production of antimicrobial agents today, as they have
metabolites that have natural antimicrobial effects. In addition, they have many uses, such as
being used as biofuel raw materials, due to the valuable metabolites such as proteins,
carbohydrates, fatty acids, vitamins and minerals that they accumulate inside the cells. The
aim of this thesis is to identify the species of microorganisms isolated from fresh (stream) and
salt (sea) water samples taken from different locations, and to investigate their antimicrobial
activities and usage capacities as biofuel raw materials. Water samples were taken from
Istanbul Bostanc1 Coast, Canakkale Port and Kalbur Creek in Bursa Inegdl. One mold and
two microalgae were isolated from the water samples taken and their molecular identifications
were made. After the extracts of the isolates identified as Rhizopus stolonifer, Chlorella
vulgaris and Tetradesmus obliquus were obtained using ethanol, methanol, diethyl ether and
dichlora methane solvents, their antimicrobial activities were determined by disk diffusion
and minimum inhibition concentration (MIC) methods. It was determined that Tetradesmus
obliquus and Rhizopus stolonifer extracts did not have any significant antimicrobial activity.
On the other hand, the MIC value of the dichloromethane extract of Chlorella vulgaris was
determined to be 78.125 pg/mL. Fatty acid methyl esters (FAME) analysis was performed
with GC-FID to determine the usability of the isolates as biofuel feedstock. Butyric acid,
caproic acid and palmitic acid were found in high levels in common in all three
microorganisms. As a result, it has been determined that the local isolates can be used in

biotechnological applications as a sustainable and environmentally friendly energy source.

Keywords: Microalgal Biotechnology, Environmental Biotechnology, Algal Biofuels,
Antimicrobial Activity, Fungi
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1. GIRIS

Su, yasayan biitiin canlilar icin en dnemli dogal kaynaklardan biridir. Insan kullanimu,
ekonomik kalkinma, ekosistem devamlilig1 ve enerji iiretimi gibi suyun kullanildig1 pek ¢ok
sektor vardir (Aksungur ve Firidin, 2008: 9). Canlilarin su ihtiyaglari, niifus artis1, endiistrinin
gelismesi, iklim degisikligi, kiiresel 1sinma ve su kirliligi sebepleri ile kisith olan su
kaynaklarimiz giin gectik¢ce azalmaktadir (Kayaer ve Ciftci, 2018, 387). Bu nedenle basta
Birlesmis Milletler olmak iizere tiim diinya {ilkelerinin ortak gayesi; su kaynaklarinin
gelistirilmesi, korunmasi ve siirdiiriilebilir sekilde verimli kullanilmasidir (Avci, 2021: 4).
Diinyadaki suyun %97,5" tuzlu su %2,5'i ise tatli sudur (Avci, 2021: 4). Tuzlu su kaynaklari
deniz ve okyanuslardan olusurken, tatli su kaynaklari ise akarsular, nehirler, dereler, goller,
yeraltt sular1 ve buzullardir (Baran, 2017: 73). Su kaynaklarimizin azalmasi ve
kullanilamayacak duruma gelmesinin, Ozellikle gelismekte olan iilkelerde su kalitesinin
bozulmasinin baslica nedeni tarim, sanayi ve evlerden kaynaklanan atiksularin deniz, gol ve
nehirlere desarj edilmesidir (Chen vd., 2022: 2). Ulkemizde de 2021 yilinda Marmara
Denizi'nde goriilen miisilaj olusum sorununun en biiyiik sebebi iklim degisikligi ile birlikte
endiistriyel kaynakli atiksularin denize desarj edilmesidir (Kayhan, 2022: 9). Miisilaj bazi
arastirmacilar tarafindan fitoplanktonlarin ya da mikroalglerin {irettigi, deniz gibi su
kiitlelerinin her katmaninda bulunan, yiizen, jelatinimsi kolloid maddenin yaygin goriiniimii
olarak tanimlanmaktadir (Kayhan, 2022: 5). Denizdeki biyolojik {iretimin baglangicini
olusturan ve besin zincirinin ilk basamaginda yer alan fitoplanktonlar ozellikle ani 1s1
degisikliklerinin olustugu ilkbahar sonu ya da sonbahar bagi gibi 1sinma periyotlarinda fazla
miktarda g¢ogalmaktadirlar (Aydin ve Uzar, 2009: 88). Bu sekilde besin zincirinin ilk
basamagini teskil eden fitoplankton adi verilen mikroalgler basta olmak iizere fungus ve
bakteri gibi mikroorganizmalarin metabolik atiklar1 olarak tanimlanan miisilaj genellikle sakin
sucul ortamlar olan karismayan deniz, baraj ve géllerde floklasma sonucu derinlerde ve/veya
su yiizeyinde olugmaktadir (Tiirk Miihendis ve Mimar Odalan Birligi Cevre Miihendisleri
Odas1 Raporu, 2021: 2). Deniz kari, birikmis biyokiitle, koptik birikimi, yumak olusumu ve
mukus olusumu olarak da bilinen miisilaj, esas olarak bazi denizel canlilarin meydana
getirdigi organik materyaller olarak tanimlanmaktadir (Ozalp, 2021: 49). Ozalp (2021)'e gore
deniz ortamindaki miisilajin kokeni, esas olarak planktonik organizmalar ve bentik filamentli
alglerdir. Onceki yillarda yapilan calismalarda Marmara Denizi'ndeki yogun miisilaj
olusumunun; denizlerde bulunan baz1 fitoplanktonlarin, mikroalglerin ve bakterilerin hiicresel

bosaltim siireglerinden kaynaklandigi bildirilmistir (Balkis vd., 2011: 771). Diinya



denizlerinde kaydedilmis toplam 4000 planktonik mikroalg tiirliniin yaklasik 200 tanesi
zararll olarak bildirilmistir (Aydin ve Uzar, 2009: 88). Bu tiir canlilarin tirettikleri toksinler
insanlarin, deniz memelilerinin ve diger deniz canlilarinin 6liim veya hastaliklarindan sorumlu
olmanin yan1 sira sularin renk degisimi, kopiik ve olii baliklar ile kumsallarin kirletilmesine
kadar ¢ok cesitli saglik ve gevre sorunlarina neden olmaktadir (Zingone vd., 2000: 732).
Ayrica bu toksinlerin besin zinciri yoluyla tasinmasi bir¢ok deniz organizmasina zarar vermek
suretiyle denizel ekosistemleri olumsuz etkilemektedir (Anderson vd., 2001: 21). Ozellikle
besin zincirinde yer alan baliklarin zarar gérmesi sonucu ortaya ¢ikan biyolojik ve ekolojik
sorunlarin yani sira balik¢ilik endiistrisini de olumsuz etkilenmektedir (Karlson vd., 2021: 9).
Ayrica miisilaj olusumu neticesinde deniz suyunu kaplayan salyamsi yapi1 aglar1 kaplayarak,
teknelerin pompalarina ve filtrelerine zarar vermekle birlikte turizm ag¢isindan da ¢ok biiyiik
sorunlara neden olmaktadir (Karlson vd., 2021: 13). Bu tiir durumlar ilke ekonomisini
olumsuz etkilemektedir. Zararli alg ¢ogalmalan kiiresel olarak gozlenmektedir ve balikgilik,
su Urlinleri yetistiriciligi, turizm ve rekreasyon iizerinde ciddi etkilere sahiptir. Gegmiste
1990'larda kuzey Adriyatik Denizi'nde meydana gelen mikroalgal biiylime ile miisilaj
olusumu gozlenmistir (Precali vd., 2005: 11). Kuzey Adriyatik Denizi'ndeki miisilaj olayinin
dogrudan sorumlularinin, her ikisi de biiyiik miktarlarda refraktor polisakkaritler liretebilen
Cylindrotheca closterium ve Gonyaulax fragilis gibi sularda bol bulunan fitoplankton tiirleri
oldugu distintilmistiir. Bu tiirlere ek olarak Skeletonema costatum de Marmara Denizinde ilk
defa 2007- 2009 yillar1 arasinda goriilen miisilaj olayr esnasinda bolca bulundugu rapor
edilmistir (Zingone vd., 2021: 10). Miisilaja sebep olan fitoplankton, mikroalg ve diger
mikroorganizmalarin, fazla liremelerinin getirdigi zararlarinin yani sira bazi tiirlerin hiicre
icinde biriktirdikleri karbonhidrat, yag ve vitaminler sayesinde insanlar tarafindan besin
olarak, viicutta iiretilemeyen vitamin ve yag asitleri icermelerinden dolay1 saglik, kozmetik,
ilag gibi alanlarda, atiksu aritiminda, agir metal gideriminde, biyomalzeme yapiminda ve

yiiksek yag iceren tiirler ile biyoyakit iiretiminde kullanilmaktadir (Aydin, 2019: 83).

Bu tez calismasinda hem denizden alinan miisilaj numunelerindeki hem de tatli su
kaynagindan aliman Ornekteki mikroorganizmalarin izolasyonu, tanimlanmasi ve bu
mikroorganizmalarin farkli biyoteknolojik proseslerde kullanilabilirliginin belirlenmesine
yonelik antimikrobiyal aktivite tayini gerceklestirilmis olup, ilgili mikroorganizmalarin

biyoyakit hammaddesi potansiyeli belirlenmistir.



2. KURAMSAL BIiLGILER VE LITERATUR OZETi
2.1. Su Kirliligi

Hizli niifus artisina karsilik olarak sanayi, kalkinma ve kentlesme faaliyetleri de hizla
biiyiimiis ve bu biliyiimenin olumsuz sonucunda; giiniimiiz diinyasinda hastaliklara neden olan
ve insan sagligini tehdit eden ciddi su krizleri ve su kirliligi ortaya ¢ikmigtir (Mu vd., 2023:
1). Birlesmis Milletler Diinya Su Gelistirme Raporu 2015'e gore, gelismekte olan iilkelerdeki
kanalizasyonun %90 islenmeden dogrudan su Kkiitlelerine bosaltilmaktadir (WWAP, 2016:
79). Endiistriyel siire¢lerden kaynaklanan c¢evre kirliligi, savunmasiz ekosistem, insan
yagsamlar1 ve kiiresel saglik i¢in baslica tehdit haline gelmistir (Song vd., 2023: 1). Kentin
gorliiniimiinii bozmak ve canli saghigim tehlikeye atmak, kirlenmis su kaynaklarinin olumsuz
etkilerinden bazilaridir (Wang vd., 2021: 1; Zhu vd., 2022: 2). lyilestirme ¢dziimleri ve uzun
vadeli su yonetimi, gesitli antropojenik kaynakli sorunlarin su kalitesi iizerindeki etkisinin
anlagilmasina baglidir (Zhao vd., 2020: 1). Su kalitesi degerlendirmesi, suyla tasinan
kirleticilerin kdkenlerini, yayilmasinit ve potansiyel saglik etkilerini belirlemek i¢in hayati
onem tasir (Bera vd., 2022: 13). Son yillarda sular1 siniflandirmak ve degerlendirmek igin
istatistiksel teknikler, modelleme analizleri ve su kalitesi indeksi dahil olmak tizere ¢esitli su
kalitesi degerlendirme yaklasimlar1 kullanilmaktadir (Liu vd., 2021: 16). Giivenli su ve su
kirliligine neden olan atiklar1 yok etmenin hijyenik yontemleri temel insan haklaridir (Rather
vd., 2023: 2). Gelismekte olan bir¢ok iilkenin halk sagligi, diisiik su kalitesi ve kirli sudan
bulasan hastaliklara yakalanma olasiligi nedeniyle tehlikededir (Yan vd., 2021: 1; Wei vd.,
2021:1).

2.2. Su Kirliliginin Nedenleri ve Cesitleri

Artan kentlesme, sanayilesme ve niifus yogunluklari, ekosistem fonksiyonlarini ve
insan sagligini etkileyen atiklar topraklari, havayr ve su kiitlelerini kirletmektedir. Tarimsal
atiklar, madencilik ve endiistriyel atiklar, kentsel akis, islenmis ve islenmemis evsel atiklar ve
hayvancilik, ¢evreye antropojenik kirletici saglayan kaynaklardir (Gupta vd., 2023: 1). Evsel,
endiistriyel ve tarimsal faaliyetler sonucu c¢ok ¢esitli bilesikler {iretilmekte ve
kullanilmaktadir. Agir metaller, sentetik organik bilesikler ve radyoaktif izotoplar gibi
bilesikler yerel kirletici konsantrasyonlarini yiikselterek ekosistemleri kirletmektedir (Gillings
vd., 2015: 1269). Mikrobiyolojik kirleticilerle birlikte insan faaliyetlerinden kaynaklanan
kirlilik, bir etki alani1 olusturmaktadir (Rockstrom vd., 2009: 1). Ayrica, antibiyotikler gibi

cesitli kirletici smiflari; son derece diisiik konsantrasyonlarda onemli biyolojik etkilere



sahiptir (Gillings, 2013: 2). Genel hatlariyla su kirliligi; kimyasal, fiziksel ve biyolojik

kirlenme olarak ii¢ gruba ayrilmaktadir.
2.2.1. Kimyasal Kirlenme

Insan faaliyetleri kimyasal kirliligin itici giicii olarak kabul edilmektedir (Wang vd.,
2021: 1). Antropojenik faaliyetlerden kaynaklanan emisyonlar dogrudan veya dolayli olarak
dogal su kaynaklarina bosaltilir ve su kiitlelerinin tarimsal, endiistriyel ve evsel kimyasallarla
(6rnegin agir metaller ve organik kirleticiler) kirlenmesine yol agar (Posthuma vd., 2020: 2).
Tehlikeli kimyasal maddeler yaban hayati, ekosistem kararliligi ve islevi ile insan ve canli
sagligi i¢in tehdit olusturmaktadir (Gerbersdorf vd., 2011: 1099; Posthuma vd., 2020:3).
Kimyasal Kirleticiler zamanla ¢okelerek birikmektedir (De Castro-Catal’a vd., 2016: 298).
Kimyasal kirleticiler; toksik elementler (arsenik, selenyum vb.), radyoaktif c¢ekirdekler
(radyum, uranyum vb.), agir metaller (¢inko, krom, nikel vb.), tekstil boyalari, asit ve baz

soliisyonlar1 olarak tanimlanmaktadir (Zaporozec ve Miller, 2000: 8).
2.2.2. Fiziksel Kirlenme

Suyun fiziksel kalite parametrelerinin canli yasamini tehlikeye sokacak big¢imde
bozulmasina neden olan kirlenmedir. Sularin renk, bulaniklik, koku, tat, iletkenlik ve
sicakliklarinin degismesine neden olan Kirleticiler, genel olarak sularin iist yiizeyinde yiizen

veya suda ¢oziinmiis halde bulunan kirleticilerdir (Karpuzcu ve Kogali, 2007: 4).
2.2.3. Biyolojik Kirlenme

Suyu izlemenin en 6nemli yollarindan biri mikrobiyolojik izlemedir ¢iinkii kirli su
ayn1 zamanda hastaliklarin yayilmasi i¢in de dnemli bir aragtir. Gelismekte olan iilkelerde
cogu cocuk olmak tizere her yil milyonlarca insan suyla ilgili hastaliklar nedeniyle 6lmektedir
(Singh ve Singh, 2014: 12; Andrade vd., 2018: 542). Patojenik organizmalar tim
ekosistemlerin normal bilesenleridir. Ancak antropojenik aktivite sonrasi fekal bakterilerle
mikrobiyolojik kontaminasyon sonucunda tiim kirlilik nehirler boyunca havzalara ve
denizlere tasinmaktadir (Sener vd., 2020: 1). Bu nedenle suda patojenik bakterilerin varligi,
insan ve hayvan sagliginin korunmasi i¢in biiylik bir endise olusturmaktadir. Sularda dogal
olarak bulunan mikroorganizmalar (bakteri, mantar, alg vb.), sulara birakilan organik atigin
mikrobiyal bozunmasi sonucunda ortaya ¢ikan amonyak, nitrat, nitrit ve fosfat gibi inorganik
maddeleri fazlaca tiikketmeleri sebebi ile Otrofikasyon, miisilaj vb. sorunlara sebep

olmaktadirlar (Karpuzcu ve Kogali, 2007: 5). Bu olaylarin sonucunda sudaki oksijen azalarak,



mikroorganizmalarin 6lmesi veya metabolik atiklarinin kiimelesmesi meydana gelir ve sucul

canlilarla birlikte dolayli yoldan insan hayati da tehdit altina girmektedir (Chin, 2006: 199).
2.3. Sularda Bulunan Mikroorganizmalar

Yasamin baslangic noktast olan sucul ortamlar viriisler, bakteriler, protozoalar,
fitoplanktonlar, funguslar ve algler basta olmak tizere pek ¢ok mikroorganizma barindirirlar
(Glindogdu vd., 2007: 498). Sucul ekosistemde inorganik hammadde ile beslenen
mikroorganizmalar litotrof, organik hammadde ile beslenenler organootrof; hiicre dokusu
olusturmada inorganik karbonu (CO;) kullanan mikroorganizmalar ototrof, organik
bilesiklerden karbon saglayanlar heterotrof; enerjilerini giines 1s1igindan karsilayan
mikroorganizmalar fototrof, kimyasal reaksiyonlardan karsilayanlar kemotrof olarak
isimlendirilirler (Glindogdu vd., 2007: 497). Fototrofik mikroorganizmalar siilfiir
bakterileri/viriisler (heterotrofik) ve algler/mikroalgler/fitoplanktonlar (ototrofik) olarak
ayrilirken, kemotrofik mikroorganizmalar protozoalar/funguslar/bakteriler (hetetrofik) ve
nitrifikasyon bakterileri (ototrofik) olarak ayrilirlar (Rheinheimer, 1985: 162).

Viriisler, DNA veya RNA'dan olusan bulasici ve zorunlu hiicre ig¢i parazitlerdir.
Virionlar, virtislerin bulagici formudur ve duyarli bir hiicreye olan yolculugu sirasinda viriis
genomunu korumak ve hiicreye girisini kolaylastirmak i¢in vardir. Viriis genomlari, uygun
konakg1 hiicrelerde hiicresel sistemleri kullanarak kendi replikasyonlarini ve diger viral
bilesenlerin sentezini yonetir (Schramm ve KrijnseLocker, 2005: 840). Viriisler soguk
alginligi, kizamik, su ¢icegi ve Coronaviriis gibi hastaliklardan sorumludur (Matthews ve
Marsh, 2007: 516). Kizamik ve ishale sebep olan rotaviriisler ve noroviriisler sularda ve

havuzlarda uzun siire yasayabikleri i¢in salgin hastaliklara sebep olurlar (Irmak, 2008: 25).

Bakteriler, tek hiicreli prokaryot canlilardir (Gest, 2004: 188). Kiiresel (coccus), spiral
(spirillum), ¢ubuksu (basil) ve virgiil (vibrio) sekillerinde olmaktadir. Bakteri hiicresi;
cekirdek, kapsiil, hiicre duvari, plazma zari, sitoplazma, plazmit, kamgi, ribozom ve pilustan
olugmaktadir (Lodish vd., 2002: 2). Bakteri hiicresi hiicre zar1 olarak adlandirilan lipit bir
zarla cevrilidir. Hiicre duvari, peptidoglikandan olusmaktadir. Peptidoglikan, peptit zincirler
ile birbirine ¢apraz baglanmis protein ve amino asit i¢eren polisakkarit zincirlerden
olusmaktadir (Heijenoort, 2001: 25). Hiicre duvari bakterilerin gram pozitif ve gram negatif
olarak smiflandirilmasinda gorev almaktadir. Gram-pozitif (mor) hiicreler, pek ¢ok
peptidoglikan ve teikoik asit tabakasindan olusan kalin bir hiicre duvarina sahiptir. Buna
karsin, Gram-negatif (pembe) bakterilerde birka¢ peptidoglikan tabakasi bulunur, bunun
etrafin1 ikinci bir hiicre zar sarar, bu zarda lipopolisakkaritler ve lipoproteinler bulunmaktadir
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(Hugenholtz, 2002: 4). Bakteriler, eseysiz olarak ikiye boliinerek iirerler. Hiicre boliinmesinde
birbirinin ayn1 iki hiicre meydana gelir (Koch, 2002: 65). Tuzlu sularda bulunan bakterilere
ornek olarak Pseudomonas sp., Vibrio sp., Bacillus sp., Pediococcus sp. ve Halobacterium sp.
tirleri  verilirken, tathh sularda bulunan bakterilere Pseudomonas fluorescens,
Chryseobacterium scophthalmum ve Legionella sp. tiirleri verilebilir (Kiling, 2019: 536; Otay,
2015: 1; Irmak, 2008:32). Bu bakteriler baliklarda hastaliklara neden olurken o&zellikle
Legionella sp. tiirleri ayrica insanlarda solunum sistemi bozukluguna sebep olmaktadir
(Irmak, 2008:32). Patojen olan bakterilerin yaninda sularda bulunan nitrifikasyon bakterileri
(Nitrosomonas ve Nitrobacter) amonyagin once nitrite, nitritinde nitrata doniistirilmesinde

rol alarak sucul ekosistemlerde biiyiik bir 6neme sahiplerdir (Kivang vd., 2004: 2).

Protozoalar, genellikle heterotrofizmleri ve tek hiicrelilikleri ile tanimlanan 6karyotik
mikroorganizma grubudur. Serbest yasayan protozoalar hem sucul hem de karasal habitatlarda
yasarlar (Senler ve Yildiz, 2010:7). Protozoalar patojen simbiyontlardir. Protozoa olarak
tanimlanabilecek organizmalar tiim ana Okaryotik gruplarda bulundugundan, protozoa
cesitliligi neredeyse tiim Okaryot ¢esitliligini kapsar. Buna gore, ilk 6karyot muhtemelen bir
protozoaya benziyordu ve fagotrofi, fototrofinin kazanilmasi da dahil olmak iizere 6karyotik
evrimde Onemli bir rol oynamaktadir (Wiser, 2022: 1). Cekirdek, endoplazmikretukulum,
ribozom, golgi aygiti, mitekondri, lizozom, peroksizom, mikrotiibiiller ve filamentorganelleri
bulunmaktadir. Hareket organelleri olarak yalanciayaklar, kamgilar ve silleri bulunmaktadir.
Ototrof, ciiriik¢iil, parazit, miksotrof ve heterotrof beslenme goriilmektedir. Eseysiz boliinerek
veya tomurcuklanarak ¢ogalirlar (Hacettepe Ders Notlari, 2023). Insanlar, hayvanlar ve
bitkiler i¢in zararli olmalarinin yaninda, atiksularin aritiminda aktif ¢amur prosesinde énemli
bir rol oynamaktadirlar (Yang vd., 2022: 2). Aktif ¢amurda bulunan protozoalar, bakteri
popiilasyonlariyla dogrudan veya dolayli olarak etkilesime girebilmektedirler. Coziinmiis
substratlar i¢cin rekabet veya belirli bakteriler i¢in toksik ve diger mikroorganizmalar i¢in
uyarici etki yaratirlar. Bu etki, atiksu aritma prosesi agisindan etkilidir ve daha kaliteli bir
atiksu saglamaktadir (Janiak, K. vd., 2023: 1).

Fitoplanktonlar besin zincirinin ilk halkasini olusturan tek hiicreli algler olarak da
tanimlanmaktadir. Bitkilere benzer yapida olup, hem tek hiicre hem de koloni olarak yasayan
bu canlilar 1518a bagimli (fotosentez yapan) olduklar i¢in sularin iist tabakasinda yasarlar
(Hasimoglu, 2009: 10). Karbon ve siilfiir gibi elementlerin doniisiimiine destek olduklari i¢in
ekosistemde Onemli bir yere sahiptirler. Diatomlar, dinoflagellatlar, coccolithophoridsler,

yesil alg ve mavi-yesil algler sulardaki baglica fitoplanktonlardir (Hasimoglu, 2009: 10).



Sularda azot veya fosfor fazla oldugunda, fitoplanktonlar {iistel biiylime gostererek alg
patlamasina neden olmaktadirlar. Diger mikroorganizmalar hizla oksijeni tiiketmekte ve alg
patlamasini1 zararli hale getirerek tatli sularda Gtrofikasyona, tuzlu sularda miisilaja sebep
olmaktadirlar (McNabney vd., 2023: 2). Fitoplanktonlar yeryliziindeki oksijenin yarisini
tiretmekte, atmosferdeki karbondioksiti azaltmakta, bulut olusumunda, su dongisiiniin

tamamlanmasinda ve besin kaynagi olarak rol almaktadirlar (Eker-Develi, 2009: 287).

Funguslar, hif seklinde dallanmis somotik yapilar1 bulunan, klorofil icermeyen, spor
olusturan dkaryotik mikroskobik canlilardir (Kivang ve Giliven, 2009: 29). Fungus hiicresi, en
dista hiicre duvari olmak {izere, sitoplazmik membran, sitoplazma ve c¢ekirdekten
olusmaktadir (Kivang ve Giiven, 2009: 30). Aerobik olan funguslar enerjiyi organik maddenin
oksidasyonundan saglamaktadirlar (Akkara ve Tosun, 2014: 47). Funguslarin bir¢ogu toprakta
ve bitkisel atiklarda yasarken, bir kism1 da tath ve tuzlu sularda bulunmaktadir (Kivang ve
Giiven, 2009: 29). Funguslar; tek hiicreli mayalar ve kiifler, ¢ok hiicreli sapkali ve yer
mantarlar olarak siniflandirilmaktadir (Bennet, 1998: 101). Zararli funguslarin bulunmasinin
yami sira, pek c¢ok fungus tiirlinden biyoteknolojik olarak gida, ilag, enzim, biyopolimer
iiretimi, vitamin ve lipit tiretimi gibi endiistriyel alanlarda yararlanilmaktadir (Ghorai vd.,
2009: 578). Toprakta bulunan funguslar, organik materyalin par¢alanmasina, bitkilere besin
saglamasina ve ekosistemin igleyisine yardimci olmaktadir (Abaci ve Haliki, 2005: 1).
Flamentli funguslarin ¢ogu (kiifler ve mayalar); Aspergillus niger, Candia krusei, Penicillium
cyclopium, Saccharomyces spp., Trichoderma reesei vb. yiiksek protein igerikleri sayesinde
tek hiicre proteini iiretiminde kullanilmaktadir (Anupama ve Ravindra, 2000: 461).
Funguslardan elde edilen enzimler; kagit yapiminda, sarap endiistrisinde, ¢amasir tozu ve
deterjan endiistrisinde, gida endiistrisinde gidalara renk verme ve katki maddesi yapiminda,
peynir iretiminde, deri ve ila¢ {iretiminde kullanilmaktadir (Kiran vd., 2006: 13,14,16).
Funguslarin kullanildig1 6nemli bir alanda biyoyakit tiretimidir. Mikrobiyal lipidlerin bitkisel
yaglara benzer yapida olmasi ve fungus gibi yiiksek biiylime oranina sahip organizmalar,
biyoyakit tiretiminde maliyetin azaltilmasi igin giicli kaynaklardir (Nouri vd., 2019: 11).
Yagli funguslardan bazilari; Rhodotorula graminis, Rhodosporidium toruloides,
Cryptococcus curvatus, Mucor circinelloides, Lipomyces starkeyi, Trichoderma reesei (Nouri
vd., 2019: 11).

Mikroalgler, tek hiicreli veya c¢ok hiicreli mikroskobik formlarda bulunan sucul
ortamlarda yasayan prokaryotik ya da okaryotik canlilardir (Pereira ve Magalhaes, 2014).

Besin zincirinin temel canlilarindan olan mikroalgler primer ireticilerdir (Cirik ve Cirik,



2011). Tath ve tuzlu sularda yasayan mikroalgler fotosentetik organizmalardir (Tekdal ve
Unek, 2019: 66). Tek hiicreli veya basit ¢ok hiicreli yapilar1 sayesinde olumsuz sartlarda bile
yasayabilmektedirler (Mata vd., 2010: 219). 30000'e¢ yakin tiirii bilinen mikroalglerin
50000'den daha fazla olabilecegi tahmin edilmektedir (Mata vd., 2010: 219). Mikroalgler;
%4-55 lipitlerden, %6-57 karbonhidratlardan ve %10-63 proteinlerden olusmaktadir (Elcik ve
Cakmake1, 2017: 796). Bazi mikroalg tiirlerinin yapisindaki bilesenlerin yiizdelik oranlar
Tablo 2.1'de verilmistir. Ototrofik mikroalgler pigmentleri sayesinde fotosentez yaparak
karbondioksit, su ve giines 151811 biyokiitleye doniistiiriirler (Zhu, 2015: 1377). Heterotrofik
mikroalgler, 151k olmayan ortamlarda organik karbonu kullanirlar. Miksotrofik mikroalgler,
ototrofik ve heterotrofik beslenmenin birlesimi olup hem organik hem de inorganik karbonu
kullanirlar (Chen vd., 2011: 62). Dogada kendiliginden yetisen mikroalgler laboratuar
ortaminda kiiltiire almarak yetistirilmektedirler (Borowitzka ve Moheimani, 2013: 24). ilk
kiiltiir calismas1 Haematococcus pluvialis tiiri ile yapilmistir (Elcik ve Cakmake1, 2017: 797).
Modern kiiltiir ¢alismalart ise Chlorella vulgaris ile baslamistir (Borowitzka ve Moheimani,
2013: 24). Cambridge ve ABD'de 1951 yilinda, pilot dlgekli agik sistemler Chlorella tiirii
mikroalg tiretimi i¢in kullanilmistir (Oswald ve Golueke, 1960: 225). 1980 yilinda ABD'de
Spirulina tiirti dretimi igin kanal tipi yetistirme havuzlari yapilmistir (Borowitzka ve

Moheimani, 2013: 24).

Tablo 2.1. Baz1 Mikroalg Tiirlerinin Yapisindaki Bilesenlerin Yiizdelik Oranlari

Mikroalg Karbonhidrat | Protein | Lipit
Chlorella vulgaris 6-10 25-30 | 30-40
Scenedesmus obliquus 10-17 50-56 | 12-14
Spirulina platensis 8-14 46-63 | 4-9
Prymnesium parvum 25-33 28-45 | 22-38
Porphyridium cruentum 40-57 28-39 | 9-14
Chlamydomonas rheinhardii 17 48 21

Kaynak: (Elcik ve Cakmakg¢1, 2017: 797)

Yiiksek rekabet ortaminda yasayan sucul organizmalar terpenoidler, alkaloidler,
poliketidler, sikimik asit tiirevleri, sekerler, steroidler ve ¢ok sayida farkli kimyasal sinifa ait

benzersiz ve giiclii peptitlerin ve metabolitlerin iiretimini igeren biyokimyasal ve fizyolojik



mekanizmalar gelistirmistir (Catalani vd., 2016: 410). Literatiirde, sucul mikroorganizmalarin
hiicre i¢inde biriktirdikleri karbonhidrat, yag ve vitaminler sayesinde insanlar tarafindan besin
olarak, viicutta iiretilemeyen vitamin ve yag asitleri icermelerinden dolayr saglik, kozmetik,
ilag gibi alanlarda, atiksu aritiminda, agir metal gideriminde, biyomalzeme yapiminda ve

yiiksek yag iceren tiirler ile biyoyakit iiretiminde kullanildig: belirtilmistir (Aydin, 2019: 81).
2.3.1. Mikroalglerin Sucul Ortamdan izolasyonu ve Molekiiler Tanimlamasi

Sucul ortamlardan numune toplanirken 6zel su siseleri kullanilmaktadir (Cinar vd.,
2019: 1145). Kullanilacak biitiin malzemelerin miimkiin oldugunca steril olmasina dikkat
edilmektedir. Derinden toplanan numuneler basinca, 1s18a ve sicaklik degisimlerine duyarli
olacagindan dolay1 bekletilmeden 6zel su siseleri ile laboratuvara getirilmelidir. Mikroalg
izolasyon yontemleri arasinda; mikropipet ile izolasyon, diliisyon, yer¢ekimi ile izolasyon,
fototaksis, mikromanipiilasyon ve akis sitometrisi (flow sitometri) bulunmaktadir (Cinar vd.,

2019: 1145).

Basaril1 bir izolasyon i¢in ilk adim, dogal olarak olusan ¢evre kosullarini anlamak ve
taklit etmektir. Deniz mikroalgleri i¢in sicaklik ve tuzluluk énemli iken okyanus mikroalgleri
icin su kalitesi ve metal toksisitesi bliylik 0nem tagimaktadir. Yaz aylarinda toplanan tatli su
mikroalgleri genellikle sicakliga daha az duyarlidir ancak pH veya alkalilik 6nemli olabilir.
Asitli ortamlardan veya agir1 tuzlu ortamlardan toplanan mikroalgler, 6zel kiiltiir ortami
gerektirir (Andersen, 2005; 83). Basarili izolasyona yonelik ikinci adim, Kirleticilerin,
ozellikle de hedef tiirlerle rekabet edebilecek olanlarin ortadan kaldirilmasini igerir. Son adim,
alt kiltlirleme tizerine siirekli biliylimeyi gerektirir. Hedef tiirlerin izolasyonun ilk
asamalarinda biiylimesi ve daha sonra taze kiiltiir ortamina bir veya daha fazla transfer

edilmesi gerekmektedir (Andersen, 2005; 83).

Organizmalarin filogenetik akrabalig1 genetik dizilerinin karsilastirilmasindan ¢ikarilir
(Burja vd., 2001: 195). Mikroalglerin molekiiler tanimlamasi kiiltiire dayali ve kiiltiire dayali
olmayan yaklasimlar olarak ikiye ayrilmaktadir. Kiiltiire dayali olmayan yontemde c¢evresel
orneklerin sekanslari, bilinen tiirlerin tanimlanmasinda DNA barkodlarinin kullanimi, Blast
analizi, GeneBank verilerinin dogrulanmasi ile meta verilerinin analizi sonucu tiir
tanimlamasi yapilmaktadir (Darienko vd., 2015: 2). Kiiltire dayali yaklasimda ise, izole
edilen tiim suslarin SSU, ITS, 16S ve 18S sekanslari, DNA barkodlarinin kullanimi, farkli
filogenetik metodlar ile molekiiler filogeni, farkli kosullar altinda morfoloji ve hayat
siklusunun incelenmesi ile tiir tanimlamasi yapilmaktadir (Darienko vd., 2015: 3). Okaryotlar
icin evrensel primerler olan ve molekiiler tanilama yontemlerinde en sik kullanilan EukA ve
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EukB primerleri 18S rRNA dizisinin neredeyse tiim uzunlugunu biiyiitmektedirler
(Matsunaga vd., 2016: 406). Tim prokaryotik ve okaryotik hiicrelerin sadece DNA'larindan
degil ayni zamanda organallerinde bulunan rRNA genleri de molekiiler tanimlamalarda
kullanilmaktadir (Burja vd., 2001: 195). Mikroalglerin kloroplast genomlarma iliskin
Euglenophytes, Rhodophytes, Chromophytes, Glococystophyes ve Chlorophytes gibi birkag
farkli sinifi temsil eden iiyelerin plastid genomlarinin tam dizisi ile yapilan calismalar
bulunmaktadir (Burja vd., 2001: 195). Bu organizmalar igerisindeki 16S rRNA geninin
dizilenmesi ve primerlerinin (CYA vb.) tasarlanmasinda kullanilan bdlgeler korunmus
bolgelerdir (Burja vd., 2001: 195). Bu bolgelerin 6zellikle segilmelerinin nedenlerini giivenilir
ve korunakli bolge olmalari, ¢ogaltimi ve dizilenmesinin daha kolay olmalar1 olarak

siralayabiliriz (Filiz ve Kog, 2012: 54).
2.3.2. Mikroalglerin Kullanim Alanlar:

Mikroalglerin biyoteknolojik c¢alismalarinda birgok kullanim alanlari vardir. Bunlara
ornek olarak siirdiiriilebilir yesil enerji eldesi, biyoaktif molekiillerin eldesi, tip, kozmetik, ilag
gibi sektorlerde kullanimi ve canlilarin gida triinii olarak kullanimi verilebilir (Tekdal ve
Unek, 2019: 68). Mikroalgler, alternatif bir protein kaynagi olmasinin yaninda omega yag
asitlerini, A, B1, B2, C ve E vitaminlerini icermeleri sebebi ile 6nemli bir gida kaynagidir
(Kusmayadi vd., 2021: 4). Mikroalglerden elde edilen pigmentler, antioksidan, vitamin
onciilleri, noroprotektif ve bagisiklik giiclendiriciler gibi pek cok o6zelliklere sahip dogal
pigmentlerdir (Christaki vd., 2015: 236). Yakin gegmise bakildiginda mikroalglerin iiretmis
olduklar1 bazi metabolitler; kan dolasiminin diizenlenmesinde, bagisiklik sisteminin
dengelenmesinde ve ates diisiirme tedavisinde kullanildigi bilinmektedir (Tanka, 1969: 354;
Takagi, 1975: 323). Mikroalgler, siingerler ve mercanlar gibi canlilara karsi savunma igin
iirettikleri biyoaktif bilesenleri igeren fizyolojik adaptasyon o6zelliklerine sahiptirler, bu
nedenle bakteri, viriis ve mantar gelisimlerini 6nleyici etki gostermektedirler (Perez vd., 2016:
5). Ayrica mikroalglerin, hiicre iglerinde biriktirdikleri protein, karbonhidrat, yag asitleri,
vitamin ve mineraller gibi pek cok degerli metabolitleri sebebiyle farkli kullanim alanlar
bulunmaktadir (Ozgimen, 2018: 46). Mikroalgler igermis olduklar1 doymamis nétral yaglar
sayesinde biyoyakit tiretimde kullanilabilmektedir. Bu baglamda mekanik ve kimyasal
ekstraksiyon yontemleri ile yag cikarma islemi yapilmaktadir (Elcik ve Cakmakei, 2017:
810).

2.3.3. Mikroalglerde Antimikrobiyal Aktivite Tayini

10



Patojenik mikroorganizma enfeksiyonlari, 6nemli 6liim oranlarina ve ciddi hastaliklara
neden olmaktadir. Giiniimiizde antibiyotiklere direngli suslarin varligi, mevcut tedavilerin
etkinligini azaltarak halk saglhigim1 ciddi sekilde etkilemektedir. Sonu¢ olarak,
mikroorganizma biiyiimesinin etkili bir sekilde baskilanmasi icin etkili antimikrobiyal
materyallerin ve ajanlarin gelistirilmesine yonelik bir¢cok ¢alisma yapilmaktadir (Mohammed
vd., 2023: 1). Antimikrobiyal ajanlar, gecikme fazinin uzamasina veya iistel fazda biiylime
oraninin diismesine ve hatta gida depolama sirasinda onlar 6ldiirmeye neden olarak
mikrobiyal biiylimeyi kontrol etmeyi veya azaltmayr amaclar (Korte vd. 2023: 2).
Antimikrobiyal ajanlar, bakterilerin hiicre duvarinda yer alan ve peptidoglikan sentezinin son
basamaginda gorev yapan transpeptidaz ve karbokispeptidaz enzimlerine baglanarak hiicre

duvari sentezini durdurmaktadirlar (Saran ve Karahan, 2010: 217).

Bir maddenin antimikrobiyal aktivitesini belirlemede en sik kullanilan yontemler disk
difiizyon, agar kuyu diflizyon, diliisyon, tiip dillisyon, agar diliisyon ve minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIK) yéntemidir (Korkak vd., 2022: 253). Disk difiizyon yonteminin esas,
kat1 besiyerine inokule edilen mikroorganizmalarin, besiyeri yiizeyine konan disklerden
yayllmakta olan antimikrobiyal madde ile birlikte {ireyip iirememelerine dayanir ve
antimikrobiyal maddenin etkinligi, disklerin ¢cevresinde olusan liremenin engellendigi zonlarin
dlciilmesiyle belitlenir (Abbasoglu, 1996: 114). Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK)
antimikrobiyal maddenin patojenin gelismesine engel olan en diisiik yogunlugudur. MiK
degeri, antimikrobiyal maddenin statik etkisini gosterir (Kogan, 2007: 30). 96 kuyucuklu
mikroplakalar kullanilarak MIK degerleri mikrodiliisyon standart ydntemleri ile
gerceklestirilir (CLSI, 2018: 160). Inkiibasyon sonrasi mikroorganizmanm biiyiime
gdstermedigi en diisiik konsantrasyon MiK olarak belirlenir (Celik vd., 2022: 14).

Mikroalgler, yeni ve ayirt edici biyolojik bilesikler igceren adaptif hayatta kalma
stratejileri sayesinde ¢ogu ortamda hayatta kalabilirler (Caldwell, 2009: 388). Bu aktif
molekiiller gida, 1ilag, nutrasétik ve kozmetik endiistrilerinin  uygulamalarinda
kullanilmaktadirlar (Mimouni vd., 2012: 2733). Mikroalgler, kisa siirede ve kolay
yetistirilmeleri ile birlikte ¢cevre dostu ve yenilenebilir olduklari i¢in yeni aktif bilesikler icin
potansiyel degeri yiiksek organizmalardir (Lauritano vd., 2016:2). Mikroalgal tiirevli
antimikrobiyal bilesikler; gida sektdriinde, su trlinleri yetistiriciliginde, hayvan sagligi i¢in
antibiyotiklerin iiretiminde, tarimsal biyopestisitlerin liretiminde, atik su aritim siireclerinde
ve ilag endistrisinde potansiyel uygulama alanina sahiptirler (Stirk ve Staden, 2022: 2).

Mikroalg ekstraktlarinda in vitro antimikrobiyal aktiviteyi Ol¢mek igin farkli testler
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kullanilmaktadir. Bu analizler disk difiizyon, seri seyreltme veya biyootografik testler olarak
gruplandirilmistir. En sik kullanilan yontemler disk difiizyon testi ve mikrodiliisyon sivi
testidir (Eloff, 1998: 711). Diger yontemler arasinda agar kuyusu yontemi, Hodge testi, bir
gradyan serit yontemi, makrodiliisyon siv1 tahlili ve otobiyografik silika jel plakalar1 yer alir

(Alizade vd., 2016: 20; Benkova vd., 2020: 807).

Toshkova-Yotova vd. (2022) yapmis olduklari bir ¢alismada, Coelastrella sp.'nin yag
asidi profilini, antitimdr ve antimikrobiyal aktivitesini arastirmislardir. Gram pozitif ve gram
negatif bakteriler ile Candida albicans iizerinde disk diflizyon ve mikrodiliisyon testleri
sonucunda; gram negatif bakteriler ve fungusa karsi etkili bir antimikrobiyal aktivite
gosterdigi belirtilmistir (Toshkova-Yotova vd., 2022: 394). Michelon vd. (2021) Chlorella
spp.'nin Staphylococcus hyicus, Enterococcus faecalis and Streptococcus suis'e karst yapmis
olduklart testler sonucunda sirasiyla 0,5 mg/mL, 0,5 mg/mL ve 0,2 mg/mL antibakteriyel
aktivitelerini tespit etmislerdir (Michelon vd., 2021: 1). Thuy vd. (2023) Aurantiochytrium
sp. mikroalginin gram pozitif (E. faecalis, S. aureus, B. cereus) ve gram negatif (E. coli, P.
aeruginosa, S. enterica) bakterileri ile C. albicans fungusu iizerine yapmis olduklari
antimikrobiyal aktivite test sonuglarinda; E. faecalis, S. aureus, B. cereus, E. coli ve C.
albicans'a karst MiK degerinin 32 pg/mL oldugunu, P. aeruginosa ve S. enterica'ya kars1 da
128 pg/mL oldugunu belirtmislerdir (Thuy vd., 2023: 4). Pabugcu ve Yiicer (2022) Spirogyra
aequinoctialis mikroalginin 0,5 M Tris-HCL, N-butanol ve etanol ¢6iiziiciileri ile hazirlamis
olduklar1 ekstraktlarinin Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium ve Candida albicans
mikroorganizmalarina kars1 disk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivitelerini test
etmiglerdir. 0,5 M Tris-HCL ile hazirlanan ekstraktin E. coli iizerinde oldukga etkili
antibakteriyel 6zellik gdsterdigini, S. aureus susunun en duyarli mikroorganizma oldugunu ve
P. aeruginosa'nin en direngli mikroorganizma oldugunu belirtmislerdir (Pabugcu ve Yiicer,

2022: 929).
2.3.4. Mikroalglerden Biyoyakit Uretimi

Gliniimiizde literatiirde biyoyakit liretiminde ucuz ve c¢evre dostu kaynak olarak
mikrobiyal lipidlerin kullanimina yonelik ¢alismalara ilgi artmistir (Cho ve Park, 2018: 503).
Bu amagla bircok giincel ¢alisma biyoyakit iiretimi agisindan cogunlukla maya, fungus,
mikroalg veya siyanobakterilerin lipidlerine odaklanmistir (Chen vd., 2018: 336). Ozellikle
mikroalglerin yiiksek oranda lipit igerigi biyoyakit iiretiminde kullanima olanak saglayacagi

da yine literatiirdeki ¢alismalarda gosterilmistir (Teo ve Idris, 2014: 478; Elcik ve Cakmakgi,
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2017: 796). Mikroalgler igermis olduklari doymamis nétral yaglar sayesinde biyoyakit
iiretimde kullanilabilmektedir. Bu baglamda mekanik ve kimyasal ekstraksiyon yontemleri ile
yag cikarma islemi yapilmaktadir (Elcik ve Cakmakei, 2017: 807). Biyoyakit iiretimi igin
mikroalglerin kullaniminin ¢esitli avantajlari bulunmaktadir. Bu avantajlar; mikroalglerin
hizl1 bir biiylime hizina sahip olmasi nedeniyle daha iiretken olmasi ve iiretilen biyokiitle

birimi basina ekim i¢in daha kiiciik alanlara ihtiya¢ duymasi seklinde listelenebilir (Lauritano

vd., 2016:2).
Mikroalglerde kinetik metotlarla biyoenerji hesaplamalari yapilmaktadir;

- Hiicre Gelisim Analizleri: Mikroalglerin hiicresel gelisimleri optik yogunluk (ODggg),

toplam kuru agirhik (X), spesifik biiyiime oranlart (n) ve maksimum iretkenlik (Pmax)

hesaplanarak takip edilmektedir (Ip ve Chen, 2005: 734).

. Optik yogunluk 6rneklerin 600 nm’de spektrofotometrik analizleri ile belirlenir

(Ip ve Chen, 2005: 734).

. Kuru hiicre agirligi 6rneklerin 3421xg = 5000 rpm de 10 dk santrifiijlenmesinin
ardindan, 80°C ‘de 1 gece boyunca sterilizatdrde kurutulup darasinin alinmasinin ardindan

agirlik tartimi yoluyla analiz edilir (Ip ve Chen, 2005: 734).

. Spesifik biiyiime orani (p) agagidaki esitlige gore belirlenir
= 2.1)

Bu esitlikte X, (g/L) t, zamandaki kuru hiicre agirligini; X; (g/L) t; zamandaki kuru

hiicre agirligini ifade etmektedir.

. Maksimum {iretkenlik asagidaki esitlige gore hesaplanir; buna gore X (g/L) t

zamandaki kuru hiicre agirligini; X to zamandaki kuru hiicre agirligini ifade etmektedir.

Pmax = — (2'2)

t—to

- CO, biyofiksasyon analizi: CO; biyofiksasyon oranlari (F g/g) asagidaki esitlige gore
hesaplanir (Cheah vd. 2015: 192; Pegallapati ve Nirmalakhandan, 2013: 131; Yadav vd. 2015:
3):

F =aP,V (2.3)
a: 1.833 g COy,

Py: tiretkenligi,
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V: kiltur hacmini ifade etmektedir.

- Klorofil analizi: Klorofil analizi Porra vd., (1989: 386) tarafindan gelistirilen metoda

gore yapilir. Buna gore klorofil a’nin tayini 646.6 nm’de, klorofil b’nin tayini 663.6 nm’de
gerceklestirilir. Klorofil (a+b) klorofil a ve b’nin ayr1 ayr1 hesaplanmasindan sonra toplam
klorofil olarak hesaplanir. Klorofil konsantrasyonlari mililitre basma pg klorofil miktart

olarak ifade edilir.

Balouch vd. (2023) yapmis olduklar1 bir c¢alismada, Parachlorellakessleri ve
Ankistrodesmus falcatus mikroalglerinin yiiksek miktarda biyokiitle olusturduklart (1,42
g/L.giin) ve bu biyokiitlede yliksek miktarda yag tliretimi (29 g/L.giin) gerceklestigini, tiretilen
yagin %90 oraninda Cis Ve Cig yag asidi icerdigini belirtmislerdir (Balouch vd., 2023,
Cevrimic¢i On Yayimn).

Gao vd. (2022) atik su ve deniz suyunu %60 oraninda karistirarak olusturduklari
ortamda firettikleri Chlorellasp.'nin yag asidi oraninin ve biyodizel iiretim kapasitesinin, diger
farkli oranlardaki karisimlarda tirettiklerine gore daha fazla oldugunu belirtmislerdir. Boylece,
atiksularin kullanilabilirligi sayesinde biyodizel iiretim maliyetinin diisiiriilmesi i¢in faydali

olacagini tespit etmislerdir (Gao vd., 2022: 1).

Kumar vd. (2021) bir komiir madeni atiksuyundan izole ederek molekiiler
tanimlamasini yaptiklar1 Scenedesmus sp.'yi 2 litrelik hacimlerde iretmislerdir. Daha
sonrasinda 8000 rpm de 5 dk santrifiij yaptiktan sonra silipernatanti saf su ile yikayarak
iirettikleri biyokiitleyi hasatlamislar ve liyofilize yontemi ile kurutmuslardir. 500 mg liyofilize
edilen mikroalg biyokiitlesi kloroform:metanol (2:1) karisimi ile 8 saat muamele edilmistir.
Transesterifikasyon sonunda GC-FID (gaz kromotografisi) ile yag asidi metil esterleri analizi
yapilmistir. Analiz sonucunda %68'den fazla palmitik, oleik ve stearik asit igerdigini tespit
etmiglerdir (Kumar vd., 2021: 4).

Tastan ve Tekinay (2016) farkli oranlarda baca gazi iceren bir ortamda yetistirdikleri
Scenedesmus sp.'nin inkiibasyonundan sonra 5000 rpm de 10 dk santrifiij yapmislardir.
Santrifiijden sonra elde edilen pellet ilizerine H,SO4, metanol, NaCl ve heksan igeren
ektraksiyon tamponu ile metil esterifiye islemi yapilmis ve belirli sartlar altinda GC-MS ile

yag asidi metil esterleri analizi yapilmistir (Tastan ve Tekinay, 2016: 1088).
2.3.4.1. Biyodizel Uretimi

Biyodizel, ham petrolden tiiretilen dizel yakita ¢ok benzer fiziksel ve kimyasal

ozelliklere (karbon zincir uzunlugu, enerji yogunlugu, viskozite vb.) sahiptir ve potansiyel
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olarak mevcut igten yanmali motorlarda alternatif yakit olarak kullanilabilir (Tanvir vd., 2021:
3). Igeriginde trigliserid olan hayvansal ve bitkisel yaglardan iiretilen biyodizel gliserol ve
metanoliin reaksiyonu sonucu meydana gelmektedir (Harun vd., 2010: 1041). Trigliserit
molekiiliiniin alkol ve bazin tepkimesi sonucu yag esterleri ve gliserin olusumu gozlenir ve bu
doniisiim reaksiyonuna transesterifikasyon denir (Viegas vd., 2015: 145). Transesterifikasyon
reaksiyonunun tamamlanmasi i¢in, mikroalglerden c¢ikarilan yag 60°C'ye 1sitilan manyetik
1siticida 80 saat beklemeye alinir ve sonucunda biyodizel-gliserinden olusan iki fazli karisim
elde edilir (Stojkovic vd., 2014: 5). Gliserin yiiksek yogunluga sahip oldugu igin alt fazda,
biyodizel de iist fazda bulunur, ayirma hunisi ile ayrilan fazlardan damitma ya da flasg
buharlastirma yoluyla alkol geri kazanilir (Ozdemir ve Mutlubas, 2016: 134). Alkol ve sudan
uzaklastirilan ham gliserin ilag ve kozmetik endiistrisinde kullanilmaktadir (Sugozii vd., 2010:
51). Biyodizel faz1 i¢inde bulunan ¢ok az miktarda baz ve sabundan saf su ile yikanarak notr
hale getirilir ve viskoziteli biyodizel elde edilmis olur (Ozdemir ve Mutlubas, 2016: 134). Ma
vd. (2019), Chlorella vulgaris'e radyofrekans ile 1sitma islemine tutarak, %79,5 verimle yag
asidi metil esterleri elde etmislerdir (Ma vd., 2019: 1).

2.3.4.2. Biyoetanol Uretimi

Biyoetanol renksiz, berrak ve kendine has kokusu olan bir sividir ve glikozun
mikroorganizmalar tarafindan fermente edilmesi ile iretilir. Biyoetanol iiretiminde,
hammadde se¢imi siirdiiriilebilir ve ekonomik olarak uygulanabilir bir siire¢ gelistirmede
onemli bir faktordiir (Chong ve digerleri, 2020). Hammadde maliyeti isletme maliyetinin
onemli bir bolimiinii olusturur (Nazemi ve digerleri, 2021). Diisiik maliyetli biyoetanol
liretimi ticarilestirme ve pazar istikrari i¢in kritik 6neme sahiptir (Gengiah vd., 2023: 2).
Ikinci ve iigiincii nesil hammaddelerden biyoetanol {iretimi atik malzemelerin ve
mikroorganizmalarin uygun kullanimini saglayarak, gida kaynaklariyla rekabeti azaltir ve

fosil yakitlara daha temiz bir alternatif sunar (Joseph vd., 2023: 2).

Biyoetanol bitkiler ve tahillarda nisasta veya seliiloz olarak bulunan glukozun mayalar
tarafindan fermente edilmesi ile iretilir (Melikoglu ve Albostan, 2011: 153). Ayrica, organik
karbon olarak kabul edilen biyokiitleler de (mikroorganizmalar vb.) alternatif kaynak olarak
kullanilmaktadir (Ugar, 2018: 149). Biyoetanol olusum siireci {i¢ asamadan meydana
gelmektedir: (1) substratin hidrolizi, (2) fermentasyon ve (3) ¢ikis suyundaki etanoliin saflik
derecesini arttirmak i¢in damitma islemleri (Ebrahimi vd., 2008: 335).

2.3.4.3. Biyogaz Uretimi
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Biyogaz tipik olarak %40-75 metan, %15-60 CO, ve ayrica az miktarda diger
gazlardan (Hz, N2, H2S) olusur (Rossi vd., 2022: 617). Biyogaz bi¢imindeki yesil enerji
anaerobik ciiriitme gibi yerlesik teknolojilerle fototrofik mikroorganizmalardan {iretilebilir.
Hem bakir biyokiitle hem de lipitten ekstrakte edilen biyokiitle biyogaz iiretimi i¢in
kullanilabilir (Tanvir vd., 2021: 5). Anaerobik par¢alanma biyokiitlenin oksijensiz ortamda
mikroorganizmalar tarafindan baska bir iiriine ya da yan {irline dontstiiriilmesidir (Speece,
1983: 417). Hidroliz asit olusumu ve metan olusumu asamalarindan olusmaktadir. Hidroliz
esnasinda karmasik organik molekiiller enzimler ile daha basit molekiillere doniisiir.
Hidrolizin asit olusumu asamasinda molekiiller valerik asit, biitirik asit ve asetik asit gibi
organik asitlere ve metanole doniismektedir, metan olusum asamasinda ise organik asitler, H;
ve asetat metan olusturan bakteriler tarafindan biyogaza doniistiirilmektedir (Speece, 1983:

418; Gokeay vd., 2001: 4).
2.3.4.4. Biyohidrojen Uretimi

Enerji ihtiyacinin hemen hemen tamami fosil yakitlardan saglanmaktadir. Fosil
yakitlarin gevreyi kirletmesi ve tiikenmesi tiim diinyada énemli bir sorun olmaya baglamistir
(Dursun ve Giilsen, 2019: 67). Fosil yakitlara alternatif olarak kullanilabilecek olan hidrojen
dogadaki en hafif ve en bol bulunan elementtir (Al ve Bayrakdar Ates, 2022: 19).

Hidrojen, asagidaki 6zelliklerden dolayr umut verici bir enerji tasiyicisidir (Elam vd.,
2003: 602):

1. Hidrojen biyokiitle, riizgar ve giines enerjisi gibi yenilenebilir enerji kaynaklarindan

uretilebilir.
2. Hidrojenin kullanimi sirasinda karbon bazli gaz emisyonlar1 olusmaz.
3. Hidrojenin depolanmasi ve taginmasi miimkiindir.

4. Her iilke kendi yenilenebilir hidrojen kaynaklarini iiretebilecek, enerji ¢esitliligine

ve giivenligine sahiptir.

5. Hidrojen, etanol (23,4 — 26,8 Mj/kg) ve biyodizel (37,8 Mj/kg) gibi diger enerji
kaynaklarina kiyasla daha yiiksek olan 120-142 Mj/kg 6zgiil enerji yogunluguna sahiptir.

Hidrojen fosil yakitlar, giines, riizgar, jeotermal enerji ve biyokiitle gibi birincil enerji

kaynaklari ile tiretilmektedir (Kahraman vd., 2007: 10).
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Hidrojenin fosil yakitlardan iiretimi: Endiistride kullanilan hidrojenin {iretiminde dogal

gazin katalitik buhar 1slahi, petroliin kismi oksidasyonu, buhar demir islemi ve komiir

gazlastirma yontemleri yer almaktadir (Kahraman vd., 2007: 11).

Hidrojenin giines enerjisinden iiretimi: Giines enerjisinden elde edilen hidrojen enerjisi

diistik sicaklik (fotovoltaik, fotoelektrokimyasal ve fotobiyolojik) ve yiiksek sicaklik
(termoliz, giines termokimyasal ¢evrimler, giines reformasyon ve gilines enerjili gazlastirma)

altinda yapilan yontemleri icermektedir (Ozdemir ve Mutlubas, 2019: 21).

Hidrojenin riizgar enerjisinden iiretimi: Riizgar tiirbinlerinden elde edilen elektrik

enerjisi elektrolizorleri besleyerek farkli doniisim islemleri ile hidrojen iiretilmektedir
(Toprak, 2006: 6).

Hidrojenin jeotermal enerjisinden iiretimi: Hidrojenin dogrudan jeotermal buhardan

elde edilmesi, jeotermal 1s1l enerji kullanilarak hidrojen iiretimi ve elektroliz yontem ile

hidrojen iiretimi yontemleri bulunmaktadir (Yilmaz vd., 2011: 263).

Hidrojenin biyokiitleden iiretimi: Biyolojik hidrojen iiretim prosesleri su sekilde
siniflandirilabilir (Das ve Veziroglu, 2001: 15):

1. Karanlik fermantasyon ile hidrojen iiretimi
2. Fotobiyolojik hidrojen iiretimi

2.1. Fotoototrofik hidrojen tiretimi

2.2. Fotoheterotrofik hidrojen tiretimi
3. Iki asamal1 hidrojen iiretimi

Yukarida verilen hidrojen tiiretim islemleri g¢esitli mikroorganizmalar tarafindan
gerceklestirilir. Sorumlu enzimler hidrojenazlar ve/veya nitrojenazlardir (Kars ve Glindiiz,

2010). Dolayistyla, hidrojen iiretim verimleri bu enzimlerin verimleri ile smirlidir (Kars,
2012: 266).

2.3.5. Mikroalglerin Biyoyakit Hammaddesi Olarak Kullanim Kapasiteleri

Mikroalgler ¢cogunlukla triagilgliserol formunda lipid iretirler ve bu lipitler C16 ve
C18 karbon atomlart acisindan zengindir (Adiyaman, 2021; 11). Mikroalglerin {iretmis
olduklar trigliseridler kimyasal agidan bitkisel yaglara benzedigi icin enerji dostu ve
stirdiiriilebilir bir biyodizel hammadde kaynagidir. Ayrica, mikroalgler lipid disinda giines

15181a bagl olarak karbondioksiti karbonhidrata doniistiirebildikleri i¢in biyoetanol iiretimi
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icin iyi bir hammade kaynagidir. Anaerobik bozunma yetegine sahip mikroalglerin
lignoseliilloz yapilardan yoksun oldugu i¢in biyogaz tesislerinde hammadde olarak
kullanilmaktadirlar. Mikroalgler, biyogazin icerigindeki CO;, ve H,S'in yiiksek oranlarda
olusmasi durumunda CO'i biyolojik olarak hapsetmeleri ile biyogazin kalitesini
arttirmaktadirlar. Okaryotik mikroalgler; anaerobik sartlarda CO, fiksasyonunda elektron
verici olarak gorev alarak veya aerobik sartlarda fotosentez siirecinde su molekiillerini
hidrojen ve oksijene déniistiirerek H, gaz1 iiretme proseslerinde kullanilirlar (Eleren ve Oner,

2019; 308).

Mikroalgler tarafindan iiretilen uzun zincirli yag asitleri biyoyakit iiretiminde
mikrobiyal hammadde olarak kullanilmaktadir (Adiyaman, 2021; 11). Yag asitleri ¢ift sayida
karbon atomu iceren, alifatik ve monobazik organik asitleridir. En az iki ve en ¢ok yirmi alt1
karbon atomu igerirler. Yapilarinda karboksil grubu bulunan diiz bir hidrokarbon zincirleridir.
Yag asitlerini birbirinden ayiran &zellikler; hidrokarbon zincirinde bulunan karbon sayisi,
karbon atomlar1 arasinda ¢ift bag olup olmamasi, bulunan ¢ift baglarin yeri ve sayilaridir
(Kilig, 2018; 488). Tek bir ¢ift bagdan olusan, hidrojene doymus, diiz zincirli ve genelde kati
olan yaglar doymus yag asitleridir. Birden ¢ok cift bag yapanlar, hidrojene doymamuis,
dallanmis zincirli olanlar ise doymamis yag asitleridir (Alptekin, 2008; 6).

Metil esterler organik asitler ile alkollerin etkilesmelerinden olusan bilesik grubunun
genel adidir. Esterler olusturduklar asit ve alkolden daha ugucu, su ile karigmayan ve yaglarin
parcanlanmasini saglayan maddelerdir. Bitkisel veya hayvansal yaglardan elde edilen uzun
zincirli yag asitlerinin mono-alkil esterleri olarak da tanimlanirlar (Alptekin ve Canakgi,

2008; 551: Sekora vd., 2009; 163).

Yag asitleri kat1 ve sivi yaglarin yapi taslaridir ve hem hayvansal hemde bitkisel
kaynaklardan elde edilebilirler (Neto vd., 2023; 2). Yag asidi metil esterleri (FAME), yag
asitlerinin metonal ile metilasyonuyla olusan organik bilesiklerdir (Zang vd., 1996; 209).
Metilasyon yag asidi molekiiliindeki bir hidrojen atomunun bir metil grubu ile degistirilmesini
icerir. FAME!'lerin 6zellikle biyoyakitlar (biyodizel vb.) olarak ¢esitli uygulamalarda kullanim
alanlar1 vardir. Biyodizel, geleneksel petrol bazli dizel yakita yenilenebilir bir alternatiftir ve
bitkisel veya hayvansal yaglarin metanol ile transesterifikasyon reaksiyonuyla iiretilir. Bu
reaksiyon, trigliseritleri (gliserol ve 3 yag asidi zincirinden olusan) ilgili metil esterlerine ve
gliserine dondstirilir (Velasquez-Orta vd., 2013; 83). FAME'ler ayrica nemlendiri
ozelliklerinden dolay1r kozmetik ve kisisel bakim endiistrilerinde yumusatict ve cilt bakim

maddeleri olarak da kullanilmaktadir (Cervantes vd., 2018: 20). Yag asidi metil esterlerin gaz
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kromatografisi (GC) ile tayini lipid karakterizasyonu i¢in 6nemli bir yontemdir. Kisa bir
ekstraksiyon adimindan sonra bir numunenin ¢esitli yag asitlerini hizla ayirir ve miktarini
belirler (Ginies vd., 2016; 1). FAME'lerin nicelik ve profil karakterizasyon analizleri; GC-FID
(Gaz kromatografisi alev iyonizasyonu) ve GC-MS (Gaz kromatografisi kiitle spektroskopisi)
tespit sistemleri kullanilarak gergeklestirilir. MS'in kullaniminda iyonize analitten iyon
parcalarinin spesifik tespiti ile gozlemlenen iyon kiitlesinin bilinen bir kiitiiphane ile
karsilastirilirak hedef maddelerin kiitlesel varligi tespit edilir. FID'in kullamimi kantitatif
analizlerde daha giivenilir sonuglar vermektedir (Niemi vd., 2019; 1). Bu analiz yontemleri
kullanilarak mikralgal biyokiitlenin yag asidi metil ester profili tespit edilerek mikroalgin

biyoyakit hammadde potansiyeli belirlenmis olur.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu tez calismasinda, farkli lokasyonlardan alinan tathi (dere) ve tuzlu (deniz) su
numunelerinden izole edilen ve molekiiller tanimlamasi yapilan mikroorganizmalarin
antimikrobiyal aktivite Ozellikleri ve biyoyakit hammaddesi olarak kullanim kapasiteleri

belirlenmistir.
3.1. Calismada Kullanilan Kimyasallar

Deneysel calismalarda; numune alimi sirasinda siselerin sterilizasyonu i¢in sodyum
hipoklorit (NaClO-Sigma), mikroorganizmalarin oziitlerini ¢ikarmak igin etanol (C;HgO-
Sigma), metanol (CH3OH-Sigma), dietil eter ((C,Hs),O-Sigma) ve diklorametan (CH.Cl,-
Sigma), antimikrobiyal aktivite testlerinde pozitif kontrol igin bakterilerde azitromisin
(C3gH72N201,)  funguslarda  vorikanazol — (Ci6H14F3sNsO), yag  ekstraksiyon  ve
transesterifikasyon islemleri igin kloroform (CHCIs-Tekkim), hekzan (CgHis-Merck) ve
potasyum hidroksit (KOH-Merck) kullanilmistir.

3.2. Calismada Kullanilan Besiyerleri

Mikroorganizmalarin izole edilmesi ve inkiibasyonunda; funguslar i¢in Sabouraud
Dextroz Agar - Broth (Condalab) (SDA-SDB) ve Potato Dextrose Agar - Broth (Merck)
(PDA-PDB) ve mikroalgler icin Blue-Green Algae Medium (agarli BG11 - sivi BGI11)
besiyerleri kullanilmistir. BG11 besiyeri bilesenleri Tablo 3.1'de verilmistir.

Tablo 3.1. BG11 Besiyeri Bilesenleri

NaNO; 1,5¢g/L
Stok Soliisyonlar g/L
A: K,PHO, 0,04
B: MgS0,.7H,0 0,075
C: CaCl,.2H,0 0,03
D: Na,CO3 0,02
E: Sitrik Asit 6
Demir Amonyum Sitrat 6
Na, EDTA 1
A5 Soliisyonu (mL/L) g/L
H3BO3 2,86
MnCl,.4H,0 1,81
ZnS0,4.7H,0 0,222
Na,M00,4.5H,0 0,390
CuS0,4.5H,0 0,079
Co(NO3)2.6H,0 0,049

Kaynak: (Rippka, 1988: 36)

20



3.3. Calismada Kullanilan Cihazlar

Manyetik Karnistirici: Hot and Stirrer, M5300 HS, c¢ozeltilerin homojen sekilde

karistirilmas1 asamalarinda kullanilmistir.

Hassas Terazi: TW423L model, Shimadzu Corp., kimyasallarin ve kurutulmus

mikroorganizmalarin tartiminda kullanilmustir.

Mikroskop: B-20 CR, Optica Italy, SN 574022, mikroorganizmalarin incelenmesinde

kullanilmastir.

Niive Inkiibatér - Etiiv: En120, mikroorganizmalarin gelistirilmesinde ve kurutma

islemlerinde kullanilmigtir.

Calkalayici: Orbital, Model SHO-1D, Daihan Scientific, mikroalglerin sivi besi

yerinde iiretimi asamasinda kullanilmistir.

Ultrasonik Su Banyosu: Isolab, Model 621.05.001, SN2022UC01A0009,

mikroalglerden 6ziit hazirlama ve yag ¢ikarma islemlerinde kullanilmstir.

Santrifiij 1: Fisher Brand, 12V DC, kiiciik hacimli (en fazla 2 mL) ¢dozeltilerin

icerisindeki kati pargalarin ¢okeltilmesinde kullanilmistir.

Santrifiij 2: Hermle Z306, biiyiik hacimli (en fazla 20 mL) ¢6zeltilerin igerisindeki

kat1 parcalarin ¢okeltilmesinde kullanilmugtir.

Su Banyolu Calkalayici: Termal, H11960, mikroalglerin sivi besi yerinde iiretimi

asamasinda kullanilmustir.

Otoklav: Hirayama, Hiclave HG-80, hazirlanan besi yerlerinin ve kullanilan

malzemelerin sterilizasyon islemleri i¢in kullanilmistir.

Spektrofotometre: Genesys 150, Thermoscientific UV-Visible Spectrophotometer,

optik yogunluk 6l¢timlerinde kullanilmistir.

Jel Goriintilleme Cihazi: Syngene, G-Box, mikroorganizmalarin antimikrobiyal

aktivite tayinleri deneylerinde kullanilan 96 kuyucuklu platelerin goriintiilerini alma

asamasinda kullanilmustir.

GC-FID (Gaz Kromotografisi Alev Iyonizasyonu): GC-2010, Shimadzu,

mikroorganizmalarin FAME analizinde kullanilmistir.

3.4. Numune Alim
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Seyreltik sodyum hipoklorit uygulamasi ile steril edilmis plastik su sigeleri ile alinan
numuneler bekletilmeden aymi giin i¢inde laboratuvara getirilmis ve Onceden hazirlanmis
besiyerlerine ekim yapilmistir. Numuneler tuzlu su kaynagi olan Marmara Denizi (Canakkale
ve Istanbul) ve tath su kaynag: olan Bursa -Inegdl'de bulunan Kalbur Deresi'nden alimmistir
(Sekil 3.1 - Tablo 3.2).

Sekil 3.1. Numune Alinan Bolgelere Ait Goriintiiler
a) Istanbul Bostanc1 Sahili b) Canakkale Merkez Liman Kiyisi ¢) Bursa Kalbur Deresi

Tablo 3.2. Numune Alinan Bolgelerin Koordinat Bilgileri

Numune Alinan Bolge Koordinatlari
40°09'03"K
Canakkale Merkez 26724 09" D

40°5716.12°K

Istanbul Bostanci 20°5'14.80"D

40°0983.18"K

Bursa Kalbur Deresi 20°48 40 46" D

3.5. Izolasyon Calhismalar:

Alinan numuneler bekletilmeden giin igerisinde laboratuvara getirilmistir. Onceden
hazirlanan sivi besiyerlerine ekimleri yapilmistir. Funguslar i¢gin SDB ve mikroalgler igin
BG11 besiyerleri kullanilmistir. Aseptik kosullar altinda yapilan ¢alismalar sonucunda

iiretilen mikroorganizmalarin saf kiiltiir eldesi igin kat1 besiyerlerine yayma ekim yontemi ile
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ekilmis ve izolasyon caligsmalarina baslanmistir. Funguslar icin PDA ve SDA besiyerlerine ve
mikroalgler igin agarli BG11 besiyerlerine yapilan ekimler tek koloni eldesi i¢in 2-3 giin ara
ile tekrar edilmistir. Funguslar 33°C'de 48 saat ve mikroalgler 25°C'de 2400 1x 1s1k altinda 7

giin boyunca inkiibe edilmistir. Izolasyon ¢alismalarina ait fotograf Sekil 3.2'de verilmistir.

Sekil 3.2. izolasyon Calismalarinda BG11 Besiyerinde Gelisen Mikroalglere Ait

Goriintii

3.6. Molekiiler Tanimlama

izole edilerek saf kiiltiir haline getirilen mikroorganizmalarin molekiiler tanimlamalar
hizmet alim1 ile BM Yazilim Damis. Veri ilet. Lab. Sis. Egt. San. ve Tic Ltd. Sti (Ankara)

tarafindan yapilmigstir.
3.6.1. Fungus i¢in DNA izolasyonu, PZR ve sekanslama

Fungus DNA izolasyonu i¢in EurX GeneMATRIX Plant & Fungi DNA izolasyon Kiti
(Polonya) kullanilmigtir. DNA izolasyonundan sonra elde edilen DNA’larin miktar ve
safligin1  kontrol etmek icin Thermo Scientific Nanodrop 2000 (USA) cihazinda

spektrofotometrik 6l¢ciim gerceklestirilmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ¢alismasinda universal primer olarak LROR-LR5
primerleriyle, tiir tayini i¢in hedeflenen DQ273817.1 numarali gen bolgeleri ¢ogaltilmistir.

Kullanilan primer dizileri asagida, PZR kosullar1 ise Tablo 3.3'de verilmistir.
LROR: 5° ACCCGCTGAACTTAAGC 3'

LRS5: 5' TCCTGAGGGAAACTTCG 3
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Tablo 3.3. PZR Kosullari

Bilesen Stok Konsantrasyonu | Reaksiyon Konsantrasyonu
PCR Tamponu 10X 1X

MgCI2 25 mM 1,5 mM

DNTP karigimi 20 mM 0,2 mM

F. Primer 10 uM 0,3 uM

R. Primer 10 uM 0,3 uM

Tag DNA Polimeraz 5U/ uM 2U

Kalip DNA 3uM

PCR seviyesi su ile 35 pl'ye tamamlanir

95°C 5 dakika — DNA zincirinin agilmasi

35 dongii:

— 95°C - 45 saniye - denatiirasyon

— 57°C - 45 saniye - primerlerin agilan DNA zincirlerine yapismasi
— 72°C - 60 saniye — ilk primer uzamasi

72°C - 5 dakika — son primer uzamasi

Sicaklik 4°C’ye diisiiriiliir ve PCR tamamlanir

PZR (kyratec thermocycler) ile elde edilen amplifikasyon sonuglar1 1x TAE tampon
ile hazirlanan %]1,5 agaroz jelde 100 Volt akimda 90 dakika elektroforezde yiiriitiilmis ve
ethidium bromide boyasi kullanilarak UV 1s1ginda goriintiisii alinmistir. Yaklasik 1000 bazlik
bolgeyi ¢ogaltmak i¢in tek asamali PZR islemi gergeklestirilmistir. PZR reaksiyonu Solis
Biodyne (Estonya) FIREPol® DNA Polymerase Taq polimeraz enzimi kullanilarak
gergeklestirilmistir. PZR sonrasinda agaroz jelde tek bant elde edilerek, PZR isleminin

basarisi kontrol edilmistir.

PZR f{iriinii saflastirma asamasinda, elde edilen tek bant 6rnekler i¢in MAGBIO
"HighPrep™ PCR Clean-up System"” (AC-60005) saflastirma kiti kullanilarak kitin

prosediirlerine dogrultusunda saflastirilmistir.

Sanger Dizilemesi i¢in, Macrogen Hollanda laboratuvarinda, ABI 3730XL Sanger
dizileme cihazi (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye Terminator v3.1 Cycle
Dizileme Kiti kullamilmigtir (Applied Biosystems, Foster City, CA). LROR ve LR5
primerleriyle elde edilen okumalar, bir konsensus dizi olusturmak amaciyla kontig haline
getirilmistir. Bu islemin gergeklestirilmesi i¢in BioEdit yazilimi i¢inde CAP contig assembly

algoritmasi kullanilmastir.

3.6.2. Mikroalgler icin DNA izolasyonu, PZR ve sekanslama
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Mikroalglerin (2 adet) DNA izolasyonu i¢in EurX GeneMATRIX Plant & Fungi DNA
izolasyon kiti (Polonya) kullanilmistir. DNA izolasyonundan sonra elde edilen DNA’larin
miktar ve safligin1 kontrol etmek i¢in Thermo Scientific Nanodrop 2000 (USA) cihazinda

spektrofotometrik 6l¢iim gerceklestirilmistir.

PZR calismasinda universal primer olarak EukA ve EukB primerleriyle MG022741.1
numarali gen boélgeleri cogaltilmistir. Bu primerler ile sonug alinamadigi kosullarda kullanilan
kloroplast genomu primerleri olan CYA 359F ve 781R primerleri (Burja vd. 2001: 196) ile
MK948102.1 numarali gen bolgeleri cogaltilmistir. Kullanilan primer dizileri ve PZR

kosullar1 asagida verilmistir.
* CYA 359 F 5 GGGGAATYTTCCGCAATGG 3°
*CYA 781 R 5" GACTACWGGGGTATCTAATCCCWTT 3°
* EukA (5'-AACCTGGTTGATCCTGCCAGT-3")
* EukB (5-GATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC-3"
* 95°C 5 dakika — DNA zincirinin agilmast
* 30 dongii:
— 95°C- 45 saniye - DNA zincirinin agilmasi
— 57°C - 45 saniye - primerlerin agilan DNA zincirlerine yapigsmasi
— 72°C - 60 saniye — ilk primer uzamasi
* 72°C - 5 dakika — son primer uzamasi
* Sicaklik 4°C’ye diistiriiliip PCR tamamlanmuistir.

PZR (kyratec thermocycler) ile elde edilen amplifikasyon sonuglar1 1x TAE tampon
ile hazirlanan %1,5 agaroz jelde 100 volt akimda 90 dakika elektroforezde yiiriitiilmiis ve

ethidium bromide boyasi kullanilarak UV 1s18inda goriintiisii alinmstir.

Yaklagik 400 ve 1800 bazlik bolgeyi cogaltmak i¢in tek asamali PZR islemi
gergeklestirilmistir. PZR reaksiyonu Solis Biodyne (Estonya) FIREPol® DNA Polymerase
Taq polimeraz enzimiyle gergeklestirilmistir. Ornekler icin PCR sonrasinda agaroz jelde tek

bant elde edilerek, PZR isleminin basarili oldugu gézlemlenmistir.
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PZR fiiriinii saflastirma asamasinda, elde edilen tek bant 6rnekler icin MAGBIO
"HighPrep™ PCR Clean-up System"” (AC-60005) saflastirma kiti kullanilip, Kkitin

prosediirlerine uyarak saflastirilmistir.

Sanger Dizileme i¢in, Macrogen Hollanda laboratuvarinda, ABI 3730XL Sanger
dizileme cihaz1 (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye Terminator v3.1 Cycle
Dizileme Kiti kullanilmistir (Applied Biosystems, Foster City, CA).

CYA359 F ve CYA781 R - EukA ve EukB primerleriyle elde edilen okumalar, bir
konsensus dizi olusturmak amaciyla kontig haline getirilmistir. Bu islemin

gerceklestirilmesinde BioEdit yazilimi i¢inde CAP contig assembly algoritmasi kullanilmistir.
3.7. izole Edilen Fungusun Uretim Calismasi

Izole edilerek molekiiler tanimlamasi yapilan fungusun oziitiiniin antimikrobiyal
aktivite tayini ve yag asidi metil esterleri analizi igin tiretim ¢alismalarinda PDB besiyeri
kullanilmigtir. Hazirlanan besiyerleri, erlenler ve petriler 121°C'de 15 dakika otoklav ile steril
edildikten sonra kullanilmistir. Aseptik ortamda besiyeri igeren petri ve erlenlere ekilen
fungus 15 giin inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.3). Inkiibasyon sonunda siiziilerek distile su
ile iki kere yikanan fungal biyokiitle 60°C'de 24 saat etiivde kurumaya birakilmistir (Manan
vd., 2021: 5). Kuruyan funguslar bir 6giitiicii yardimi ile toz haline getirilmis ve 4°C'de

saklanmustir.

Sekil 3.3. izole Edilen Fungusun Uretim Asamasina Ait Goriintiiler

3.8. izole Edilen Mikroalglerin Uretim Calismalar

Izole edilerek molekiiler tanimlamasi yapilan iki mikroalg tiiriiniin, antimikrobiyal
aktivite tayini ve yag asidi metil esterleri analizleri i¢in iiretim ¢aligmalarinda sivi BG11
besiyeri kullanilmistir. Steril erlen ve petrilerin yani sira daha yiiksek miktarda biyokiitle elde

edebilmek icin, 5 litrelik pet siseler sodyum hipoklorit ile steril edilerek kullanilmistir (Sekil
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3.4). Steril serum hortumlari, hava taslar1 ve hava motoru kullanilarak iiretim ortamlari
olusturulmustur (Sekil 3.5). Inkiibasyon sonunda mikroalgler 5000 rpm de 5 dakika siire
santrifiij yapilarak siipernatantlar toplanmis ve 60°C'de 24 saat etiivde kurumaya birakilmistir.
Kuruyan mikroalgler bir 6giitiicti yardimi ile toz haline getirilmis ve 4°C'de saklanmustir (Kim

ve Kim, 2022: 146).

Sekil 3.4. Mikroalglerin Erlenlerde Uretimi Asamasina Ait Goriintii

Sekil 3.5. Mikroalglerin Biiyiik Olgekli Uretimine Ait Gériintii

3.9. Optik Yogunluk Olciimii ve Kuru Agirhk Metodu ile Mikroalg Biiyiime

Oraninin Belirlenmesi

Alglerin biliylime oranmi belirlemek igin; 2’ser tekrarli olarak 9 adet 50 mL’lik
erlenlere 20 mL BGI11 igine ekimler yapilmistir. O-1-5-10-15-20-25-30-35. giinlerde
calkalama sonrasi steril mikropipetler ile 2 mL alinmigtir. Spektrofotometre kiivetlerine alinan
orneklerin 600 nm dalga boyunda Sl¢iimleri yapilmistir. OD dlgiimil yapilan numunelerin
ayn1 zamanda kuru agirliklarin1 belirlemek, antimikrobiyal aktivite ve biyoyakit hammaddesi

olarak kullanilabilirliklerini belirlemek icin yapilacak olan deneylerde kullanilmak {iizere;
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5000 rpm’de 5 dk santrifiij ile kati-siv1 faz ayrimi yapilarak, 60°C’ de 24 saat etiivde kurutma
islemi yapilmistir (Kim ve Kim, 2022: 146).

3.10. Mikroorganizmalarin Oziitlerinin Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Calismada izole edilerek tanimlanan Chlorella vulgaris, Tetradesmus obliquus ve
Rhizopus stolonifer'in antimikrobiyal aktivitesini belirlemek igin oncelikle farkli ¢oziiciiler
kullanilarak 6ziitleri hazirlanmistir. Disk diflizyon ve minimum inhibisyon konsantrasyonu
(MIK) yontemleriyle gram pozitif ve gram negatif bakteriler ile mayalara karsin bu 6ziitlerin
antimikrobiyal aktiviteleri test edilmistir. Kullanilan mikroorganizmalar ve o6zellikleri Tablo

3.4."te verilmistir.

Tablo 3.4. Antimikrobiyal Aktivite Deneylerinde Kullanilan Mikroorganizmalar

Mikroorganizma Ozelligi
Bacillus subtilis ATCC 6633 Gram +
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Gram +
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 | Gram +
Enterococcus faecalis ATCC 2942 Gram +
Escherichia coli ATCC 05922 Gram -
Klebsiella pneumonia ATCC 13883 Gram -
Serratia marcescens ATCC 8100 Gram -
Candida albicans ATCC 24433 Maya
Candida krusei ATCC 6258 Maya
Candida parapsilosis ATCC 22019 Maya
Candida glabrata ATCC 9 Maya

3.10.1. Oziitlerin Hazirlanmasi

Tanimlamast yapilan fungus ve mikroalg biyokiitleleri uygun besiyerlerinde
geligtirildikten sonra hasat edilmis ve 3 kez distile su ile yikanarak 24 saat 60°C'de
kurutulmustur (Kim ve Kim, 2022: 146). Kuruyan &rnekler bir 6giitiicti yardimi ile toz haline
getirilmigtir. Biyokiitlelerden o6ziitlerin elde edilmesinde Gilimiis vd. (2019) tarafindan
gelistirilen yontem kullanilmistir. Her bir 6rnekten 5 gr tartilarak kurutma kagidindan yapilan
kartuslarin i¢ine bosaltilarak agizlari kapatilmistir. Daha sonra Kartuslar beherlerin igine
almarak 100 mL etanol ilave edilmis ve 25°C'de 1 saat ultrasonik su banyosunda
bekletildikten sonra 150 rpm galkalayicida 3 saat bekletilmistir (Sekil 3.6). Bekleme siiresi
sonunda siizme islemi yapildiktan sonra etanoliin ugmasi i¢in 37°C de etiive birakilmistir

(Sekil 3.7). Etanol ugtuktan sonra kalan Oziitler toplanarak tartim yapilmistir (Tablo7.5.).
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Ayni islemler metanol, dietil eter ve diklorametan ile tekrar edilmis ve sonugta toplanan
oziitler +4°C'de muhafaza edilmistir (Giimiis vd., 2019: 393).

Sekil 3.7. Oziit Eldesi i¢in Siizme Islemine Ait Gériintii

3.10.2. Disk Difiizyon Yontemi

Elde edilen Oziitlerin antimikrobiyal aktivitelerinin test edilmesi amaciyla oncelikle
CLSI M02-A12, 2015'de tanimlanan disk difiizyon yontemi kullanilmistir. Kullanilan bu
yontemde 6 mm ¢apindaki bog steril disklere 20 pL mikroalg ve fungus 6ziitii emdirilerek
etiivde 30°C’de 30 dk kurutulmustur. Test bakterileri icin Muller Hinton Agar - Broth ve
mayalar1 i¢in Sabouraud Dextroz Agar - Broth besiyerleri kullanilmistir. Calismalarda
kullamilan bakteri suslari Mc Farland 0.5 (1.5 x 10%), maya suslar1 ise Mc Farland 2 (6 x
108)’ye gore ayarlanmigtir. 121°C’de 15 dk otoklavlanan besiyerleri petrilere dokiilerek
katilasmas1 saglanmig ve mikroorganizmalar asilanarak 10 dk bekletilmistir. Ayni
besiyerlerine daha 6nceden hazirlanan ve farkli diliisyonlarda (1, 1/2, 1/4 ve 1/8 (Oziit/distile
su)) mikroalg ve fungus 6ziitii iceren diskler yerlestirilmistir. Negatif kontrol olarak etanol,
metanol, dietil eter ve diklorametan emdirilmis diskler, pozitif kontrol olarak da ticari
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antibiyotikler (bakteriler igin Azitromisin ve mayalar i¢in Vorikanazol) kullanilmistir. Daha
sonra bakteriler 37°C' de 24 saat ve mayalar ise 30°C' de 48 saat boyunca etiivde inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda disklerin etrafinda inhibisyon zonlar1 olusup
olugsmadigr gozlenmis ve disklerin ¢evresinde olusan inhibisyon zonlari milimetrik cetvel
kullanilarak oOl¢iilmistiir (Prakash vd., 2011: 171). Denemeler aseptik sartlar altinda ve 3
paralelli olarak yiiriitiilmiis olup, testler dogruluklar1 saptanmasi amaciyla iki tekrarl

yapilmistir.
3.10.3. Minimum inhibisyon Konsantrasyonu

Mikroalg ve fungus oziitlerinin antimikrobiyal aktiviteleri minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MiK) 6l¢iimii ile degerlendirilmistir. MIK degerleri, National Committee of
Clinical Laboratory Standarts (NCCLS) tarafindan gelistirilen prosediirlere gore
mikrodiliisyon deneyi ile disk difiizyon denemelerinde oziitlere duyarli bulunan Gram negatif
ve Gram pozitif bakteri suslarina ve mayalara karsi gergeklestirilmistir (NCCLS 2003).
Bakteri suglart Mueller-Hinton broth (MHB) besiyerine inokule edilerek ve 24 saat 37°C' de
inkiibe edilmistir. Bakteri suslarinin inokulumlar 24 saatlik broth kiiltiirden hazirlanmis ve
stispansiyonlar 0.5 McFarland standart turbiditeye gore ayarlanmigtir. Mayalar ise Sabroud
Dekstroz broth (SDB) besiyerinde 30°C' de 48 saat boyunca etiivde inkiibe edilmis ve

stispansiyonlar Mc Farland 2 (6 x 108)’ye gore ayarlanmistir.

Degisik konsantrasyonlarda (625-4.88 pg/mL) 0ziit iceren bir seri test tiibii
hazirlanmistir.  Steril 96'lik  mikroplatelerin  kuyucuklari, MHB (bakteri)/SDB (Maya),
inokulum (1.5 x10® CFU/mlI bakteri / 6 x 10° CFU/mI maya) ve ziit eklenerek hazirlanmistir.
Son kuyucuk standat antibiyotikleri igermekte olup bakteriler i¢in Azitromisin ve mayalar i¢in
Vorikanazol pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Platelerin {izeri steril kapaklariyla ortiilerek,
plateler bakteriler igin 37°C' de 24 saat ve mayalar i¢in 30°C' de 48 saat inkiibasyona

birakilmistir.
3.11. Mikroorganizmalarin Biyoyakit Olarak Kullamilabilirligi

Mikroalglerin biyoyakit hammaddesi olarak kullanilabilme potansiyellerini belirlemek
amaci ile hiicre gelisim analizleri ve klorofil analizleri belirlendi. Daha sonrasinda yeni izolat

fungus ile mikroalglerin yag asidi metil esterleri (FAME) analizleri yapilmustir.
3.11.1. Hiicre Gelisim Analizleri ve Toplam Lipit Konsantrasyonu

Mikroalglerin hiicresel gelisimleri optik yogunluk (ODsgqg), toplam kuru agirlik (X),

spesifik biiyiime oranlar1 (n) ve maksimum iiretkenlik (Pmax) hesaplanarak takip edilmistir.
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Optik yogunluk orneklerin 600 nm’de spektrofotometrik analizleri ile belirlenmistir (Tastan
ve Tekinay, 2016: 1089). Kuru hiicre agirligi 6rneklerin 3421xg = 5000 rpm de 10 dk
santrifiijlenmesinin ardindan, 80°C ‘de 1 gece boyunca etiivde kurutulup darasinin
alinmasinin ardindan agirlik tartimi yoluyla analiz edilmistir (Tastan ve Tekinay, 2016: 1089).

Spesifik biiyiime orani (u) asagidaki esitlige gore belirlenmistir (Ip ve Chen, 2005: 734);

u= Inxz—Inxy (3.1)

ta—ty
Bu esitlikte X, (g/L) t, zamandaki kuru hiicre agirligini; X; (g/L) t; zamandaki kuru

hiicre agirligini ifade etmektedir.

Maksimum tiretkenlik asagidaki esitlige gore hesaplandi; burada X (g/L) t zamandaki

kuru hiicre agirligini; X to zamandaki kuru hiicre agirligini ifade etmektedir.

Pmax === (32)

t—to

Toplam lipid konsantrasyonu Bligh ve Dyer' in (1959) uyguladigi % kuru biyokiitle
oranina (Esitlik 3.3) gore hesaplanmistir (Bligh ve Dyer, 1959). 200 mg kurutulmus toz
mikroalgal biyokiitlenin iizerine 120 mL kloroform:metanol (2:1) karisim1 eklenerek 30 dk
ultrasonik su banyosunda bekletildikten sonra, 140 rpm'de 30 dk boyunca orbital
calkalayicida karistirilmistir. Uzerine 20 mL %73'liik NaCl ¢ozeltisi eklenerek whatman
kagidi kullanilarak siizilmiistiir. Elde edilen siiziintii faz ayirimi i¢in 3000 rpm'de 10 dk.
santrifiijlenerek fazlar pipet ile ayirilmistir. Alt kloroform fazi 105°C'de 2 saat tutulan ve
daras1 alinan bir beherde toplanarak ve 60°C'de 24 saat ¢oziiclilerin buharlasmasi igin etiivde
bekletilmistir (Prommuak vd., 2012; Folch vd., 1957). Her asamada gerekli tartimlar
yapilarak, ¢oziiciilerin uzaklagtirilmasindan sonra elde edilen yag miktar1 gravimetrik olarak

hesaplanmustir (Bligh ve Dyer, 1959);

Toplam Lipid %= ((beher darasittoplam yag)-(beher darasi))/(6rnek miktar) X100
(3.3)

3.11.2. Klorofil Analizleri

Mikroalgler yiiksek konsantrasyonda klorofil iretirler (Safafar vd., 2016: 11).
Klorofil-a tiim fotosentetik alglerde (bakterikloropil igeren siyanobakteriler hari¢) bol
miktarda bulunur ve klorofil-a disindaki pigmentlere aksesuar pigmentler denir (Ramaraj vd.
2013: 548). Benzer sekilde, klorofil-b yiiksek bitkilerde ve yesil alglerde az miktarda bulunur.
Giinltik klorofil agirlikli olarak klorofil-a ve b tlirevlerinden olusur (Ferruzzi ve Blakeslee
2007: 6).
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Mikroalglerin klorofil a ve b analizleri % 80 aseton igeren soliisyon tamponunda

asagidaki esitliklere gore yapilmistir (Porra vd., 1989:);

Chl a = 12,25A563:6 - 2 554646,6 (3.4)
Chl b = 20,314%46:6 - 49146636 (3.5)

Steril sartlarda BG11 besiyerine inokiile edilen mikroalgler gelisirken 7., 15. ve 20.
giinlerde 2,5 mL o6rnek alinarak santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra
pellete 5 mL % 80 aseton eklenerek vorteks yapilmistir. Ornekler santrifiijlendikten sonra,
stipernatant kisimlar1  spektrofotometrede Olciilerek ekstinksiyon katsayilarina  gore
hesaplamalar yapilmistir (Esitlik 3.4. ve 3.5). Klorofil a i¢in 646,6 nm ve klorofil b i¢in 663,6
nm absorbans degerlerinde 6l¢timleri yapilmistir (Porra vd., 1989: 389). Deneyler ii¢ tekrarli

yapilmis ve degerlerin ortalamalart alinarak sonuglar hesaplanmaistir.
3.11.3. Yag Asidi Metil Ester (FAME) Analizleri

Toz halinde getirilen mikroalgler ve fungustan 200 mg alinarak cam beherlere
koyulmustur. Uzerine 120 mL kloroform : metanol (2:1) karisimi eklenerek 30 dk ultrasonik
su banyosunda bekletildikten sonra, 140 rpm'de 30 dk boyunca orbital calkalayicida
kanstinlmistir. Uzerine 20 mL % 73'lik NaCl ¢ozeltisi eklenerek whatman kagidi ile
stiziilmiistiir. Elde edilen siiziintii faz ayirimi i¢in 3000 rpm'de 10 dk. santrifiijlenerek fazlar
pipet ile ayirilmistir. Alt kloroform fazi 105°C'de 2 saat tutulan ve darasi alinan bir beherde
toplanarak 60°C'de 1-2 saat arasi ¢Oziiciilerin buharlagsmasi igin etiivde bekletilmistir
(Prommuak vd., 2012: 159; Folch vd., 1957: 499). Coziiciilerin uzaklasmasindan sonra clde
edilen yagin transesterifikasyonu i¢in lizerine 10 mL hekzan eklenerek karistirilmistir.
Uzerine 0,5 mL 2 N metanollii potasyum hidroksit (KOH) ¢ozeltisi eklenmistir. Ust faz
berraklasana kadar karanlikta 2 saat bekletildikten sonra GC-FID ile FAME analizinde
kullanmilmistir (Karatay, 2010: 47).

Transesterifikasyon isleminden sonra FAME analizinde Shimadzu marka GC-2010
gaz kromotografisi kullanilmistir. GC analiz sartlari; TRB-WAX 30m*0,53mm*1um
kolununda, firin sicakligi 50°C'de 1 dk bekleme siiresi, 25°C/dk sicaklik artigi ile 200°C'ye
cikildi, 3°C/dk sicaklik artis1 ile 230°C'de 30 dk bekletme seklindedir. Tasiyici gaz olarak 3
ml/dk kolon hizinda Helyum kullanilmistir. Alev iyonlasma dedektorii (FID) sicakligi 280°C,
1:10 bélme oran1 ve enjeksiyon sicakligi 250°C olarak analiz gergeklestirilmistir (Nakata vd.,
2020: 1139).
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. izolasyon ve Molekiiler Tanimlama

Tez calismasinda tatli (dere) ve tuzlu (deniz) su numunelerinden izole edilen bir adet
fungus ve iki adet mikroalgin molekiiler tanimlamasi yapilarak, antimikrobiyal aktivite
tayinleri yapilmis ve bu mikroorganizmalara ait biyokiitlenin biyoyakit hammaddesi olarak

kullanilabilirligi arastirilmistir.

Istanbul Bostanci Sahili'nde ki miisilaj olusumundan alinan su numunesinden izole
edilen fungusun, LROR ve LRS5 primerleri ile molekiiler tanimlamasi sonucunda Rhizopus
stolonifer oldugu tespit edilmistir. Rhizopus stolonifer'in molekiiler tanimlamasi sonucu elde
edilen ITS DQ273817.1 genomu sekansi Sekil 4.1.'de, mikroskop goriintiisii Sekil 4.2.'de,
PDA'da gelisim gosteren morfolojisinin petri goriintiisii  Sekil 4.3.te  ve molekiiler
tanimlamasi sonucu elde edilen ITS DQ273817.1 genomuna ait jel goriintiisii Sekil 4.4'de
verilmistir. Rhizopus stolonifer, beyaz ekmek kiifii olarak da bilinmektedir. Zygomycota'nin
bir iiyesidir ve Rhizopus cinsinin en 6nemli tiiriidiir (Benny vd., 2016: 113). Rhizopus spp.
tiirleri taze meyve, sebze, ekmek, ¢igek, sogan, yumru ve fidelerde yumusak ¢iirlimeye neden

olmaktadir (Yildirim vd., 2010: 94).

AAAAGAAAATAACAATGATITCCCTAGTAACGGCGAGIGAAGAGGAAAGAGCTCAAAGTTGGAACCIGIT
TGGCCTAGCTAAACAGGATIGTAAACTGTAGAAGIGTTTICCAGGCAATCCGAGITAATAAGICCTITGGAACAG
GGCATCATAGAGGGIGAGAATCCCGICTITGATICGAGATATITIGICTITIGCGATACACTITCAAAGAGICAGGT
TGTMTGGGAATGCAGCCTAAATIGGGIGGTAAATCTCACCTAAAGCTAAATATIGGCGAGAAACCGATAGCGA
ACAAGTACCGIGAGGGAAAGATGAAAAGAACTITGAAAAGAGAGITAAACAGTATGTGAAATIGITAAAAGGG
AACCGIITGGAGCCAGACTGGCTTIGTCTGTAATCAATCTAGGITICGIGCCTIGGATGCACTIGCAGACTATITGC
CIGCCAACGACAATITITITIGAGTGTAAAAACTATIGGAAATGTGGCCAATATITATITATIGGTIGTTATAGTICCTITAG
AAAATACCTTIGAATIGGATIGAGGAACGCAGCGAATGCTICTCTITGAGGCAAAGICITITATIGGGATITACGG
ATCAGACIGIGGCATIGTCACAAGACTIGAAGITTAAACCTATITTIGAACTIITATICGCITAGGTIGITGGCITAATG
ACTCTAAATGACCCGICTTGAAACACGGACCAAGGAGICCACCATIAGIGCGAGTATIIGGGIGCCAAACCC
ATATGCGCAAGGAAACTGAATGATATGAATCCATITAGGAGGCAATATCGTCCGGCGITIGACGITITATACTGAA
GTIGACCGAGATAAAGCACTAATGATGGGACCCGAAAGATGGIGAACTATGCCIGAATAGGGIGAAGCCAG
AGGAAACTICIGGIGGAGGCICGTAGCGATICTGACGIGCAAATICGATCGICAAATITIGGGTATAGGGGCGAA
AGACTAATCGAACCAICTAGIAGCIGG

Sekil 4.1. Rhizopus stolonifer'in Molekiiler Tanimlamasi Sonucu Elde Edilen ITS
DQ273817.1 Genomu Sekansi
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Sekil 4.2. Rhizopus stolonifer'in Mikroskop Goriintiisii (Optica B-20CR, 100x10)

Sekil 4.3. Rhizopus stolonifer'in PDA'da Gelisim Gosteren Morfolojisinin Petri

Goruntusu

100 BP DNA LADDER

1,500 100
1,000 104
200 93
800 83
700 73
600 63
500 104
400 42
3200 31
200 42
100 31

100 bp DNA Ladder
19 agarose. 1x TBE

Sekil 4.4. Rhizopus stolonifer'in Molekiiler Tanimlamasi Sonucu Elde Edilen ITS
DQ273817.1 Genomuna Ait Jel Gorlintiisii
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Canakkale Merkez Limani kiyisindaki miisilaj olusumundan alinan su numunesinden
izole edilen mikroalgin, CYA 359 F ve 781 R primerleri ile MK948102.1 kloroplast
genomunda molekiiler tanimlamasi sonucu Chlorella vulgaris oldugu tespit edilmistir. PZR
caligmasinda ilk once 18S tiir tanimlamada mikroalgler i¢in universal primer olarak EukA ve
EukB primerleri kullanilmistir fakat sonug alinamadig i¢in kloroplast genomu primerleri olan
CYA 359F ve 781R primerleri kullanilarak 16S molekiiler tanimlamasi yapilmistir (Abed vd.,
2002: 379). CYA 359 F ve 781 R primerleri spesifik olarak siyanobakteri organizmasinin 16S
rRNA gen bdlgesinin bir parcasini amplifiye etmektedir (Garcia-Pichel vd., 2001). Bu
spesifik primerler kullanilarak ¢alismamizda izole ettigimiz Chlorella vulgaris mikroalginin
kloroplastindan kiiciik alt iinite ribozomal RNA'nin yaklasik 400 baz ciftlik kisa bir
fragmentini ¢ogaltmistir. Elde edilen bu fragment MEGA 11 programinda diizenlenmis ve
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) analizine tabi tutuldugunda Tiirkiye'den elde
edilen MN114114 erisim numarali C. vulgaris susuyla yiiksek bir oranda (%99) niikleotit
homolojisi gostermistir. Chlorella vulgaris'in molekiiler tanimlamasi sonucu elde edilen 16S
rRNA MK948102.1 kloroplast genomu sekansi Sekil 4.5'te, mikroskop goriintiisii Sekil
4.6'da, agarli BG11 besiyerinde gelisim gosteren morfolojisinin petri goriintiisic Sekil 4.7'de
ve molekiiler tanimlamasi sonucu elde edilen 16S rRNA MK948102.1 kloroplast genomuna

ait jel goriintiisii Sekil 4.8'de verilmistir.

TAAACTTCTTTTCTC GAGRAGRAGCATTGACGGTATCTGAGGRATAAGCATCGGCTAACTCTGTGCCAGCA
CGOGGTARGACAGAGGATGCAAG ?TTAT CGGARTGATTGGGCGTARAGCGTCTGTAGGTGGCTTARAA

A[TT JTCCTGTCARAGATCAGGGCTTAACCCTGOGCCAGTAGGAGRARCTCTTAGGCTAGAGT TTGRTAGGEG

CAGAGGRAATTCCCRGTGGAGCAGTGARAT GCOTAGAGATCRGRAGRAACACCARAGGCGARAGCACTCTGL

TGGGCCATAACTGACACTGAGAGACGAARGCGAGGGLAGCARAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTGTCT

CTTATACACAT

Sekil 4.5. Chlorella vulgaris'in Molekiiler Tanimlamasi Sonucu Elde Edilen 16S

rRNA MK948102.1 Kloroplast Genomu Sekansi
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Sekil 4.7. Chlorella vulgarisin Agarli BG11 Besiyerinde Gelisim Gosteren

Morfolojisinin Petri Goriintiisii

100 BP DNA LADDER

bp ng/10ul

2,000 100
2,000 134

1,500 100

00 104

104

100 bp DNA Ladder
196 agarose. 1x TBE

Sekil 4.8. Chlorella vulgaris'in Molekiiler Tanimlamasi Sonucu Elde Edilen 16S
rRNA MK948102.1 Kloroplast Genomuna Ait Jel Goriintiisii
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Chlorella vulgaris, 2—-10 um ¢apinda kiiresel yapili mikroskobik hiicredir (Yamamoto
vd., 2004: 259) ve bitkilere benzer bircok yapisal 6geye (Hiicre zari, kloroplast ve
mitokondri) sahiptir (Sekil 4.9.). Chlorophyta béliimii tiyesi olan bu cins dkaryotik tek hiicreli
bir mikroalgtir. Chlorella, 2,5 milyar yillik yasayan bitkilerin i¢inde gercek ¢ekirdege ve en
yiiksek tireme hizina sahiptir (Yamamoto vd., 2005: 767). Yapisinda klorofil a ve klorofil b
bulunan bu mikroalg fotosentez yapmaktadir. Klorofile ek olarak; vitaminler, mineraller, diyet
lifleri, niikleik asitler, amino asitler, temel yag asitleri ve enzimler igermektedir. Hiicre
biliylime evresinde, sporangiyumda yeni olusan hiicre duvart kirilgan hale gelir ve yaklasik 2
nm inceliginde bir tabaka olusturmaktadir (Yamamoto vd., 2004: 259; Nemcova ve Kalina,
2000: 96). Yavru hiicrenin hiicre duvarinin kalinligi, olgunlasmadan sonra 17-21 nm'ye
ulasana kadar kademeli olarak artmaktadir (Nemcova ve Kalina, 2000: 97). Olgun evrede
hiicre ¢eperi kalinlig1 ve bilesimi farkli biiylime ve ¢evre kosullarina gore degisebildigi i¢in

sabit degildir (Yamamoto vd., 2004: 259; Nemcova ve Kalina, 2000: 96).

Hiicre Ceperi

Hiicre
Membrani
Sitozol Mitokondri
Kloroplast
Cekirdek
Nisasta

Sekil 4.9. Chlorella vulgaris'in Hiicre Bilesenlerinin Sematik Gosterimi
Kaynak: (Safi vd., 2014: 267)

Chlorellanin diinya ¢apinda yillik diretimi 2009 yilindan itibaren 2000 tona (kuru
agirlik) ulagmistir ve baslica iiretici lilkeler Japonya, Almanya ve Tayvan'dir (Brennan ve
Owende, 2010: 571). Bu mikroalg, hizl1 bir bliylime oranina sahiptir ve degisik kosullardaki
ortamlara uyum saglamaktadir. C. vulgaris, zorlu kosullara ve istilacilara karsi oldukc¢a
direngli oldugu i¢in iiretim i¢in idealdir (Converti vd., 2009: 1148; Lv vd., 2010: 6798). Bir
yandan azot ve fosfor sinirlamasi, yiiksek CO, konsantrasyonu, asiri 1s1ga maruz kalma
(Widjaja vd., 2009: 13), fazla demir, sicaklik artis1 gibi elverissiz bliylime kosullar sirasinda
lipid ve nisasta igerikleri artarken biyokiitle iiretkenligi durur veya azalir (Liu vd., 2008:
4718). Ote yandan, optimal veya yonetilen biiyiime kosullar1 sirasinda (azot takviyesi gibi)

protein igerigi artar (Richmond vd., 1993: 327).
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Mikroalgler, 6zellikle lipit igerigi fazla olan Chlorella yiiksek fotosentetik verimlilik,
yiiksek biyokiitle liretimi ve hizli biiyiime avantajlar1 nedeniyle biyoyakit tiretimi i¢in ¢ok iyi
adaylar olarak Onerilmektedir (Dote vd., 1994: 1855; Minowa vd., 1995: 1735). Chlorella
iiretebilmek i¢in, geleneksel yagli tohum mahsullerine nazaran daha az su kullanilmaktadir.
Chlorella sp. gibi mikroalgler, atik (sifir enerji) karbon formunu (CO,) alip onu yiiksek
yogunluklu siv1 enerji formuna (dogal yag) doniistiirebilen ¢ok verimli biyokiitlelerdir (Miao

ve Wu, 2006: 841).

Chlorella suslarinin yaygin olarak kullanildigi diger bir alan da atik su aritimidir. Bu
suslar, farkli atik su tiirlerinde uygun biliyiime ve yiiksek verimde atik giderimi
gostermektedir. Daha Onceki aragtirmalarda, deniz iirlinleri atik sularinda (Nguyen vd., 2019:
493), belediye atik sularinda (Mujtaba ve Lee, 2017: 175) ve merkezi atik sularda (Ge vd,
2018: 311) kullanimi bulunmaktadir. Bu atik sularda yetisen mikroalglerin, toplam fosfor
giderim oranlar1 ve KOI giderim oranlar oldukca yiiksektir (Ji vd., 2013: 2701; Wen vd.,
2017: 250; Zhang vd., 2019: 2).

Bursa Inegdl'de bulunan Kalbur Dere'sinden alinan su numunesinden izole edilen
mikroalgin, EukA ve EukB primerleri ile MG022741.1 gen numarali molekiiler tanimlamasi
sonucu Tetradesmus obliquus oldugu tespit edilmistir. National Center for Biotechnology
Information (NCBI) da yer alan 18s rRNA genin tamami baz alinarak, drnege ait dizi ile
BLAST analizi yapilmigtir. Tetradesmus obliquus'un molekiiler tanimlamasi sonucu elde
edilen 18S rRNA MG022741.1 genomu sekansi Sekil 4.10'da, mikroskop goriintiisii Sekil
4.11'da, agarli BG11 besiyerinde gelisim gosteren morfolojisinin petri goriintiisii Sekil 4.12'de
ve molekiiler tanimlamasi sonucu elde edilen 18S rRNA MG022741.1 genomuna ait jel

goriintiisii Sekil 4.13'de verilmistir.

TGTCTAAGTATAAACTGCTTATACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATAGTTTATTTGGTGG
TACCTTACTACTCGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACGTGCGTAAATCCCGACTTCTGGAAGGGAC
GTATATATTAGATAAAAGGCCGACCGAGCTTTGCTCGACCCGCGGTGAATCATGATATCTTCACGAAGCGCA
TGGCCTTGTGCCGGCGCTGTTCCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGAGGCCTACC
ATGGTGGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGT TCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCC
GAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGATACGGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATACCGG
GCATTTTATGTCTGGTAATTGGAATGAGTACAATCTAAATCCCTTAACGAGGATCCATTGGAGGGCAAGTCT
GGTGCCAGCAGC GGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGTTGCA CGTAGT
TGGATTTCGGGTG( CTAGCGG CTATGGTGAGTACTGCTATGGCCTTC TCTGTCGGGGACGG
GCTTCTGGGCTTCAC CGGAGTCGACGTGGTTACTTTGAGTAAATTAGAGTGTTCAAAGCAG
GCTTACGCCAGAATA TAGCATGGAATAACACGATAGGACTCTGGCCTATCTTGTTGGTCTGTAGGACCG
GAGTAATGATTAAGAGGGACAGT GGGCATTCGTATTTCATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGA
AAGACGAACTACTGCGAAAGCATT CAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTG GCTCGAAG
ACGATTAGATACCGTCGTAGTCTCAACCATAAACGATGCCGACTAGGGATTGGCGAATGTTTTTTTAATGAC
TTCGCCAGCACCTTTTGAGAAATCAAAGTTTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTTGCAAGGCTGAAAATTAA
AGGAATTGACGGAAGGGCACCACC

Sekil 4.10. Tetradesmus obliquus'un Molekiiler Tanimlamasi Sonucu Elde Edilen 18S
rRNA MG022741.1 Genomu Sekansi
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Sekil 4.12. Tetradesmus obliquus'un Agarli BG11 Besiyerinde Gelisim Gdsteren

Morfolojisinin Petri Gorlintiisii

100 BP DNA LADDER

3.000 100
2,000 134

1,500 100

1,000 104
S00 93
S00 83
700Q 73
600 63
500 104
400 42
200 31
200 4z
100 31

100 bp DNA Ladder
196 agarose, 1x TBE

Sekil 4.13. Tetradesmus obliquus'un Molekiiler Tanimlamasi Sonucu Elde Edilen 18S rRNA
MG022741.1 Genomuna Ait Jel Goriintiisii

39



Tetradesmus obliquus, diinya ¢apinda Scenedesmus obliquus olarak da bilinir. Gol ve
nehirler gibi tathh su mikroalgi olan T. obliquus Chlorophyceae'nin bir tyesidir ve dort
kromozomlu bir yapiya sahiptir (Krienitz ve Bock, 2012: 295). T.obliquus'un hiicre duvari
polimerize olmus kompleks karbonhidratlardan ve glikoproteinlerden olusmaktadir (Voigt
vd., 2014: 40; Lisha vd., 2022: 2). Her hiicre, hiicrenin tiim i¢ yiizeyini dolduran tek bir
kloroplast igermekte, pirenoidler de hiicrelerin merkezine yakin bir yerde bulunmaktadir
(Cepak vd., 2007: 263; Wei vd., 2010: 159). Hiicre duvarinin yirtilmasi yoluyla otosporlari
serbest birakarak eseysiz olarak ¢ogalmaktadir. Bununla birlikte, ¢ift kamgili geng gametlerle
eseyli tiremenin nadir vakalari bulunmaktadir (Oliveira vd., 2021: 1595). T.obliquus, azot
bilesiklerinin tilkenmesi, krom ve termal stresler, topak yiginlar1 gibi stres kosullar1 altinda
egik formlar olusturmaktadir (Cain ve Trainor, 1976: 384; Corradiet vd., 1995: 109). Daha
kolay fark edilebilen bagka bir savunma stratejisi de T. obliquus hiicrelerinin koloniler
olusturmasidir (Verschooret vd., 2004: 809). T. obliquus kiiltiiriiniin kolonial yapis1 Sekil
4.14'de verilmistir.

Yizdirme ¢ikintisi

Pektik katman Hiicre
Seliiloz katman | duvan

Cekirdek

Kloroplast

Pirenoid

Sekil 4.14. Tetradesmus obliquus Kiiltiiriiniin Kolonial Yapisi
Kaynak: (Oztiirk, 2019: 4)

T. obliquus, kuru agirhigimin %40'ma kadar triagilgliserol (TAG) biriktirebildigi i¢in
endiistriyel uygulamalar i¢cin umut verici bir aday olarak tanimlanmaktadir. Ayrica, T.
obliquus, azot bilesiklerinin siirlamasi altinda nispeten uzun bir siire boyunca yiiksek
fotosentetik etkinligi koruyabilmekte, bu da 1sikta yiiksek lipit verimi gergeklestirmektedir,
dolayisiyla siiregler yiiksek hacimsel ve alansal {iretkenliklerle sonu¢lanmaktadir (Breuer vd.,
2012: 222).
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T. obliquus; gida, ilag ve kozmetik endiistrilerinde uygulanma potansiyeline sahiptir
(Gilbert-Lopez vd., 2017: 111; Guedes vd., 2013:478). Ayrica, Afify vd. (2018:401), S.
obliquus protein hidrolizatlarinin Coxsackie B3 virlisiine karst antioksidan ve potansiyel
antiviral aktivitelerini dogrularken, Marrez vd. (2019: 10), 6ziit ve 6ziit fraksiyonlarinin umut
verici bir antimikrobiyal ve antikanser bilesik kaynagi oldugunu belirtmiglerdir. Bununla
birlikte in vivo bir ¢alisma, T. obliquus'un diyabet ve dislipidemilerin 6nlenmesinde ve
tedavisinde kullanilabilecegini gostermistir (da Silva vd., 2020: 9). Ayrica, bu mikroalg
biyoetanol, biyodizel, biyogaz ve biyohidrojen iiretiminde (Ferreira vd., 2019: 1170; Mandal
ve Mallick, 2009: 282; Miranda vd., 2012: 342) ve tarimsal iirinlerin ¢imlenmesi ve
bliylimesi i¢in bir biyostimiilan olarak énemli bir uygulamaya sahiptir. (Ferreira vd., 2021: 2;
Navarro-Lopez vd., 2020: 2; Viegas vd., 2021a: 13). T. obliquus hizli biiyiimesi ve kolay
ekimi goz Oniine alindiginda, siirdiiriilebilir iiretim siireclerinde kullanilabilecek umut verici

bir hammadde kaynagini temsil etmektedir (Viegas vd. 2021b:2).
4.2. Antimikrobiyal Aktivite Analizleri

Chlorella vulgaris, Tetradesmus obliquus ve Rhizopus stolonifer'in 6ncelikle etanol ve
metanol ¢oziiciileri, sonrasinda dietil eter ve diklorametan ¢6ziictileri kullanilarak elde edilen
ozitlerin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek i¢in Bacillus subtilis ATCC 6633,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Enterococcus faecalis ATCC 2942, Escherichia coli ATCC 05922, Klebsiella pneumonia
ATCC 13883, Serratia marcescens ATCC 8100 bakterileri ve Candida albicans ATCC
24433, Candida krusei ATCC 6258, Candida parapsilosis ATCC 22019 ve Candida glabrata
ATCC 9 mayalan lizerinde disk diflizyon testi yapilmistir. Pozitif kontrol de bakteriler i¢in
kullanilan Azitromisin antibiyotigi diskinin olusturmus oldugu zon ¢aplar1 25 mm ile 35 mm
arasinda Ol¢ililmiistiir. Mayalar i¢in kullanilan Vorikanazol antibiyotik diskinin olusturmus
oldugu zon c¢aplar1 da 26 mm ve 32 mm arasinda Sl¢tilmiistiir. Etanol ve metanol ¢oziiciileri
ile elde edilen tim oziitler ile emdirilmis disklerin higbirinin ¢evresinde zon olusumu
gozlenmemistir. 3 paralelli ve 2 tekrarli yapilan denemelerin hig¢birinde zon olusumu
goriilmemistir. Literatiirde de etanol ve metanol kullanarak ¢ikarilan oziitlerin, n-butanol,
diklorametan ve dietil eter gibi ¢oziiciileri kullanarak ¢ikarilan oziitlere gére ya daha az ya da
hi¢ antimikrobiyal aktivite gostermedigi belirtilmistir (Demiriz vd., 2011: 1385; Bartolomeu
vd., 2022: 34; Perveen vd., 2022: 2501). Etanol ve metanol oziitleri ile yapilan disk diflizyon

yontemi sonuglarina ait petri gortintiileri Sekil 4.15'de verilmistir.
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Sekil 4.15. Disk Diflizyon Calismalan (Chlorella vulgaris, Tetradesmus obliquus ve
Rhizopus stolonifer'in Etanol-Metanol Oziitleri)

(@) B. subtilis; b) C. krusei; c) S. epidermisidis; d) S. marcescens)

Etanol ve metanol ile c¢ikarllan oziitlerin disk difiizyon sonuglarmin negatif
cikmasindan dolayi, dietileter ve diklorametan ile tekrar oziitler cikarilarak denemeler
tekrarlanmistir. Kullanilan numune miktarlar1 ve elde edilen 6ziit miktarlar1 Tablo 4.1'de
verilmigtir. Tetradesmus obliquus ve Rhizopus stolonifer 6ziitlerinin  antimikrobiyal
aktivitelerinin olmadig1 gozlenirken, Chlorella vulgaris'in  diklorametan &ziitiiniin
Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Bacillus subtilis'e karsi, dietil eter oziitiiniin ise
Escherichia coli ve Bacillus subtilis'e karsi giigli bir aktivite gosterdigi tespit edildi.
Diklorametan ile ¢ikarilan 6ziitiin S. aureus, B. subtilis ve E. coli'ye karst olusturdugu zon
caplan sirasiyla; 26 mm, 24 mm ve 22 mm olarak ol¢iilmiistiir. Dietil eter ile ¢ikarilan 6ziitiin
S. aureus ve E. coli'ye kars1 olusturdugu zon caplari sirasiyla; 25 mm ve 27 mm'dir (Sekil
4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil 4.20).

Tablo 4.1. Numune ve Oziit Miktarlari

Numune Numune miktar1 | Oziit miktar
Chlorella vulgaris 5¢gr 1,3¢gr
Tetradesmus obliquus 5¢gr 0,6 gr
Rhizopus stolonifer Sor 0,20r
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Sekil 4.16._'B.subtilis- C.vulgaris DiklorametanSekil 4.17. S aureus- C.vulgaris Diklorametan
Oziitli Disk Diflizyon Sonucu Oziitli Disk Diflizyon Sonucu

Sekil 4.18. E. coli- C.vulgaris Diklorametan  Sekil 4.19. S. aureus- C.vulgaris Dietil eter
Oziitii Disk Difiizyon Sonucu Oziitii Disk Difiizyon Sonucu

R ———
Sekil 4.20. E. coli- C.vulgaris Dietil eter
Oziitii Disk Difiizyon Sonucu
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Disk diflizyon sonucunda antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenen Oziitlerin
minimum inhibisyon konsantrasyon (MiK) degeri arastirildi. Oziitlerden degisik
konsantrasyonlarda (625-4.88 pg/mL) bir seri test tibli hazirlandi. Steril 96'lik
mikroplatelerin kuyucuklar;, MHB (bakteri)/SDB (Maya), inokulum (1.5 x10® CFU/ml bakteri
/ 6 x 108 CFU/mI maya) ve oziit eklenerek hazirlandi. Son kuyucuk pozitif kontrol olarak
kullanildi. Mikroplateler Elisa Reader ve Jel Goriintiileme cihazlan ile goriintiilendi.
Tetradesmus obliquus ve Rhizopus stolonifer igin pozitif kontrol (ticari antibiyotikler)
kuyucuklart digindaki biitiin kuyucuklarda tireme oldugu goézlemlendi. Tetradesmus obliquus
ve Rhizopus stolonifer 6ziitiiniin antimikrobiyal aktivitesinin olmadig: tespit edildi. Chlorella
vulgaris'in E. coli, S. aureus ve B. subtilis iizerine yapilan MIK deney sonuclarina ait
mikroplate goriintiileri Sekil 4.21, 4.22 ve 4.23'de verildi.

X XXXy

X

Sekil 4.21. Chlorella vulgaris Tiiriinden Elde Edilen Oziitiin E. coli Uzerine MIK
Analizi Mikroplate Goriintiisii

Sekil 4.22. Chlorella vulgaris Tiiriinden Elde Edilen Oziitiin S. aureus Uzerine MiK
Analizi Mikroplate Goriintiisii
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Sekil 4.23. Chlorella vulgaris Tiiriinden Elde Edilen Oziitiin B. subtilis Uzerine MiK
Analizi Mikroplate Goriintiisii

Chlorella vulgaris'in hem dietil eter (dee) hem de diklorametan (dkm) oziitlerinin
Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Bacillus subtilis'e kars1 MIK sonuglar1 Tablo

4.2.'de verildi.

Tablo 4.2. Chlorella vulgaris Tiiriinden Elde Edilen Oziitlerin MIK Degerleri

S. aureus S. aureus E. coli E. coli B. subtilis B. subtilis
(dkm) (dee) (dkm) (dee) (dkm) (dee)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) | (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

78,125 625 78,125 3125 156,25 625

4.3. Mikroalglerin Biyoyakit Hammaddesi Olarak Kullanim Potansiyelinin
Belirlenmesi

Mikroalglerin hiicresel gelisim, optik yogunluk, kuru agirlik, klorofil, toplam lipid
konsantrasyonu ve FAME analizleri yapilmustir.

4.3.1. Hiicresel Gelisim Analizi

Mikroalglerin optik yogunluk Olciimleri ve kuru agirlik tartimlari S'er giin ara ile
toplamda 30 giin sonunda belirlendi. Hem Chlorella vulgaris'in hem de Tetradesmus
obliquus'un degerlerinde 25. giinden sonra azalma goriildii. Erlenlerde yapilan deneyler

sonucunda zamana karsi biiyiime oraninin belirlenmesi ile biiyiik 6lgekte tiretim igin gerekli
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veri saglamistir. Mikroalglerin OD &lgiim ve kuru agirlik ortalama degerleri Grafik 4.1 ve

4.2'de verilmistir

Chiorella vulgaris
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Grafik 4.1. Chlorella vulgaris'in OD ve Kuru Agirlik Degerleri
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Grafik 4.2. Tetradesmus obliquus'un OD ve Kuru Agirlik Degerleri

Mikroalglerin spesifik biiylimii oranlar1 (1) ve maksimum tretkenlikleri (Pmax) esitlik

3.1 ve 3.2'de verilen formiillere gore hesaplandi (Ip ve Chen, 2005: 734). Chlorella vulgaris

ve Tetradesmus obliquus'un biiyiime oranlari sirasi ile 0,13 giin™ ve 0,14 giin™, maksimum

iretkenlikleri 0,61 gr/L.giin ve 1,25 gr/L.glin olarak belirlendi.

4.3.2. Toplam Lipid Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Mikroalgler bitkilere nazaran daha hizli fotosentez hizina ve daha hizli biiylime

oranina sahiptirler ve buna bagli olarak da daha yiiksek miktarda lipid biriktirmektedirler
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(Kar, 2019: 20). Mikroalglerde biriken lipidler genel olarak doymus yag asitleri ve tekli
doymamis yag asitleridir. Bu nedenle mikroalgler, 6zellikle biyodizel gibi biyoyakitlarin

iiretilmelerinde alternatif bir kaynak olarak gdsterilmektedir (Sun vd., 2018: 552).

Chlorella vulgaris ve Tetradesmus obliquus'un toplam lipid konsantrayonu degerleri
gravimetrik hesaplama ile belirlenmistir ve sirasiyla; kuru agirhiklarinin % 22,4 ve %

19,6'sin1n yag oldugu tespit edilmistir.
4.3.3. Klorofil Tayini

Fotosentezde aktif rol oynayan klorofil a ve b pigmentlerinin 151k absorbsiyonlari
fotosentez icin en etkin 151k dalga boyunu gostermektedir (Aktar ve Cebe, 2010: 244).
Mikroalglerin {irettigi klorofiller mikroalgin biiylime hizin1 etkilemesinin yanisira gida
endiistrisinde dogal renklendirici olarak ve antioksidan madde olarak kullanilmaktadir

(Gokpinar vd., 2006: 86).

Mikroalglerin klorofil a ve b degerleri 7., 15. ve 20. giinlerde alinan Orneklerin
(klorofil a i¢in 646,6 nm ve klorofil b i¢in 663,6 nm absorbans degerlerinde) 6l¢iimleri sonucu

Tablo 4.3'te ve Tablo 4.4'de verilmistir.

Tablo 4.3. Chlorella vulgaris'in Klorofil a ve b Degerleri

Chlorella vulgaris (Giin) | Klorofil a (mg/mL) Klorofil b (mg/mL)
7 0,17+0,02 0,29+0,01
15 0,85+0,01 0,57+0,02
20 1,14+0,01 0,79+0,02

Tablo 4.4. Tetradesmus obliquus'un Klorofil a ve b Degerleri

Tetradesmus obliquus (Giin) | Klorofil a (mg/mL) Klorofil b (mg/mL)
7 3,98+0,01 1,61+0,03
15 1,10+0,10 1,12+0,03
20 0,64+0,05 0,55+0,02

4.3.4. Mikroalglerin Serbest Yag Asitlerinin Kimyasal Analizi

Rhizopus stolonifer, Chlorella vulgaris ve Tetradesmus obliquus'un yag asidi metil
esterlerinin (FAME) analizi GC-FID ile yapildi. Referans bilesiklerden olusan standart (37-
Component FAME Mix) ile karisilastirilarak degerlendirilen sonuglarda, Chlorella vulgaris
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mikroalginde 62515,62 pg/mL Biitirik asit (C4), 338,62 png/mL Kaproik asit (C6), 93,26
pg/mL Miristik asit (C14), 10,03 ug/mL Pentadekanoik asit (C15), 45,54 pg/mL Palmitik asit
(C16), 16,42 pg/mL Linolelaidik asit (C18:2) ve 55,89 pg/mL Arasidonik asit (C20:4) basta
olmak iizere yag asitleri icerdigi tespit edildi (Tablo 4.5.). Grafik 4.3'de C. vulgaris'e ait

kromatogram verilmistir.

Tablo 4.5. Chlorella vulgaris'in Yag Asitleri Igerigi

s Konsantrasyon 1 utma . Yag
Yag Asidi Stiresi Pik Alam Asidi
(ng/mL) (dk) Grubu
C4-Biitirik asit 62515,62 2,798 69939186 DYA
C6-Kaproik asit 338,62 3,415 3731 DYA
Cl4-Miristik asit 93,26 5,728 1563 DYA
Cl4:1-Miristoleik asit 1,25 6,303 1174 TDYA
C15-Pentadekanoik asit 10,03 7,864 3354 DYA
C16-Palmitik asit 45,54 9,663 74608 DYA
C16:1-Palmitoleik asit 1,741 11,027 8031 TDYA
C17-Heptadekanoik asit 0,6 12,025 1783 DYA
C18-Stearik asit 2,78 13,771 8612 DYA
C18:1-Elaidik asit 4,39 15,522 4726 TYA
C18:2-Linoleik asit 1,85 16,293 9857 CDYA
C18:2-Linolelaidik asit 16,42 17,316 246132 TYA
C18:3-g-Linolenik asit 4,023 18,314 10448 CDYA
C18:3-a-Linolenik asit 3,51 19,287 9606 CDYA
C20:1-cis-11-Eikosenoik asit 7,99 21,912 83422 TDYA
C22:3-cis-8,11,14-Eikositrienoik asit 9,024 24,312 87711 CDYA
C20:4-Arasidonik asit 55,89 26,816 264602 CDYA
C20:5-cis,5,8,11,14,17-Eicosapentanoik asit 1,007 28,353 9697 CDYA

DYA: Doymus yag asidi; TDYA: Tekli doymamis yag asidi; TYA: Trans yag asidi; CDYA: Coklu
doymamis yag asidi.
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Grafik 4.3. Chlorella vulgaris Yag Asidinin Kromatogrami

Tetradesmus obliquus mikroalginde 54063,79 png/mL Biitirik asit (C4), 466,09 pg/mL
Kaproik asit (C6), 505,28 pg/mL Triundekanoik asit (C13), 2354,08 pg/mL Miristik asit
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(C14), 103,92 pg/mL Palmitik asit (C16), 203,68 pg/mL cis-8,11,14-Eikositrienoik asit
(C22:3), 225,1 ug/mL Arasidonik asit (C20:4) basta olmak {izere yag asitleri igerdigi tespit
edildi (Tablo 4.6.). Grafik 4.4'de T. obliquus'a ait kromatogram verilmistir.

Tablo 4.6. Tetradesmus obliquus'un Yag Asitleri Igerigi

. Konsantrasyon . Utma . Yag

Yag Asidi Stiresi Pik Alani Asidi
(ng/mL) (dk) Grubu

C4-Biitirik asit 54063,79 2,799 68886016 DYA
C6-Kaproik asit 466,09 3,417 2652 DYA
C10-Kaprik asit 0,47 4,41 15783 DYA
C11-Undekanoik asit 6,22 4,843 12922 DYA
C13-Triundekanoik asit 505,289 5,59 21916 DYA
C14-Miristik asit 2354,08 5,824 116933 DYA
Cl4:1-Miristoleik asit 4,11 6,305 1725 TDYA
C15-Pentadekanoik asit 26,88 7,862 5940 DYA
C16-Palmitik asit 103,92 9,345 3332 DYA
C16:1-Palmitoleik asit 13,91 10,295 7263 TDYA
C17-Heptadekanoik asit 24,36 12,256 4612 DYA
C18-Stearik asit 14,15 13,472 1428 DYA
C18:1-Oleik asit 2,87 14,695 17873 TDYA
C18:1-Elaidik asit 8,28 15,519 7991 TYA
C18:2-Linoleik asit 9,94 16,293 28452 CDYA
C18:2-Linolelaidik asit 13,09 16,936 12991 TYA
C18:3-g-Linolenik asit 1,818 18,395 4722 CDYA
C18:3-a-Linolenik asit 9,63 18,754 6967 CDYA
C20-Arasidik asit 4,19 20,171 5184 DYA
C20:1-cis-11-Eikosenoik asit 10,83 21,286 16797 TDYA
C20:2-cis-11,14-Eikosadienoik asit 1,92 22,706 21290 CDYA
C22:3-cis-8,11,14-Eikositrienoik asit 203,685 24,373 1979827 CDYA
C20:4-Arasidonik asit 225,1 26,825 59307 CDYA
C20:5-cis,5,8,11,14,17-Eicosapentanoik asit 73,596 28,955 709026 CDYA
C22:1-Erusik asit 8,506 34,269 42447 TDYA

DYA: Doymus yag asidi; TDYA: Tekli doymamis yag asidi; TYA: Trans yag asidi; CDYA: Coklu
doymamis yag asidi.
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Grafik 4.4. Tetradesmus obliquus Yag Asidinin Kromatogrami

Rhizopus stolonifer'de; 73958,52 ng/mL Biitirik asit (C4), 343,42 pg/mL Kaproik asit
(C6) ve 47,5 ng/mL Palmitik asit (C16) basta olmak iizere yag asitleri oldugu tespit edildi

(Tablo 4.7). Grafik 4.5'te R. stolonifer'e ait kromatogram verilmistir.

Tablo 4.7. Rhizopus stolonifer'in Yag Asitleri Igerigi

A g Konsantrasyon T.‘.’tm?‘ . Ya.g .

Yag Asidi (ug/mL) Stiresi Pik Alam1  Asidi
(dk) Grubu

C4-Biitirik asit 73958,52 2,798 713619146 DYA
C6-Kaproik asit 343,42 3,415 12185 DYA
C15:1-cis 10 Pentadekenoik asit 10,485 8,26 77563 DYA
C16-Palmitik asit 47,5 9,664 133004 DYA
C18:1-Elaidik asit 1,57 15,52 4211 TDYA
C18:2,6-Linoleik asit 2,39 16,29 12688 CDYA
C18:2-Linolelaidik asit 9,01 17,32 135036 TYA
C20:1-cis-11-Eikosenoik asit 11,52 21,92 120274 TDYA

DYA: Doymus yag asidi; TDYA: Tekli doymamis yag asidi; TYA: Trans yag asidi; CDYA: Coklu

doymamis yag asidi.

50



0UV(x10,000)

|Chromatogr
5|

50 75 100 125 15.0 175 20.0 225 25.0 275 30.0 325 35.0 375 40.0 425 450 min

Grafik 4.5. Rhizopus stolonifer Yag Asidinin Kromatogrami
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5. SONUC VE TARTISMA

Bu tez calismasinda, Istanbul Bostanci Sahili ve Canakkale Merkez Limani'nda
meydana gelen miisilaj yapisindan alian tuzlu su (deniz) numunelerinden ve Bursa Inegdl
Kalbur Deresi'nden alman tathh su (dere) numunesinden izole edilerek molekiiler
tanimlamalari yapilan bir adet kiif ve iki adet mikroalgin antimikrobiyal aktivite ve biyoyakit

hammadde kapasiteleri arastirilmistir.

Molekiiler tanimlamalar sonucunda fungusun Rhizopus stolonifer, mikroalglerin ise
Chlorella vulgaris ve Tetradesmus obliquus oldugu tespit edilmistir. Shenoy (2007) yapmis
oldugu calismada Rhizopus stoloniferin LROR ve LRS5 primerleri ile ITS molekiiler
tanimlamasinin yapildigini belirtmistir ve aym ydntemle bu ¢alismada da Istanbul Bostanci
Sahili'nden alinan fungusun tanimlamas1 yapilmistir. Burja vd. (2001) yaptig1 calismaya gore
okaryotik yesil alg olan ve tir seviyesinde Chlorella vulgaris olarak tanimlanan algin
tanimlanmasinda sadece kloroplast genomu primerleri olan CYA 359F ve 781R primerleri
kullanilarak 16S molekiiler tanimlamasi yapilmistir. Benzer yontemle bu calismada da
Canakkale Merkez Liman Kiyisi'ndan alinan yesil algin Chlorella vulgaris oldugu tespit
edilmistir. Andrade vd. (2014) Scenedesmus obliquus'un 18S rRNA EuKA ve EuKB
primerleri ile molekiiler tanimlamasini yaptiklarini belirtmislerdir. Bu ¢alismada da benzer
yontem ile Bursa Inegdl Kalbur Dere'sinden alman yesil algin Tetradesmus obliquus oldugu

belirlenmistir.

Mikroorganizmalarin antimikrobiyal aktivite ve biyokiitlelerinin biyoyakit hammadde
kapasitelerinin belirlenmesi i¢in biiyiik olgekli tiretim c¢alismalar1 yapilmistir. Ayrica
mikroalglerin biiyiime oranlari, optik yogunluklari, kuru agirliklari, toplam lipid

konsantrasyonlar1 ve klorofil miktarlar tespit edilmistir.

Disk diflizyon ve minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) yontemi ile R.
stolonifer, C. vulgaris ve T. obliquus'un antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistir. Deneyler
sonucunda etanol, metanol, dietil eter ve diklorametan ¢oziiciileri ile ¢ikarilan Rhizopus
stolonifer ve Tetradesmus obliquus'a ait Oziitlerin antimikrobiyal aktivite gostermedigi,
Chlorella vulgaris'in de sadece diklorametan ve dietil eter 6ziitlerinin antibakteriyel aktivitesi
oldugu belirlenmistir. Chlorella vulgaris'in dietileter 6ziitiiniin Staphylococcus aureus,
Escherichia coli ve Bacillus subtilis'e kars1 MIK degerleri sirasiyla; 625, 312,5, 625 pg/mL ve
diklorametan oziitiiniin MiK degerleri ise; 78,125, 78,125 ve 156,25 pg/mL olarak tespit
edilmistir. Yilmaz (2019) yapmis oldugu bir ¢alismada, Chlorella protothecoides'in yagini %
5 ve % 10 luk dimetil siilfoksit (DMSO) konsantrasyonlarinda Penicillium chrysogenum ve
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Aspergillus parasiticus funguslarina kars1 disk difiizyon testi uygulamistir. Her iki fungal
patojende misel olusumunun azaldig1 tespit edilmistir. Kontrol antibiyotiginin zon caplari
sirastyla 30 mm ve 20 mm iken, alg ekstraktinin zon caplart 21 mm ve 17 mm olarak
belirtilmistir (Y1lmaz, 2019: 221). Vehapi vd. (2021) U. lactuca,C. vulgaris, C. minutissima
and C. protothecoides alglerinin ekstraktlarinin Fusarium oxysporum fungusunun iizerinde
disk diflizyon analizi yapmistir. Bu analiz sonucunda C. vulgaris, C. minutissima, C.
protothecoides ve U. lactuca i¢in sirasiyla 53 mm, 59 mm, 54,50 mm ve 47 mm zon gaplari
belirlenmistir. Kontrol antibiyotik i¢in zon ¢apinin 76,50 mm oldugu belirtilmistir (Vehapi
vd., 2021: 39).

Mikroalglerin optik yogunluk ve kuru agirlik tartimlar1 5 giinde bir yapilarak, spesifik
bliyiime oranlari ve maksimum {retkenlikleri hesaplanmistir. Chlorella vulgaris ve

Tetradesmus obliquus'un biiyiime oranlar1 sirast ile 0,13 giin™ !

ve 0,14 giin™, maksimum
tiretkenlikleri 0,61 gr/L.glin ve 1,25 gr/L.giin olarak belirlenmistir. Blair vd. (2014) yapmis
olduklar1 bir ¢alismada C. vulgaris'in beyaz 11k altindaki biiyiime oranmin 0,369 giin™ ve
iretkenliginin 0,019 gr/L.giin oldugunu belirtmislerdir (Blair vd.,2014: 667). Nadzir vd.
(2018) yapmis olduklar1 bir calhismada T. obliquus'un 0,22 giin® biiyiime oram ve 0,115
gr/L.giin tiretkenligi oldugunu belirtmislerdir (Nadzir vd., 2018: 3). Bu calismada literatiirde
benzer ¢aligmalarda elde edilen sonuglara gore mikroalglerin iiretkenliklerinin daha yiiksek

oldugu sonuglar elde edilmistir.

Chlorella vulgaris ve Tetradesmus obliquus'un toplam lipid konsantrayonu degerleri
gravimetrik hesaplama ile belirlenmistir ve kuru agirliklarinin sirasiyla; %22,4 ve %19,6'sinin
yag oldugu tespit edilmistir. Literatiirde mikroalglerin yapilarinda %4-80 lipid, %10-70
protein ve %6-57 karbonhidrat olmak tizere pek ¢ok bilesen bulundugu belirtilmistir (Elgik ve
Cakmake1, 2017:796; Sirinyildiz ve Yorulmaz, 2022: 102; Aktar ve Cebe, 2010: 239). Akgiil
ve Akgil (2022) yapmis olduklari bir ¢alismada Tetradesmus obliquus'un toplam lipid
degerinin %15,6 oldugunu belirtmislerdir (Akgiil ve Akgiil, 2022: 532). Akgiil (2021) yapmis
oldugu calismada Chlorella vulgaris'in kuru agirliginin % 10'nun lipid oldugunu belirtmistir
(Akgtl, 2021: 99). Bu ¢alismada kullanilan mikroalglerin kuru agirliklarinin toplam lipit
iceriklerinin daha onceki yapilan calismalarda elde edilen degerlere oranla daha yiiksek

oldugu goriilmiistiir.

Klorofil a i¢in 646,6 nm ve klorofil b i¢cin 663,6 nm absorbansda 6l¢iilen degerlere
gore yapilan hesaplar sonucunda; en yiiksek klorofil a ve b degerlerini C. vulgaris 20. giinde

(1,24 - 0,79 mg/mL) verirken, T. obliquus i¢in 7. giinde (3,98-1,61 mg/mL) goriilmiistiir.
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Marin vd. (2010) yapmis olduklari ¢alismada C. vulgaris ve S. obliquus mikroalglerinin
yiiksek oranda klorofil a ve b igerdiklerini belirtmis ve hiicresel klorofil miktarlarini sirasiyla;
0,45 ve 2,21 pg oldugunu belirtmislerdir (Marin vd., 2010: 60). Akgil (2021) yapmis oldugu
calismada C. vulgaris'in farkli aydinlatma siirelerine gore klorofil a ve b degerlerinin
degistigini ve en yliksek 7000 lux 151k altinda sirasiyla 9 pg/mL ve 4,2 pg/mL oldugunu
belirtmistir (Akgiil, 2021: 42).

Chlorella vulgaris ve Tetradesmus obliquus'un GC-FID (Shimadzu 2010) ile yapilan
yag asidi metil esterlerinin (FAME) analizi sonucunda biitirik asit, kaproik asit, miristik asit,
aragidonik asit ve palmitik asit her iki mikroalg igeriginde yliksek oranlarda bulunmaktadir.
Rhizopus stolonifer'in GC-FID (Shimadzu 2010) ile yapilan yag asidi metil esterlerinin
(FAME) analizi sonucunda da biitirik asit, kaproik asit, palmitik ve linolelaidik asit yiiksek
miktarlarda bulunmaktadir. Palmitik asit biyoyakit (biyodizel) ve kozmetik {iretiminde;
palmitoleik asit cilt bakim {iriinlerinde; oleik asit gida takviye {irlinlerinde ve ilag
maddelerinde kullanilmakta ve y-linolenik asit de (C18: 3n6) bir omega 6 yag asididir
(Cervantes vd., 2018: 20). Biyodizelde bulunan en yaygin yag asidi metil esterleri, ayni
zamanda bu ¢alismada izole edilen iki mikroalg ve bir fungus tiiriinde sentezlenen yag asitleri
olan palmitik asit, stearik asit, oleik asit, linoleik asit ve linolenik asittir. Bu yaygin yag
asitlerinin transesterifikasyonu ile elde edilen biyodizel, petrol tiirevi dizel yakitina gore
birgok avantaja sahiptir. Biyodizel CO,;, CO ve hidrokarbon emisyonlarini ve partikiil
emisyonlarini azaltir (Kaur vd., 2012: 339). C. vulgaris ve T. obliquus mikroalglerinde ortak
olarak en yiiksek oranda bulunan biitirik asit; gida maddeleri, icecek endiistrisi,
antimikrobiyal ajan, parfiim endiistrisi, plastik malzeme ve tekstil endiistrisinde siklikla
kullanilmaktadir (Caglar vd., 2017: 215). Tez kapsaminda tanimlanan fungus ve mikroalg
lipitlerinin C16 ve C18 numarali karbon atomca zengin olmalar1 bu hiicrelerin biyodizel
iretiminde kullanilacak hammaddeler oldugunu isaret etmektedir (Tekin vd., 2021: 8; Sajjadi
vd., 2018: 204). Tez kapsaminda tanimlanan mikroalg hiicreleri arasinda en yiiksek C16 ve
C18 metil esteri icerigine sahip olan mikroalg 177,61 pg/mL (C16+C18) ile T. obliquus'un
oldugu ve R. stolonifer'in C16+C18 metil esterleri toplami1 da 60,47 pg/mL bulunmustur.
Hogan vd. (2021) Amphora sp. isimli mikroalgin yiiksek oranda biyodizel ve biyoetanol
tiretim kapasitesinin oldugunu rapor etmistir. Mi vd. (2022) T. obliquus'un iiretiminde karbon
kaynag1 eklenmesi ile daha fazla biyokiitle ve lipit i¢erigine sahip oldugunu saptamistir. Silva
vd. (2022) C. vulgaris'in yiiksek oranlarda palmitoleik, linolenik ve linolelaidic asit igerdigini

ve kaliteli bir biyodizel i¢in ideal 6zelliklere sahip oldugunu gostermistir ( Hogan vd., 2021:
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1; Mi vd.,: 1; 2022; Silva vd., 2022: 1). Hasni vd. (2023) ti¢ farkli fungus tiirii ile yapmis
olduklar1 ¢alismada (Aspergillus niger, Aspergillus oryzae ve Rhizophus sp.) en yiiksek yag
iceriginin Rhizophus cinsinde oldugunu belirtmis ve toplamda % 56 oraninda doymus yag
asitleri igerdigini tespit etmislerdir (Hasni vd., 2023: 6). Literatiirdeki benzer mikroalgler ve
fungus tiirii ile karsilastirildiginda, iilkemiz sinirlart igerisindeki lokasyonlardan izole edilen
ve tez kapsaminda tanimlanmis yerli izolatlarin biyoyakit hammaddesi olarak kullanilabilir

ozellikte oldugu tespit edilmistir.
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