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Ozet

Bu ¢alismada; mikroalg kiiltiirlerinin iiremeleri tizerine farkli besi ortamlarinin etkileri ve farkli suslarin iireme
kabiliyetleri g6zlemlenmistir. Chlamydomonas fotosentetik, tek hiicreli, Okaryotik yesil algdir. Genetik,
biyokimyasal ve fotosentez ¢alismalarinda hizli biiylimesi, kisa {ireme dongiisiine sahip olmasi ve diisiik
maliyetli kiiltliriiniin yapilabilmesi nedeniyle cazip bir caligma materyalidir. Calismamizda tath su
birikintilerinden toplanan drneklerden Chlamydomonas cinsine ait iki sus izole edilmistir. izole edilen bu suslar
laboratuvar sartlarinda, BG 11 ve Allen besi ortamlart ile, dogal mineralli su kullanilarak iiretilmistir. Farkli besi
ortamlarmin Chlamydomonas’in iireme dinamikleri tizerindeki etkileri hiicre yogunlugu, klorofil-a, kuru agirlik
ve optik yogunluk tayinleri ile yapilmistir. Chlamydomonas sp.1 (CCA02Chl01) susu en iyi gelismeyi Allen besi
ortaminda gostermistir. Chlamydomonas sp.1 (CCA02Chl01) susunun Allen besi ortamindaki hiicre yogunlugu
(3,95x10Chiicre/mL), klorofil-a miktar1 (3,166 pugl™), kuru agirlik (0,5347 g/mL) ve 685 nm’de optikal yogunluk
(0,5115 d) olarak en yiiksek bulunmustur. Chlamydomonas sp.2 (CCA02Chl02) susunun en iyi geligsmesi ise
BG 11 besi ortaminda olmustur. Chlamydomonas sp.2 (CCA02Chl02) susunun BG 11 besi ortamindaki hiicre
yogunlugu (6,0x10° hiicre/mL), klorofil-a miktar1 (6,343 ugL™?), kuru agirligi (0,5425 g/mL) ve 685 nm’de
optikal yogunlugu (0,7986 d*) olarak bulunmustur.
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Increasing Biomass and Growth Rates of Chlamydomonas Strains
Using Different Culture Media and Natural Mineral Water

Abtract

In this study, the effects of different mediums on the growth of different strains of Chlamydomonas was
observed. Chlamydomonas is a photosynthetic, unicellular, eukaryotic green alga. It is an attractive study
material because of its rapid growth, short growth cycle, and cost-efficient cultures for genetic, biochemistry and
photosynthesis. In our study, two strains belonging to Chlamydomonas were isolated from samples collected
from freshwater deposits. These strains were produced from natural mineral water, BG 11 and Allen media under
laboratory conditions. The effects of different media on the growth dynamics of Chlamydomonas were
determined by cell density, chlorophyll-a, dry weight and optical density. Allen medium is the best growth
medium for Chlamydomonas sp.1 (CCA02ChI01) strain. The cell density (3.95x10° cells/mL), chlorophyll-a
concentration (3.166 pgL™?), dry weight (0.5347 g/mL), and optical density at 685 nm (0.5115 d') were
maximum for Chlamydomonas sp.1 (CCA02Chl01) strain on the Allen medium. Chlamydomonas sp.2
(CCA02Chl02) strain showed its best growth in the BG 11 medium. The cell density (6.0x10° cells/mL),
chlorophyll-a concentration (6.343 pgLt), dry weight (0.5425 g/mL), and optical density at 685 nm (0.7986 d1)
were found in Chlamydomonas sp.2 (CCA02Chl02) strain growing on the BG 11 medium.
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1. Giris habitatlarda yasayan, mikroskobik

organizmalardir. Okaryotik mikroalgler ve

Algler, sucul ekosistemlerde giines 15181 ve
karbondioksiti kullanarak organik molekiiller
sentezleyen birincil ireticiler olarak Onemli
ekolojik rol oynamaktadirlar [1,2]. Mikroalgler
deniz, tatl su ve karasal ortamlar gibi ¢ok ¢esitli

siyanobakteriler, gida ve yakit tiretimi igin yakin
gelecekte umut verici organizmalar olarak
goriilmektedirler. Mikroalgler, hizli biiyiimeleri,
yiiksek iireme hizlan ile biyoteknoloji alaninda
ilagc  ve kozmetik sanayi, su iriinleri
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yetistiriciligi, atiksularin arntimi  gibi  birgok
alanda hammadde olarak kullanilmaktadirlar
[3,4]. Chlamydomonas, tathh ve tuzlu sularda
yasayan, yaklagik 500 tiir igeren, tek hiicreli ve
hareketli bir mikroalgdir. Hiicreler genellikle
kiiresel, oval veya dikdortgen bigimli olmakla
birlikte, elipsoidal, piriform gibi diger formlar1
da mevcuttur. Hiicre duvari ince ve piiriizsiiz
olup, selillozdan olusur. Hiicre duvarinin en
bliyik  yapisal  bileseni  glikoproteindir.
Chlamydomonas tiirleri biyomaslarinda lipitler,
yag asitleri, vitaminler, karotenoidler ve diger

hiicresel ~ bilesikleri  biriktirir  ve  algal
biyohidrojen ile biyofuel tiretiminde
degerlendirilmektedir [5,6]. Chlamydomonas

genetik caligsmalar, hiicre etkilesimi, cevresel

kosullarin  degisimi ile tepki mekanizmasi
caligmalari, hiicre ve molekiller biyoloji
arastirmalar1 icin giliglii bir model sistemi

olusturmaktadirlar [7]. Ayrica, biyoteknoloji ve
cesitli endiistri alanlarinda kullanilan degerli
hammaddelerin iiretimi ve biodizel {iretimi igin
biyokiitle tiretiminde kullanilmaya baslanmistir
[8,9,10].  Chlamydomonas tiirleri  farkli
ortamlarda yasayabilir, c¢evresel kisitlamalara
karsi  adaptasyonu  yiiksek ve  hizhdir.
Laboratuvar ortamlarinda ucuz besi yerlerinde
hizli ve kolay iredigi igin calisma materyali
olarak  tercih  edilmektedirler  [11,12,13].
Chlamydomonas’in biitin bu 6zellikleri goz
oniine alindiginda ¢aligmalarimiz bu tiir izerinde
yogunlagmistir. Bu c¢alismanin temel amaci,
Chlamydomonas tiirlerinin tatlisu ortamlarindan
izole  edilmesi, laboratuvar  kosullarinda
iretimlerinin yapilmasi ve farkli besi yerlerinin
ireme  dinamikleri iizerindeki etkilerinin
arastirilmasidir.

2. Materyal ve Metot
2.1. izolasyon ve kiiltiir kosullar1

Chlamydomonas, o6nceki ¢alismalarimizda
Ankara ilindeki (Tirkiye) ¢esitli tathisu
birikintilerinden toplanan orneklerden izole
edilmislerdir. Suslarin izolasyonlarinda tek
hiicreden iiretme yontemi kullanilmig [14,15] ve
iki sus izole edilmistir. Bu suslar, Ahi Evran
Universitesi (AEU-CCA) kiiltiir koleksiyonunda
muhafaza edilmekte olup, Chlamydomonas sp.1
(CCA02Chl01) wve Chlamydomonas sp.2
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(CCA02Ch102) olarak kodlanmistir. Onceki
calismalarimizda, bu izolatlarin molekiiler
karakterizasyonu Fourier Transform Infrared

Spectroscopy (FTIR) ve Polymerase Chain
Reaction (PCR) kullanilarak belirlenmistir.
Kiiltiirler, BG 11 ve Allen besi yeri ile dogal
mineralli suya (MS) (Beypazari Dogal Maden
Suyu®) 270 ml besi ortami + 30 ml siispanse
kiiltiir olacak sekilde ekilmislerdir. Denemeler
sirasinda kullanilan sentetik besi ortamlarinin ve
dogal maden suyunun kimyasal bilesimi Tablo 1
ve Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 1. Dogal maden suyunun kimyasal
kompozisyonu
Anyonlar (mg/1L) Katyonlar (mg/1L)

SO4 147.300 Na 152.812
cl 19.525 Ca 172.344
HCOs 1.415.200 Mg 138.578
H2Si0s  52.100 Fe-Al 4.816

Isik kaynagi (50 pmol.m2.s1) kiiltiirlere 22 cm
uzaklikta yatay olarak yerlestirilmis, 16 aydinlik:
8 karanlk 151k periyodu uygulanmig ve 22-
25°C’de oda sicakliginda kiiltiire edilmislerdir.
Besi ortamlarinin pH’1 6.5-7’ye ayarlanmustir.
Kiiltlirlerin  yetistirilmesinde  kesikli  kiiltiir
sistemi kullanilmis ve biitiin testler ii¢ paralelli
olarak yapilmistir.

Tablo 2. BG 11 ve Allen Besi ortamlarinin kimyasal

kompozisyonlari
Besi Ortami1 Kompozisyonu
Makroelementler BG 11 ALLEN
oo @y (mi)

NaNO; 15 159
K;HPO, 0,04 -
KzHP04'7H20 - 6 g/L 5ml
MgSO,-7H,0 0,075 6 g/L 5ml
CaCl,"2H,0 0,036 2,5¢9/L 10 ml
Citric acid 0,006 48g/L 1ml
Ferric ammonium 0,006 -
citrate
EDTA (disodium 0,001 -
salt)
Na,COs 0,02 49/L 5ml
Nazsi03'9H20 - 4,64 g/L 10 ml
Trace metal miks 1.0 ml -
A5
P-1vV metal - 1ml
soliisyonu
Distile su 10L 200 ml
Trace Metal miks A5 P-IV metal soliisyonu
H3;BOs 2,86 Na,EDTA-2H,0 0,759
MnCl,-4H,0 1,81 MnCl,-4H,0 0,041 ¢
ZnS0O4 TH,0 0,222  ZnCl, 0,005¢
NaMoO,-2H,0 0,39 FeCl;-6H,0 0,097 ¢
CuS0O,4-5H,0 0,079  Na,MoO,2H,O 0,004¢g
Co(NOs),'6H,O 49,4 CoCl,-6H,0 0,002 g
Distile su 1.0L Distilled water 1.0L
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2.2 Mikroalg iiremesinin tespiti

Chlamydomonas suslarmin toplam tiireme
miktarlar1 hiicre sayimlari, klorofil-a, kuru
agirhik ve optikal yogunluk tayini ile tespit
edilmistir. Hiicre yogunlugu (hiicre/mL) Thoma
laminda 16 kareye diisen hiicrelerin sayilmastyla
yapilmigtir. Hiicre saymm ve optik yogunluk
ekim aninda, 1, 3, 5, 8, 10, 12 ve 15. giinlerde
gerceklestirilmistir. Hiicre yogunluklar1 asagida
verilen esitlik (2.1)’e gore hesaplanmistir [16]:

HY = Tx4000 (21)
16

(T: 16 kareye diisen toplam hiicre sayisi; 4000:
bir karenin hacmi)

Mikroalgal orneklerin biyokiitlesinin
klorofil-a tayinleri 15. gliniin sonunda, metanol
metodu kullanilarak yapilmistir [17]. Onceden
kurutulmus ve tartilmig cam elyaf filtresinden
(Whatman GF/C) 10 mL mikroalg kiiltliri
stiziilmiis, 105°C'de 24 saat kurutularak tartilmisg
ve kuru agirlik tayini gergeklestirilmistir [18].
Maksimum absorbans, spektrofotometre
(Biochrom Libra S22) kullanilarak, kiiltiir
orneginin 600 ila 800 nm arasinda taranmasi ile
incelenmistir [19]. Optikal yogunluk
Chlamydomonas (CCAO02Chl01) ve
(CCA02Chl02) suslar1 igin 685 nm olarak tespit
edilmistir. Dogrusal regresyon denkligi, optik
yogunluk ile hiicre yogunlugu arasindaki iligkiyi
belirlemek amaciyla elde edilmistir [20]. Ureme
kinetikleri kullanilarak spesifik iireme orani ve
hiicrelerin ikilenme siireleri esitlik (2.2) ve
(2.3)’deki formiillere gore hesaplanmugtir [21].

__ InX2-InX1

t 2.2)

(u: Spesifik tireme oran1 - X1 ve X2 = tl1 ve
t2’deki biyomas konsantrasyonu)

DT = ’"TZ (2.3)
(DT: Ikilenme siiresi)
3. Sonuglar

Chlamydomonas, Chlorophyceae sinifina

mensup olup, ~10 mikron ¢apinda, tek hiicreli,
Okaryotik  yesil  algdir. ~ Chlamydomonas
biflagellate, ellipsoidal, tek ya da biiyik bir
parietal Kkloroplasta sahip ve kiiresel hiicre
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sekline  sahiptir
Chlamydomonas

[22,23]. Bu c¢alismada,

(CCAO02ChI01) ve
(CCAO02ChI02) suglarinin  farkli kiiltiir besi
ortamindaki hiicre sayisi, klorofil-a, optik
yogunluk ve kuru agirhigin tespit edilmesi
amaclanmis, benzer baslangic inokulumlar tiim
kiiltiir kosullarina uygulanmasina ragmen farkl
biiylime oranlari gézlenmistir. Chlamydomonas
(CCA02Chl01) ve (CCAO02Chl02) suslarinin
hiicre sayimlari mikroskop altinda
gerceklestirilmistir (Sekil 1).

Chlamydomonas sp.1 (CCA02ChI0T)
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Sekil 1. Hiicre yogunlugu (hiicre/mL)
Chlamydomonas (CCA02Chl01) ve (CCA02Chl02).
Hata ¢ubuklar1 n=3 i¢in standart sapmay1 temsil
etmektedir.

Hiicre yogunlugu; Chlamydomonas sp.1
(CCA02Chl01) susu igin Allen besi ortaminda
(3,95x10° hiicre/mL), Chlamydomonas sp.2
(CCA02Chl02) susunda BG 11 besi ortaminda
(6,0x10° hiicre/mL) maksimum hiicre sayisi
olarak tespit edilmistir (Tablo 3). Klorofil-a
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icerigi (Sekil 2a) c¢alismanin 15. giinii yapilmis
olup, Chlamydomonas sp.1 (CCAO02ChI01)
susunda Allen besi ortaminda (3.166 pgL?),
Chlamydomonas sp.2 (CCA02Chl02) susunda
BG 11 besi ortaminda (6.343 ugL™) en yiiksek
olarak oOlciilmiistiir. 15. gilinlin sonunda en

yiksek kuru agirhk Chlamydomonas sp.1
(CCAO02Chl01) susu igin Allen besi ortaminda
(0.5347 g/mL) olarak tespit edilirken,
Chlamydomonas sp.2 (CCA02Chl02) susu igin
en ylksek kuru agirlhik BG 11 besi ortaminda
(0.5425 g/mL) olarak 6l¢iilmiistiir (Sekil 2b).
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v pri 04
z ! % 03
: ; : |
2 2 E 02
(o]

1 - 01

0 0

Allen BG-11 Mineral Water Allen BG-11 Mineral Water
B Chlamydomonas sp.1 B Chlamydomonas sp.1
(CCACHON) 3,166 2731 1584 (ccagzChion) 05347 02932 02375
Chlamydomonas sp.2 Chlamydomonas sp.2
(CCAQCHOD) 3471 6,343 323 (ccanzChicz) 03142 05425 02768
(@) (b)
Sekil 2. (a) Klorofil-a (ug L™Y); (b) kuru agirlik (g/mL); Hata cubuklari n=3 icin
standart sapmayi temsil etmektedir.
Chlamydomonas (CCA02ChlI01 ve (R?=0.9164)] ve  Chlamydomonas  sp.2

CCAO02Chl02) suslarmin absorbans ve hiicre
yogunlugu arasindaki iliskiye ait kalibre edilmis
veriler asagidaki (Sekil 3 ve 4)’te gosterilmistir.
Pearson korelasyon katsayist  kullanilarak,
Chlamydomonas sp.1 (CCAO02ChI01) [Allen
(R?=0.9567), BG 11 (R*=0.9106), MS

(CCA02ChI02) [Allen (R*=0.9774), BG 11
(R?=0.9796), MS (R?>=0.9542)] igin optik
yogunluk (nm) ve hiicre sayist (hiicre/mL)
karsilagtirdiginda iyi bir pozitif korelasyon elde
edilmistir (Sekil 3 ve 4).
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45406 186406 10EH06
006 . _eEe 091069 _ 90 £ 209164,
-E‘ 3,5E406 R‘=\‘J,95t:_?_‘-‘ E 146406 2 B0EHS []
Z 306406 B 126408 . & TOEKS v
[ ot o e
< 25406 e S 10606 § 60805
£ 200406 Z pons 2 50ES e
§ 206406 5 et . % 2og0s e
O 15E406 o & 60605 . - - -
T 106406 E.-.‘n.nos o . 3 2o0s .
5,0E405 o.""". 206405 . LOEHS
000D 000 00E400
0 01 02 03 04 05 06 0 005 0a 02 025 03 03 0 005 o1 015 02 025
Optical Density (nm) Optical Density (nm} Optical Density (nm)

Sekil 3. Chlamydomonas sp.1 (CCA02Chl01) farkli besi ortamlarindaki optik yogunluk ve hiicre yogunlugu
arasindaki iligki i¢in kalibrasyon egrisi.
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Chlamydomonas sp.2 (CCA02ChI02) - Allen Medium

Chimydomaonas sp.2 (CCAO2ChIO2) - BG 11 Medium

Optical Density {nm)

Cell Density (Cells/mL)

Chlamydomonas sp.2 (CCA02ChI02) - Mineral Water

1-09542,.0

0,1 0,4

Optical Density {nm)

Sekil 4. Chlamydomonas sp.1 (CCA02Chl02) farkli besi ortamlarindaki optik yogunluk ve hiicre yogunlugu

arasindaki iligki i¢in kalibrasyon egrisi.

Chlamydomonas sp.1 (CCAO2CHIOL) Allen Medium monas sp.1 (CCA02ChI01) BG 11 Medium Chlamydomonas sp.1 (CCA02ChIOL) Mineral Water
08 014
Fos 3 o1
50 ! ' 8 w0 1 u 0 16 B W 1
Time (Days) Time (Days) Time (Days)
Sekil 5. Chlamydomonas sp.1 (CCA02Chl01)’in Allen, BG11 ve MS i¢in spesifik iireme orani
Chlamydomonas sp.2 (CCAO2ChI02) Allen Medium Chlamydomonas sp.2 (CCA02ChI02) BG 11 Medium Chlamydomonas sp.2 (CCAO2ChI02) Mineral Water
Tu
5
' g1 1 8 0w on 1 I TR}
Time ) me (Day Time (Days)
Sekil 6. Chlamydomonas sp.2 (CCA02Chl02)’in Allen, BG11 ve MS i¢in spesifik iireme orani
Chlamydomonas sp.1 (CCAO02Chl01)’ in  (CCAO02Chl02)’nin 685 nm’deki  optikal

683 nm’deki

optik yogunlugu Allen besi
ortaminda (0.5115 d*) en yiiksek tespit edilirken
bu degeri sirastyla BG 11 besi ortami1 (0.2627 d-
1) ve MS (0.1316 d?) takip etmistir. BG 11
ortaminda yetistirilen Chlamydomonas

3).
sp.2
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yogunlugu (0.7986 nm) olarak olgiiliirken, bu
degeri sirasiyla Allen medium (0.4734 nm) ve
MW (0.4476 nm) izlemistir (Sekil 5, 6 ve Tablo
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Tablo 3. Chlamydomonas (CCA02Chl01) ve (CCA02Chl02) suslarinin iireme performanslar

Suslar [max] (hiicre/mL) [max] abs [max] (d) u(d?) dt (d)
CCAO02ChI01- Allen 3,95x108 + 1,37x10° 0.516 £0.0142 10 0.5115 1.355
CCAO02ChI01- BG 11 1,56x106 + 1,60x10° 0.289 +0,0123 12 0.2627 2.638
CCA02ChI01- MW 8,91x10° + 8,95x10* 0.223 £ 0.0023 12 0,1316 5,2653
CCAO02Chl02- Allen 5,72x10° + 3,20x10° 0.997 + 0,0094 10 0,4734 1,4641
CCA02Chl02- BG 11 6,0x10% +9,05x10° 0.997 +0,0072 10 0,7986 0,8679
CCA02Chl02- MW 3,84x10° + 1,08x10° 0.575+0.0119 12 0,4476 1,5486

(abs: absorbans; d: giin; u: spesifik tireme orani; dt: ikilenme siiresi)

4. Tartisma

Mikroalg kiiltlirlerinde dort biiylime egrisi
goriilmektedir. Stok kiiltiirlerden alinan ve yeni
bir kiiltiir ortamina asilanan hiicrelerin ortama
uyum saglamasi gerekir. Dolayisiyla, birkag¢ saat
boyunca hiicre boéliinmesi olmaz ve bu asama
giris veya indiiksiyon asamasi olarak bilinir.
Hiicreler ortama alistiginda ¢ogalma baglar ve
kiiltiir maksimum konsantrasyonuna 12-18 saat
icinde ulasir. Bu faz {istel faz olarak bilinir. Bu
evrede hiicreler esit ve ardil zaman araliklarinda
logaritmik  olarak  artmaktadir.  Hiicreler
maksimum konsantrasyona ulastiginda,
hiicrelerin biiyiimesi ve ¢ogalmasi yavas yavas
azalma durumu gosterir. Bu evre, yavaslayan
evre olarak bilinir. Durgun fazdaki kiiltiirlerde
net tireme sifirdir ve belli saatler i¢cinde hiicreler
biyokimyasal degisim gegirirler. Oliim fazinda,
vejitatif hiicre metabolizmas1 uzun siire iyi
durumda tutulamaz ve bu faz ¢ok hizli bir
sekilde gerceklesir. Besleyici tuzlarin azalmasi,
oksijen eksikligi, asir1 1sinma ve pH degisimleri
kiiltiiriin  bozulmasina neden olan faktorler
arasindadir [24,25]. Calismamizda ii¢ farkli besi
ortaminda  iki  Chlamydomonas  susunun
iremeleri  sirasinda  dort  biiylime  faz
goriilmektedir (Sekil 5 ve 6). Chlamydomonas
sp.1 (CCAO02ChlI01) ve Chlamydomonas sp.2
(CCA02Chl02) suslarmin baslangi¢ ekimlerinde
inokulum miktar1 aynmi tutulmaya calisilmigtir.
Baglangig hiicre sayist ve optik yogunluk

Chlamydomonas sp.I (CCAO02Chl01) igin
(~1,75x10° hiicre/mL; 0,038 nm),
Chlamydomonas sp.2 (CCA02Chl02) ig¢in

(~1,65x10° hiicre/mL; 0,041 nm) olarak tespit
edilmistir. Chlamydomonas sp.1 (CCA02Chl01)
susunda Allen besi ortaminda 10. giinde, BG 11
ve MS’da 12. giinde maksimum {ireme oranina
ulagmigtir. Chlamydomonas sp.2 (CCA02Chl02)
susunda Allen ve BG 11 besi ortaminda 10.
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giinde, MS’da ise 12. giinde maksimum iireme
orani gergeklesmistir (Tablo 3).
Besin varligi, sicaklik, 1s1k siddeti, pH ve

tuzluluk  mikroalgal bilylime, iireme ve
morfolojinin baslica belirleyicileridir.
Mikroalglerin ~ {iremesini  ve  gelismesini

diizenleyen en oOnemli parametrelerinden biri
besin miktar1 ve Kkalitesidir. Laboratuvar
kosullarinda mikroalglerin yetistirilmeleri ve
biiyiimeleri i¢in s6z konusu besleyici maddelerin
timiiniin uygun konsantrasyonda saglanmasi
gerekmektedir. Ureme ortamlarinda azot, fosfor,
silfir ve iz element kaynaklarimin varlig
mikroalglerin {iremeleri i¢in 6énem tasimaktadir
[26,27]. Azot, algal hiicrelerdeki tiim yapisal ve
fonksiyonel proteinlerin vazgecilmez unsurudur.
Fosfor, mikroalglerin biiyiimesi ve gelisimi i¢in
gerekli olan birgok yapisal ve fonksiyonel
bilesenleri (niikleik asitler ve fosfolipidler)
olusturur. Silfiir agirlikli olarak proteinlerde ve
cesitli  koenzimlerde bulunan Onemli bir
elementtir [12]. Denemelerimiz  sirasinda
kullandigimiz sentetik besi ortamlarindaki azot
kaynaklart NaNOs, ferric ammonium citrate
(CsHaFENO7) ve EDTA (C10H15N208); fosfor
kaynagi  K,HPO, ve  silfir  kaynagi
MgSO.-7H,O’diir.  Farkli  besi ortamlarinin
etkileri hiicre yogunlugu, klorofil-a ve kuru
agirlk  bakimindan (Sekil 1 ve 2)’de
goriilmektedir. Besi ortamlarinin yani sira suglar
arasindaki iireme farkliliklar1 da tespit edilmistir.
Alg konsantrasyonunun oSl¢iilmesinde dogrudan
hiicre sayimi, klorofil igerigi Ol¢iimi ve
absorbans veya bulaniklik sayisal korelasyonlar
en cok kullanilan metotlardir [20]. Onemli bir
biyokiitle parametresi olan hiicre yogunlugu
Chlamydomonas sp.1 (CCA02Chl01) susunda en
yiiksek Allen besi ortaminda (3,95x10°
hiicre/mL) tespit edilirken onu sirastyla BG 11
besi ortami (1,6x10° hiicre/mL) ve MS (8,91x10°
hiicre/mL) izlemistir. Chlamydomonas sp.2
(CCA02Chl02) susunda hiicre yogunlugu en
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yiiksek BG 11 besi ortaminda (6,0x10°
hiicre/mL) bulunurken, bu degeri sirasiyla Allen
besi ortamu (5,72x10° hiicre/mL) ve MS (3,8x10°
hiicre/mL) takip etmistir. 15. giinde, Allen
ortaminda yetistirilen Chlamydomonas sp.l1'in
(CCA02ChlO01) kuru agirlhigi (0.5347 g/mL), BG
11 (0.2932 g/mL) ve MS (0.2375 g/mL) ile
karsilastirildiginda en yiikksek deger olarak
bulunmustur (Sekil 2b). Chlamydomonas sp.2
(CCA02Chl02) i¢in en yiiksek kuru agirlhik BG
11 besi ortaminda tespit edilirken (0.5425 g/mL),
bu degeri sirasiyla Allen besi ortami (0.3142
g/mL) ve MS (0.2768 g/mL) takip etmistir (Sekil
2b). Kiiltiirlerimizin hiicre yogunluklar i¢in elde
ettigimiz sonuglar Taghavi ve Robinson [28] ile
Kropat ve ark. [29] nin kontrollii kosullar altinda
ve farkli besi ortamlarinda Chlamydomonas
suslarinin gelisimi {izerine yaptiklari ¢aligmalarla
benzer sonuglar1 tagimaktadir. Calismamiza
benzer sekilde, Chen ve Johns [30] test ettikleri
besi ortamindan (0.84 g/L ve 1.5 g/L) arasinda
kuru agirlik elde etmiglerdir. Caligmamizda elde
ettigimiz kuru agirhik degeri Bhamawat [12]’1n
yaptig1 benzer c¢alismada elde ettigi degerden
(0.071 g/L) daha yiiksek bulunmustur.

Klorofil-a miktar1, hiicre yogunlugu ve kuru
agirlik miktari ile orantili olarak tespit edilmistir.
Chlamydomonas sp.1 (CCA02Chl01) susunda
klorofil-a miktar1 BG 11 (2,731 ugL?) ve MS
(1,584 ugL?) ile kiyaslandiginda en yiiksek
Allen besi ortaminda (3,166 pgL™?) bulunmustur.
Chlamydomonas sp.2 (CCA02Chl02) susunda
klorofil-a miktar1 Allen (3,471 ugL?) ve MS
(3,223 ugL?) ile kiyaslandiginda en yiiksek BG
11 (6,343 pgL™) besi ortaminda tespit edilmistir.
Therien ve ark. [31] ile Wu ve ark. [32]
tarafindan Chlamydomonas reinhardtii’nin farkl
besi ortamlar1 kullanilarak {iiretilmeleri {izerine
yaptiklar1 ¢alismada, klorofil tiretimlerinin besi
ortamlarina  gore  farklihlk  gosterdiklerini
belirtmislerdir. Sonuglardan da goriilecegi gibi
Chlamydomonas sp.2 (CCA02Chl02) susunda
hiicre yogunlugu, kuru agirlik ve klorofil-a
miktar1 BG 11 besi ortaminda daha yiiksek
¢ikarken Chlamydomonas sp.1 (CCAO02Chl01)
susunda Allen besi ortamindan daha iyi sonug
almmistir. BG 11 ve Allen besi ortaminin
Chlamydomonas  suslarinin  dretilmesinde
kullanilmasinin  nedeni, pek ¢ok mikroalg
tiiriiniin tiretilmesinde bu besiyerlerinden basarili
sonuglarin alinmis olmasidir. Al-Shatri ve ark.
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[33] tarafindan farklt besin ortamlarinin
Scenedesmus  dimorphus’un  hiicre  sayisini
arttirma calismasinda, BG 11 besi ortaminin
Bold’s Basal Medium’a gore daha basarili sonug
verdigi  gosterilmistir.  Lyngbya  bipunctata
iizerinde yapilan c¢alismada, farkli besin
ortaminin etkisi arastirilmis, BG 11 ve Allen
besin ortaminin yas ve kuru agirlik ile karotenoid
miktari arttirdigr belirlenmistir [34]. Farkl
mikroalg tlirler {izerinde yapilan calismalar,
mikroalglarin kiiltiirlenmesinde BG 11 ve Allen
besin  ortaminin  etkili oldugunu ortaya
cikarmistir. MS ile yapilan denemelerde her iki
susda da en diisiik degerler elde edilmistir.
Mineralli su ile yapilan denemeler sirasinda,
kiiltiirlerin baglangigta olduk¢a hizli iiredikleri
tespit edilirken sonraki giinlerde minerallerin
tikenmesi ile hiicre yogunlugunun giderek
yavagladigi gozlenmistir.

Optik  yogunluk, mikroalgal biyokiitle
biiyiimesinin kontrolii ve ortamdaki hiicre sayisi
ile dogrudan iligkisi nedeniyle ¢ok kullanilan bir
metottur [19,20]. Spektrofotometrik absorbans
Olciimiinde 680 ve 687 nm en ¢ok kullanilan
dalga  boyudur [20,35]. Calismamizda
Chlamydomonas (CCA02Chl01) ve
(CCAO02Chl02) suslar1 i¢in en yiiksek absorbans
685 nm'de saptanmistir. Her bir besi ortamindaki
maksimum biiyiime oram1 u (d?) ve ikilenme
zamani dt (d), hesaplanarak (Sekil 5 ve 6) ve
(Tablo 3)’te verilmistir. Suslarin  biiyiime
performanst  besi  ortami  bilesenlerinden
etkilenmigstir. Kesikli kiiltlir sartlar1 altinda test
edilen Chlamydomonas sp.1 (CCA02Chl01) susu
icin diger iki kiltir besi ortami ile
karsilastirildiginda, Allen besi ortaminda daha
yiiksek spesifik biiyiime oranimi (0.5115 d%)
meydana  gelmistir.  Chlamydomonas  sp.2
(CCA02Chl02) susu i¢in BG 11 ortaminda
spesifik biiyiime oran1 (0.7986 d') ve ikilenme
stiresinin (0.8679 d) oldugu bulunmustur. Elde
ettigimiz spesifik iireme orani sonuglari Kropat
ve ark. [29] tarafindan yapilan, Chlamydomonas
reinhardtii’nin dretiminde mineral besleyici
bilesenlerin biyomas ve spesifik {ireme orani
lizerine etkilerinin arastirmasit caligmasi ile
paralellik tasimaktadir. Fischer ve ark. [36]
tarafindan  farkli  fizyolojik  parametreler
kullanilarak yapilan g¢alismada, spesifik iireme
oranlar1  Tris-acetate-phosphate medium da
(0.074 ht) ve high salt medium da (0,039 h%)
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olarak bulunmustur. Bizim elde ettigimiz
sonuglar bu calisma ile kiyaslandiginda daha
yiiksektir.

Chlamydomonas ekonomik degeri yiiksek
ve bilimsel calismalarda en ¢ok kullanilan
mikroalglerden  birisidir.  Bu  ¢alismada,
Chlamydomonas suslarinin gelisimi iizerindeki
Allen, BG 11 besi ortamlar1 ile dogal maden
suyunun etkisi arastirilmistir. BG 11 ortaminin
Chlamydomonas sp.2 (CCA02Chl02), Allen besi
ortaminin Chlamydomonas sp.1 (CCA02Chl01)
susunun  gelisiminde daha etkili oldugu
goriilmiistir. Ucuz ve bol bir kaynak olarak
dogal mineralli suyun kullanilmas1 tiirlerin
tiretilmesi i¢in denenmis ve yapilan denemelerde
kiiltiirlerin baglangigta olduk¢a hizli tiredikleri
tespit edilmis ancak ortamda minerallerin
tikenmesi ile hiicre yogunlugunun giderek
yavagladigi gozlenmistir. Dogal mineralli suyun
mikroalg iiretilmesinde kullanilmasinin faydah
olabilecegi disiiniilmekle birlikte mineralli suda
mikroalg yetistirme prosesinin gelistirilmesi
gerektigi gozlenmistir.
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