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Ozet

Bu calisgmada Nemrut Volkanik Goli’nden izole edilen bir Chlorella sp. mikroalginde oksitatif stresin diizeyine bagl
olarak triagilgliserol miktarinda ve formasyonundaki degisiklikler incelenmistir. Bu amagla mikroalglerde oksidatif stresi
uyarmak i¢in bilyime ortamlarina 1uM, 5uM, ve 20uM yogunluklarda hidrojen peroksit (H,O,) uygulanmustir. Hidrojen
peroksit uygulamasi ilk giinden itibaren biiyiimede onemli diizeyde baskilanmaya sebep olmustur. Uygulamanin ilk 5
giiniinde biiyiimedeki baskilanma artmus, takip eden giinlerde 1uM ve 5uM H,0, uygulanan gruplarda biiylime yeniden
gelismis ve baskilanma kalkmustir. Mikroalglerin H,O, igerikleri, ugulanan H,O, yogunlugu ile orantili sekilde artmustir.
Mikroalglerin klorofil ve karotenoid igerikleri H,O, uygulanan gruplarda konsantrasyon ile dogru orantili olarak ilk 24 saatte
artmig, daha sonra da lineer olarak azalmistir. Mikroalglerin triagilgliserol icerikleri ozellikle 5uM H,0, uygulamasina
cevapta ilk 24 saatte yaklasik olarak 2,1 kat artis ile en yiiksek diizeyde gergeklesmistir. Floresans goriintiileme ile elde edilen
sitoplazmik lipid cisimi iiretimindeki artig da bu veriyi desteklemistir. Bdylece, bu ¢alisma ile elde edilen sonuglar kisa siireli
ve diisik yogunlukta H,O, uygulamasimnin mikroalglerden biyodizel hammaddesi olan triagilgliserol {iretiminde
kullanilabilecek bir yaklasim oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Chlorella, H,0,, nétral lipid, oksidatif stres, triagilgliserol.

Enhancement of Triacylglycerol Production via H,O, Application in Chlorella sp. Isolated from Nemrut Crater Lake
(Bitlis/Turkey)

Abstract

In this study, oxidative stress depended changes in lipid production and formation in Chlorella sp. was analyzed. The
strain was isolated from Lake Nemrut which is a volcanic lake located in Bitlis province. In order to induce oxidative stress
in microalgae 1uM, 5uM, and 20uM hydrogen peroxide (H,O,) were added into the growth media. Hydrogen peroxide
application caused a significant decrease in growth starting from the first day of incubation. Following decrease of the growth
for first five-days, microalgae started to grow up as a response to 1uM and 5uM H,0O, application. The H,0, contents of
microalgae increased in proportion to the applied H,O, concentation. Total chlorophyll and carotenoid contents showed a
gradual increase during first 24 hours of H,O, application, and then a linear decrease was followed afterwards. A maximum
of 2.1 fold increase in triacylclygerole content of microalgae was recorded after 24 hours of 5uM H,0O, aplication.
Fluorescence imaging of cytoplasmic lipid bodies support this datum. Thus, results of this study showed that short-term and
low-density H,0, application might be used as a potential approach to induce microalgal triacylglycerol production as a
biodiesel feedstock.

Keywords: Chlorella, H,O,, neutral lipid, oxidative stress, triacylglycerol.

GIRIS

Kisa yasam dongiileri, kolay manipiile edilebilmeleri ve tarima uygun olmayan alanlarda kolayca
iiretilebilmeleri gibi 6zellikleriyle mikroalgler, siirdiiriilebilir yolla katma degeri yiiksek iiriin eldesi
icin biyoteknoloji endiistrisinde dnemli bir kullanim potansiyeline sahiptir. Genel olarak biyotik ya da
abiyotik stres faktoriine cevapta mikroalglerde ergastik maddeler ya da sekonder metabolitlerin
iiretimi degiskenlik gosterir.
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Mikroalglerin biyodizel hammaddesi olarak kullanilan triagilgliserol iiretim etkinliginin artirilmasi
iizerine simdiye kadar yapilan c¢alismalar ¢ogunlukla abiyotik stress faktorlerinin uygulanmasi ile
biiylimede baskilanmanin yaninda nétral lipid tiretiminde artigin saglandigi ¢aligmalardir (Sharma vd.,
2012). Simdiye kadar yapilan c¢aligmalarda baslica disiik sicaklik (Elmoraghy vd., 2012),
makroelement aglig: (Elibol Cakmak vd., 2014), mikroelement fazlaligi (Chen vd., 2011), tuzluluk
(Mohan ve Devi, 2014), yiiksek (He vd., 2015) ya da dusiik 151k siddeti (George vd., 2014), pH (Elibol
Cakmak, 2018) ile azot kaynagindaki degisimin (Elibol Cakmak, 2019) ¢ok sayida mikroalg tiiriiniin
ndtral lipid tretiminin artirilmasi iizerine olumlu etkilerinin olugu bildirilmistir. Diger taraftan
abiyotik stress uygulamasinin sebep oldugu biiyiimedeki baskilanma ile nétral lipid iiretiminin
mikroalglerde olusan oksidatif stresin diizeyi ile dogrudan iligkili olabilecegi degerlendirilmistir (
Solovchenko, 2012; Elibol Cakmak vd., 2015).

Literatiirde bildirilen 10 farkli tiirle temsil edilen Chlorella (Chlorophyta) cinsi mikroalgler
heterotrof, miksotrof ya da fotoototrof olarak yetistirilebilmektedir ve biyodizel hammaddesi olarak
kullanilan nétral lipid iiretiminde biyoteknolojik olarak firetilebilme potansiyeli tasirlar (Petkov ve
Garcia, 2007). Chlorella cinsi mikroalglerdeki lipid igeriginin kuru agirhigm %14-%63’{ oraninda
degisebildigi bildirilmistir (Gouveia ve Oliveira, 2009; O’Grady ve Morgan, 2011). Notral lipid
iiretiminin artirilmasi igin yapilan stres uygulamalari bir yana 6zellikle evsel ve endiistriyel atiksularda
diger yesil mikroalglere gore daha genis bir yayilim gosteren Chlorella tiirlerinin oksidatif strese
toleransli olduklar1 ve bu bdlgelerden izole edilen mikroalglerin biyodizel hammaddesi {iiretimi
acisindan daha etkili oldukar1 yoniinde bulgular bildirilmistir (Osundeko vd., 2013; Sibi vd., 2016).

Hidrojen peroksit alglerde ¢ogunlukla fotosentez ve solunum esnasinda normal olarak hiicre
icerisinde tretilen, ancak asir1 birikmesi durumunda ¢ok sayida metabolik faaliyeti sekteye ugratan ve
oksidatif hasara sebep olabilen gii¢lii bir oksidanttir (Mallick ve Mohn, 2000). Bu ¢alismada, Bitlis il
siirlart igerisinde bulunan volkanik bir gol olan Nemrut Goéliinden izole edilen Chlorella sp.
mikroalginde artan yogunluklarda hidrojen peroksit uygulamasi ile mikroalglerde olusturulan oksitatif
stresin diizeyine bagl olarak lipid miktarinda ve formasyonundaki degisiklikler incelenmistir.

MATERYAL ve YONTEM
Tiiriin izolasyonu, Tanimlanmas: ve Biiyiitme Kosullar

Chlorella sp. mikroalgi Bitlis ilinde bulunan bir volkanik gol olan Nemrut Krater Goliinden
(42°15'25"N 38°31'11"E), izole edilmistir. Chlorella sp. tiirii morfolojik (Bellinger ve Sigee, 2015)
tanimlamanin yani sira 18S rRNA geninin sekans analizi yapilarak da teshis edilmistir. Bu amagla
PCR’la ¢ogaltilan genomik DNA parcasinin sekans analizi (Hoham vd., 2002)’e gore yapilmistir. Tiir
tamimlama amaciyla DNA  c¢ogalinm ve  Sanger sekans analizi igin ileri = 5'-
TGATCCTTCYGCAGGTTCAC-3' ve geri: 5-ACCTGGTTGATCCTGCCAG-3' birbirini takip eden
primerler kullanilmistir. Sekans sonucu elde edilen sonuglar NCBI-BLAST programui kullanlarak
degerlendirilmistir.

Bu ¢alismada mikroalgler igerisinde 0,25g/L NaNOs, 0,18¢/L KH,PO,4, 0,075¢g/L MgS0O,.7H,0,
0,025 g/L CaCl,.2H,0, 0,075g/L K,;HPO,, 0,0025g/L NaCl, 0,1g9/L Na,EDTA, 0,05g/L FeSO,.7H,0,
0,19/L H3B3;, 18,1 mg/L MnCl,-4H,0, 2,22 mg/L ZnS04.7H20, 3,9mg/L Na,Mo0O,-2H,0, 0,8mg/L
CuS0y4-5H,0, ve 0,5mg/L Co(NO3)2.6H20 bulunan ve pH’s1 6,8’e ayarlanmis olan Bold’s Basal
Medium biiylitme ortaminda kiiltiire alinmuglardir (Bischoff ve Harold, 1963). Calisma igin
mikroalgler dort gruba ayirilmustir. Igerisinde 100ml hacimde 0, 1uM, 5uM, ve 20uM H,0, ilave
edilmis olan BBM ¢ozeltisi bulunan 250ml’lik erlenlerde kiiltiire alinan mikroalglerin bityiime hizlari
120 rpm devir hizinda 26°C’ye ayarlanmis ¢alkalamali inkiibatorde 250 wE/(m?/s) siirekli 151k altinda
12 giin boyunca takip edilmis, inkiibasyondan 2, 8, 24, 48 ve 72 saat sonra hasat edilen ornekler
belirlenen analizler i¢in kullanilmistir. Mikroalglerin biiylimelerinde meydana gelen degisiklikler her
24 saatte bir optik yogunluga gore 680nm dalga boyunda belirlenen absorbans degisimleri esas
almarak takip edilmistir.

Mikroalglerin i¢erdikleri H,O, Yogunlugunun Belirlenmesi

Mikroalglerdeki H,O, miktarinin tayini (Shin vd., 2005)’e gore Amplex Red Hydrogen Peroxide/
Peroxidase Assay Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) kullanilarak gerceklestirilmistir. Analiz i¢in
100mg mikroalg 6rneginin iizerine 150pul fosfat tamponu (20 mM KH,PO,, pH 7.4) ilave edilmis, 2dk
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boyunca sonikasyon ile hiicrelerin parcalanmasi saglanmig ve 12000 xg devir hizinda 5dk boyunca
4°C°de santrifiijlenerek elde edilen siipernatant drnekleri kullanilmistir.

Toplam Klorofil ve Toplam Karotenoidlerin Spektrofotometrik Tayini

Mikroalglerin igerdikleri toplam klorofil ve karotenoid miktar1 (Jeffrey ve Humphrey, 1975)‘den
modifiye edilerek spektrofotometrik metodla belirlenmistir. Tayin igin 100g mikroalg 6rnegi lizerine
500 pl %90’lik aseton ilave edilerek 15 dk boyunca karistirilmis ve 10000 xg devir hizinda 5 dk
boyunca 4°C’de santrifiij edilmis, 250ul siipernatant 96 kuyucuklu plaga yiiklenmistir. Siipernatan
absorbanslar1 sirastyla 750, 664, 647, 470 ve 630 nm’dalga boylarinda %90’lik aseton koriine karsi
okunmustur. Toplam Klorofil ve karotenoid miktarlar1 (Jeffrey ve Humphrey, 1975) tarafindan
bildirilen denklemler kullanilarak hesaplanmis olup toplam klorofil sonuglar1 klorofil a ve b’nin
toplami olarak sunulmustur.

Sitoplazmik Lipid Cisimlerinin Floresans Goriintiilenmesi

Mikroalglerde olusan sitoplazmik lipid cisimlerinin goriintiilenmesi amaciyla mikroalgler (Elsey
vd., 2007) tarafindan tarif edildigi sekilde Nil kirmizisi ile boyanmistir. Buna goére, 680nm dalga
boyunda yapilan 6l¢iime gore alinarak absorbans degerleri 0,2-0,3 araliginda seyreltilmis olan 1 ml
hacimde mikroalg 6rneklerinin igerisine Spg/ml Nil kirmizis1 (Invitrogen) ilave edilmis ve mutlak
karanlikta 15dk boyunca oda sartlarinda hafif sekilde ¢alkalanmak suretiyle karistirilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda orneklerin floresans goriintiileri TXRED (560nm ex-630nm em) filtresi ile
floresans mikroskop sistemi (Zeiss AXIO Imager M2) kullanilarak elde edilmistir.

FT-IR analizi ile Triacilgliserollerin miktarsal tayini

Mikroalglerin firettikleri triagilgliserollerin (TAG) miktarsal tayinleri Fourrier Transform Infrared
Spektroskopisi (FT-IR) analizi ile nisbi olarak belirlenmistir. Olgiim igin 50mg liyofilize edilmis
mikroalg ornekleri pens yardimiyla dogrudan ATR modiilii ile desteklenmis FT-IR (PerkinElmer-
L160000A, USA) cihazinin 6rnek modiiliine yerlestirilmistir. Numune alicisinin kizilétesi spektrumu,
4000-400 cm™ dalga boyu araliginda 128 tarama ile kaydedilmistir. FTIR analizinde ¢evresel
kosullardan fazla etkilenmiyen absorbsiyon bandi olan Amid 1 (1652 cm-1) degeri dogrulama degeri
olarak secilmistir. Boylece, trigliseritlerin ester grubunun (C=O) titresimi (1744 cm™) ile verdigi
absorbsiyon degerinin  Amid 1 degerlerine oranlanarak mikroalglerdeki triagilgliserol
konsantrasyonlarinda meydana gelen degisiklikler tespit edilmistir (Mairet vd., 2011). Daha sonra
H,O, uygulanan mikroalglerden elde edilen TAG/Amid 1 oranlar1, H,O, uyglanmayan kontrol grubu
ile elde edilen TAG/Amid 1 oranina bdliinerek mikroalglerin TAG igeriklerinde meydana gelen nisbi
degisim “—n kat1 degisim” olarak grafiklendirilmistir.

Bu ¢alismada deney iki farkli zamanda 3 biyolojik tekrar kullanilarak yiiriitiilmiis ve elde edilen
verilerin ortalamalar1 sunulmustur. Degerler arasindaki istatistiksel farkliliklar ikinci dereceden iki
kuyruklu student t-test uygulamasi kullanilarak degerlendirilmis, %95 veya daha yiiksek oranda farkli
oldugu belirlenen veriler 6nemli bulgular olarak degerlendirilmistir.

BULGULAR

Herhangi bir stres faktorii uygulandiginda mikroalglerin biiylimelerinde meydana gelen degisim,
stresin siddeti hakkinda bir fikir verebilir. Bu ¢aligmada mikroalglerin biiylimesi ortama 1, 5 veya
20uM H,0, ilave edildiginde ilk giin sirasiyla yaklasik %21, %25 ve %31 oraninda baskilanmistir
(Sekil 1). Biiyliimedeki baskilanma zamana bagli olarak artmis ve 5. giiniin sonunda biiyiimedeki
baskilanma sirasiyla %59, %60 ve % 62 olarak belirlenmis, bu siireden sonra 1 ve 5uM H,0, ilave
edilmis olan grupta yeniden biiylime gerceklesmeye baslamis ve hatta biiylime hizlanmistir.
Biiylimedeki baskilanma 1 ve 5uM H,0; uygulanan gruplarda 12 giinliik inkiibasyonun sonunda %32
ve %36 diizeylerinde iken 20uM H,0, uygulanmis olan grupta biiylimedeki baskilanma lineer olarak
artmig ve %68 ile en yiiksek degere ulagsmistir (Sekil 1a,b).

282



SELCUK ve CAKMAK 2019 ActAquaTr 15(3), 280-288

Kontrol
1uM H,0,
SuM H,0,
20puM H,0,
o-o L] L] L] L] L L L L] L] L] L] L)
01 2 3 456 7 8 9 10 1112
Giinler
b)
1. Giin 2. Giin 3. Giin 4. Giin 6. Giin 8. Giin 10. Giin 12. Giin
v < S ﬁ N B n»
Kontrol : R . ann p J W nn .‘
i I e e WM e s i
1nM s 9 ' N % AR ORN
H202 : LU
- et O | S g
SuM i n 776 RAN g A T AR Y
H202 —

———— S s
v [HREE T O RQEEET "E Ty
H202 .
———
Sekil 1. Artan yogunluklarda H,O, uygulanan mikroalglerin biiyiimelerinde meydana gelen degisimi
gosteren a)Absorbans 6lgiimleri ile b) erlen goriintiileri

Mikroalglerin biiyiimelerindeki baskilanma ilk 5 giinlik inkiibasyonun sonundalpM ve 5uM
uygulamalarda en yiliksek diizeylere ¢ikmig, 20uM H,0, uygulanan grupta da bu siireden sonra
duragan bir seyir izlenmistir. Bu sebeple takip eden analizler 5 giin boyunca hasat edilen 6rnekler
kullanilarak yiirttilmistir. Mikraolglerin hiicresel H,0, igerikleri ortama uygulanan H,0O;
konsantrasyonlar1 ile dogru oranti gostermistir (Sekil 2). Ortam H,O, yogunlugu arttiginda
mikroalglerdeki H,0O, konsantrasyonu da yiiksek degerde bulunmustur. Inkiibasyonun ilk giiniinde
1uM, 5uM ve 20uM H,0O, uygulanan tiirlerde kontrole kiyasla sirasiyla %22, %18 ve %36
diizeylerinde daha yiiksek olarak belirlenen hiicresel H,O, konsantrsayonlar1 5 giinliik inkiibasyon
periyodunun sonunda sirastyla %113, %119 ve %205 oraninda daha yiiksek degerler olarak
belirlenmistir.
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Sekil 2. Mikroalglerin H,O, igeriklerinde zamana bagl olarak meydana gelen degigim

Mikroalglerin toplam klorofil igerikleri H,O, uygulamasina cevapta ilk 24 saatte artmis, daha sonra
onemli oranda azalmistir (Sekil 3a). H,O, uygulamasindan sonraki ilk iki saat i¢erisinde 1, 5 ve 20 uM
H,O, uygulanan gruplarda kontrol grubuna kiyasla sirasiyla %49, %52 ve %81 oraninda artis
belirlenmis ve bu artiglar 24 saatin sonunda sirasiyla yaklagik olarak %26, %123 ve %233 oranlarinda
artislar olarak kaydedilse de takip eden giinlerde klorofil par¢alanmasi sonucu toplam klorofil
miktarinda 6nemli oranda azalma gozlemlenmistir. Mikroalglerin igerdikleri toplam klorofil miktar1
72 saatlik inkiibasonun sonunda 1, 5 ve 20uM H,0, uygulanan gruplarda, kontrol grubuna kiyasla
strasiyla %41, %45 ve %58 oraninda daha diislik olarak kaydedilmistir.

a) b)

Kontrol

10- Kontrol - -
1 uM H,0, 1 M H,0,
8] B 5 uM H20, EOHMMH;O(?)
20 uM H,0, 37 HE 22

ng Klorofil () / mg mikroalg

pg Karotenoid (X)/ mg mikroalg

inkiibasyon siiresi (saat) inkiibasyon siiresi (saat)

Sekil 3. Mikroalglerin a) toplam klorofil ve b) toplam karotenoid igeriklerinde meydana gelen degisim

Mikroalglerdeki zamana ve H,0, konsantrasyonuna bagli olarak toplam klorofil miktarindaki
degisime benzer sonuglar alglerdeki karetenoid miktarindaki degisime parelellik gostermistir (Sekil
3b). H,O, uygulamasindan sonraki ilk iki saat igerisinde 1, 5 ve 20 uM H,0O, uygulanan gruplarda
kontrol grubuna kiyasla sirasiyla %6, %46 ve %70 oraninda artis belirlenmis bu artislar 24 saatin
sonunda sirasiyla yaklasik olarak %33, %69 ve %202 oranlarinda artislar olarak belirlense de takip
eden giinlerde 6nemli oranda azalma gozlemlenmistir. Mikroalglerdeki toplam karetenoid miktar1 1, 5
ve 20uM H,0, uygulanan gruplarda, kontrol grubuna kiyasla sirasiyla %57, %68 ve %79 oraninda
daha diistik olarak kaydedilmistir.

284



SELCUK ve CAKMAK 2019 ActAquaTr 15(3), 280-288

2.5+
a) T
B 201 - 13MH,0,
- -+ 5 MH,0,
T 1.5 = 20 M H,0,
E
1.04--
o
V)
g 05
'—
0.0 T T T T
2sa 24 sa 48 sa 72sa
Inkiibasyon siiresi (saat)
b) 8sa 24 sa 48 sn 7250
Kontrol

1InM
H202

SaM

be

Q

[+
-... ;
»
H

T
H2O2

Sekil 4. Mikroalglerin a) TAG igeriklerinde meydana gelen nisbi degisim ve b) sitoplazmik lipid cisimlerinin
floresans goriintiileri

Mikroalglerin triagilgliserol igerikleri FT-IR analizi ile tayin edilmistir. Genel olarak H,O,
uygulamasi Chlorella sp. mikroalginin triagilgliserol tiretimi {izerine ilk 24 saatte en yiiksek diizeye
cikarmustir (Sekil 4). Mikroalglerin TAG igerikleri 1,5 pM ve 20 uM H,0, uygulamasina cevapta ilk
24 saatin sonunda yaklagik olarak sirasiyla 1,2- 2,1 ve 1,7 kat artmis, ancak daha sonra TAG igerikleri
lineer diisiis sergilemistir (Sekil 4a). Boylece TAG igerigindeki en yiiksek artis 5uM H,0,
uygulamasindan 24 saat sonra belirlenmistir. Diger taaftan FT-IR 6l¢limleri ile elde edilen sonuglar
floresans boyama ile elde edilen goriintiilerle uyumludur (Sekil 4b). Ikiibasyondan sonraki ilk 8 saatte
H,0 stresi uygulanan hiicrelerde lipid kesecikleri net bir sekilde goriilmiistiir. Ozellikle 24 saat sonra
5uM H,0, uygulamasinda sitoplazmik lipid cisimlerinin olusumu net bir sekilde artmistir. 20uM
yogunlukta H,O, uygulanan mikroalglerde zaman igerisinde hiicresel biitiinliik bozulmaya baglamustir.

TARTISMA ve SONUC

Mikroalglerden biyodizel hammaddesi ve katma degeri yiiksek iiriin eldesi igin uygulanan stresin
siddeti 6nemlidir. Bu ¢alismada, H,O, uygulamasi ilk giinden itibaren biiylimede 6nemli diizeyde
baskilanmaya sebep olmustur (Sekil 1). Ozellikle uygulamanin ilk 5 giiniinde biiyiimedeki baskilanma
artmus, takip eden giinlerde 1 uM ve 5 uM H,0, uygulanan gruplarda biiyliime yeniden gelismis ve
baskilanma ortadan kalkmistir. Diigiik konsantrasyonda H,O, degerinde hiicreler hayatta kalabilecek
kapasite gosterirken yiiksek konsantrasyondaki H,O, yogunlugu hiicrelerin muhtemelen yiiksek
oksidatif stres ile birlikte membran yapilarinda bozulma meydana geldigi i¢in 20uM olarak uygulanan
grupta yeniden biiylime gerceklesmemis olabilir.

Dogal sularda H,O, yogunlugu 10uM’a kadar ¢ikabilmektedir (Cooper vd., 1988). Diger taraftan
artan H,O, yogunluguna siyanobakterilere kiyasla dkaryot yapida mikraoalglerin 10 kat daha fazla
dayanim gosterdikleri bildirilmistir (Drabkova vd., 2007). Ayni ¢alismada 8uM H,0, uygulamasina
cevapta Microcystis aureginosa siyanobakterisinin  biiylimesindeki 6nemli  baskilanmanin
siyanobakterinin fotosentez verimindeki %50’lik diislisten kaynaklandigi, Pseudokirchneriella
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subcapitata yesil mikroalginin biiyiimesinde goriilen %15’lik baskilanmanin da yine bu algin
fotosentez veriminde goriilen %7’lik diislisle dogrudan iliskili oldugu bildirilmistir (Drabkova vd.,
2007). Bununla birlikte (Mallick ve Mohn, 2000) yaptiklari ¢alismada yesil bir mikroalg olan
Chamydomonas sp. tiiriiniin fizyolojik faaliyetlerinde 10uM H,0, uygulamasina cevapta énemli bir
degisim goriilmemesini, bu mikroalgde bulunan tiol-modiile enzimlerin H,0,’ye karsi hassas
olmamasindan dolay1 mikroalgin fotosentez sistemindeki dayanimdan kaynaklandigini bildirmislerdir.
Bu c¢alismada mikroalglerin igerdikleri H,O, konsantrasyonlari zamana ve uygulanan H,0,
yogunluguna parallel bir artig sergilemistir (Sekil 2). Boylece, ortam H,0, yogunlugundaki artis
mikroalglerde dogrudan oksidatif strese sebep olan bir faktdr olarak degerlendirilmistir. Ote yandan
mikroalglerin toplam klorofil ve karotenoid icerikleri H,O, uygulanan gruplarda konsantrasyon ile
dogru orantili olarak ilk 24 saatte artmig, daha sonra da azalmistir (Sekil 3). Benzer sekilde (Choo vd.,
2004) yesil mikroalglerden Cladophora glomerata ve Enteromorpha ahlneriana’da oksidatif strese
verilen akut cevapta ilk olarak klorofil ve karotenoid {iiretimindeki artisin 6nemli oldugunu
bildirmislerdir. Dolayisiyla bu ¢alismada kullanilan Chlorella sp. mikraolginin 6zellikle ilk 24 saatlik
inkiibasyon siiresi icerisinde karsilastigi oksidatif strese cevapta fotosentez mekanizmalart hiicresel
redoks dengesinin saglanmasinda baslica rol oynamis olabilir.

Hiicresel redoks homeostazisini bozan olagan dis1 stres kosullarina cevapta mikroalgler tarafindan
TAG sentezlendigi ¢ok sayida ¢alisma ile rapor edilmistir ( Zemke vd., 2010; Xin vd., 2018) . Bu
calismada hidrojen peroksit uygulamasi ilk 24 saatlik inkiibasyonda mikroalglerin TAG igeriklerini
istatistiksel olarak dnemli oranda artirmistir. FT-IR analizi ile belirlenen TAG igeriklerindeki degisim
24 saatin sonunda 6zellikle 5uM H,0, uygulamasinda yaklasik olarak ,.1 kat ile en yiiksek diizeyde
artiy olarak kaydedilmistir (Sekil 4a). Mikroalglerin Nil kirmizisi ile boyanmasi ile elde edilen
floresans gortintiileri de FT-IR ile elde edilen verileri desteklemekte, mikraolglerin sitoplazmik lipid
cisimcikleri iiretiminin o6zellikle 5uM H,0, uygulamasinin ilk 24 saat icerisinde tetikledigini
gostermistir (Sekil 4b). Triagilgliseroller alglerde fotosentez sisteminin diizenlenmesinde 6nemli
biyokimyasal roller iistlenen uzun zincirli yag asitlerinin tiretilmesi igin baslica kaynaktir (Sharma vd.,
2012). Yine TAG iiretimi oksidatif strese maruz kalan alglerde fotosentez sonucu iiretilen enerjinin
depo edilebilmesi i¢in ¢ok uygun bir yoldur (Yilancioglu vd., 2014). Son olarak sitoplazmik lipid
cisimcikleri seklinde depo edilen TAG’lerin alglerde fotosentez sisteminin asir1 yliklenmesini
engellemek adina 15181 adeta geri yansitan bir optik koruyucu olarak rol oynayabilecekleri bildirilmistir
(Solovchenko, 2012). Dolayisiyla bu ¢alismada elde edilen sonuglar, varsayilan 72500 tiir (Guiry,
2012) ile temsil edilen alg diinyasinda biyodizel hammaddesi olarak TAG firetim etkinligi belirlenecek
olan mikroalglerin seciliminde dogrudan oksidatif stres uyariminin uygun bir yaklasim olabilecegini
gostermektedir.

Yiksek yapili bitkiler gibi Okaryot yapida olan mikroalglerin depoladiklar1 ve biiyiik oranda
TAG’lerden teskil olan nétral lipidlerin biyodizel hammaddesi olarak kullanima elverisli olmalar1 bu
organizmalar1 fosil yakitlara bagimliligin azaltilabilmesi agisindan biyoteknolojik olarak iistiin
kilmaktadir. Bu ¢alismada Nemrut Goliinden izole edilen bir mikroalg olan Chlorella sp. tiiriinde 5
uM H,0, uygulamasimin 24 saat igerisinde mikroalglerden biyodizel hammaddesi olarak kullanilan
triagilgliserol miktarini iki katin lizerine ¢ikarmistir. Bu sayede diisiik yogunlukta H,O, uygulamasinin
biyoteknolojik agidan mikroalglerden biyodizel ve katma degeri yiiksek {irlin eldesinde
degerlendirilebilecek uygun bir yaklasim oldugu sonucuna varilmaistir.

Tesekkiir: Bu ¢alisma, yiiksek lisans tezinden 6zetlenmistir.
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