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MAKALE BILGISI OZET
Bu caligmada; Trakya Bolgesi i¢ sularindan (Bahgedere Cay1, Tekirdag, Tiirkiye) izole
Arastirma Makalesi edilen, molekiiler taksonomi yontemleri ile tanimlamasi yapilan KF470792 Kabul No’lu
Desmodesmus communis (E. Hegewald) E. Hegewald (Sphaeropleales) mikroalg tiirii
Gelis 31 Mart 2017 icin kiiltiir ortamu ve biiyiime sartlar: belirlenmistir. Bu mikroalg tiirii, belirlenen sartlar
Kabul 06 Nisan 2017 altinda (besin, pH, sicakhk, 151k yogunlugu ve havalandirma) kiiltiire edilmis ve

durgunluk fazina ulasan kiltiirden besinsel ve biyokimyasal analizler igin yeterli
miktardaki biyokiitle hasat edilerek; toplam protein, toplam yag miktarlar: ile yag asitleri
> ve aminoasitleri, E vitaminleri ¢esit ve miktarlar1 belirlenmistir. Tiirim BG11 besin
Mikroalg ortammnda (7,5 pH, 24+2°C, 500 ml/dak. havalandirma) 9,76x105 koloni/ml hiicre

Anahtar Kelimeler:
Desmodesmus communis

Egg:r yogunlugung, 0,762 g/l kuru biyokiitle agirligina, 13,?_> mg_/l toplam klo_rofil a miktarina
Protein ulastigi belirlenmistir. Biyokiitle tizerine yapilan biyokimyasal analizler sonucunda;

agirlikca %42,59 toplam protein, %5,23 toplam yag ve 3694,24 pg/gyag vitamin E
*Sorumlu Yazar: miktarina sahip oldugu saptanmistir. Yag asitleri iginde en yiiksek oranin %35,18 ile
E-mail: rizaakgul@mehmetakif.edu.tr linolenik asit oldugu saptanmistir. Aminoasitler iginde en yiiksek miktarda bulunan

glutamik asit, 46,9 mg/g olarak belirlenmistir.
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Culture of Desmodesmus communis (EHegewald) EHegewald and Its Determination of the Biochemical
Properties

ARTICLE INFO ABSTRACT

In this study, culture medium and growth conditions were detected for Desmodesmus
Research Article communis (E. Hegewald) E. Hegewald (Sphaeropleales) with KF470792 Accession

Number that isolated from Thrace inland water (Bahgedere Stream, Tekirdag, Turkey)
Received 31 March 2017 and determined by molecular taxonomy techniques. The microalgae was cultured under
Accepted 06 April 2017 detected conditions (nutrients, pH, temperature, light density and aeration) and when the

culture was reached to stationary phase microalgae biomass was harvested for
Keywords: ) biochemical analysis. Total protein, total lipid, fatty acid and amino acid compositions,
Desmodesmus communis vitamin E amounts and variety were detected. Cell density was 9.76x10° colony/ml; dry
Microalgae biomass was 0.762 ¢/I; chlorophyll-a was 13.3 mg/l in BG11 culture medium (7.5 pH,
Cultqre 24+2°C, 500 ml/min. aeration). According to biochemical analysis; total protein amount
E‘r”;tr;eizt was 42.59% (dw/w); total lipid amount was 5.23% (dw/w) and vitamin E amount was

3694.24 ng/glipid. The most abundant fatty acid was linolenic acid (35.18%); amino acid
*Corresponding Author: was glutamic acid (46.9 mg/g).
E-mail: rizaakgul@mehmetakif.edu.tr
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Giris

Mikroalgal biyoteknoloji bilim dalmm temelini
olusturan izolasyon ve kiiltiir ¢caligmalari 1800’lii yillara
dayanmaktadr (Johnston, 1976). Ge¢misi eski tarihe
dayanan bu caliymalar kiiltiirii yapimak istenilen tiiriin
dogada az bulunmasi, tiir izolasyonunun zor bir iglem
olmasi, besin miktarlarinin organizmanm ihtiyaclarina
gore ayarlanamamasi, yine kiiltiirii yapilmak istenen tiiriin
yagam kosullarmmn ¢ahgmalarda smnirlayict olmasi gibi
zorluklar nedeniyle, mikroalgal biyoteknoloji alaninda
kullanilan tiir sayis1 diigiikk kalmugtir (Pringsheim, 1946).
Mikroalgal biyoteknoloji ¢ahsmalart 1950°li yillardan
beri o6zellikle Chlorella, Scenedesmus ve Dunaliella
cinslerine ait tiirler ile yapimaktadir. (Ben-Amotz ve
Avron, 1983).

Diinya’da zengin bir mikroalg florasi varken; tretimi
yapilabilen ticari mikroalg tiir sayisinin sl olmasi,

gliniimiizde mikroalgal biyoteknolojinin  gelismesini
engelleyen en o6nemli etkenlerden biridir. Ticari dneme
sahip yeni mikroalglerin tespiti ve biyoteknolojik
uygulamalarda kullanimina yonelik ¢ahgmalar, bu alanin
gelismesine katki saglayacaktir. Mikroalglerin
morfolojileri, taksonomisi, {liremeleri ve en Onemlisi

ekonomik degerleri ile ilgili daha fazla bilgi elde edilecek
ve bu bilgiler yorumlanarak teknolojiye aktarilabilecektir.
Boylece alglerin yeni kullanim alanlar ortaya ¢ikabilecek
veya var olanlar gelistirilebilecektir (Pringsheim, 1946).
Bu c¢alisma ile mikroalgal biyoteknoloji alanmnda
kullanilabilecek, yeni  mikroalg tiirlerinin  ortaya
¢ikarilmasma yonelik yapilan c¢alismalara hiz verilmek
istenmigtir. Bu amagla, Desmodesmus communis (E.
Hegewald) E. Hegewald mikro yesil alg tiiriiniin iyi
gelistigi kiiltlir ortamu ve sartlarmin belirlenmesi, bu
sartlar altinda yogun kiiltiirii yapilip biyokiitlenin elde
edilmesi ve bu biyokiitlenin toplam protein, toplam yag,
yag asitleri, amino asitleri, vitaminE gibi biyokimyasal
iceriginin belirlenmesine g¢ahgilnustir.

Materyal ve Yontem

Mikroalgin morfolojik ozellikleri

D. communis morfolojik olarak Scenedesmus
quadricauda olarak tanimlanmstir. Fakat daha sonraki
molekiiler taksonomik yontemler ile kesin olarak D.
communis oldugu ortaya ¢ikarilmig ve literatirde S.
quadricauda, D. communis mikroalginin sinonimi olarak
kabul edilmektedir. Prescott (1973)’e gore, D. communis
(Sin. S. quadricauda) tiirii bir swada bulunan 2-4-8
sayida, oblong-silindirik hiicrelerden olusmus, digtaki
hiicrelerin iki ucunda da uzun ve kivrilmig bir spin ve
icteki hiicrelerin spinsiz olmasiyla ayurt edilmektedir.

Kiiltiir Calismalar:

Mikroalgin biiylime sartlarmm ve uygun kiiltiir
ortammm belirlenebilmesi i¢in farkli pH degerlerine sahip
Blue Green Medium (BGll) (Rippka ve ark.,, 1979),
Bold’s Basal Medium (BBM) (Stein, 1973), Modifield
Bold’s Basal Medium (BINV) (Starr ve Zeikus, 1993)
olarak {i¢ ortam belirlenip steril sartlarda hazirlannugtir.

Steril olan kiiltiir ortamlarmm her birinden 5 1
hacimlerde erlenmeyerlere aktarildi ve stok kiiltiirden esit
hiicre sayisinda asilama yapildi 5 litrelik agilanmus sivi
kiiltiirler, iklimlendirme dolabmnda 24+2°C’de sicaklikta,
200 pmol foton m? snt ik siddetinde ve 12/12

(aydmlik/karanhk) fotoperiyodunda aydmlanma
kosullarmda kiiltiirleri yapildi. Karigim ve havalandirma
islemi, 500ml/dak. havalandirma kapasitesine sahip
akvaryum pompalar ile yapildi

Kiiltiirlerin ~ gelismelerini takip etmek igin, hiicre
yogunluklari, birinci gilinden itibaren takip edilerek,
kiiltiiriin 6liim fazina girinceye kadarki siire i¢inde her iki
giinde bir, Thoma sayma kamarasi ile tespit edildi. Ayni

zamanda kuru biyokiitle ve Strichland ve Parsons
(1972ye  gore, Kklorofil a miktarlann  belirlenerek
kiiltiirlerin gelismeleri takip edildi.

Biyokiitle Eldesi

Kiiltirin durgun faza geldigi 28. giin sonunda, kiiltiir
caligmalani  sona  erdirildi.  Sonraki  biyokimyasal

calismalarda kullanilacak biyokiitleyi elde etmek igin, en
yiksek hiicre yogunlugu ve en yiiksek kuru agirlik
oranmna sahip kiiltiir ortamindan (BGI11) hiicreler hasat
edildi. Hasat edilen biyokiitle 50°C’deki vakumlu etiivde
3 saat kadar bekletilerek kurutuldu ve biyokimyasal
analizlerde kullanmak {izere -20°C’de depoland.

Biyokimyasal Analizler

Toplam protein miktar:n:n belirlenmesi: Toplam ham
protein, Kjeldahl metoduna gore; yas yakma, distilasyon,
titrasyon seklinde li¢ asamada ve ii¢ tekrarli olarak yapildi
(AOAC 981.10; Ortiz ve ark., 2006; Yaich ve ark., 2011).

Toplam yag miktar:nin  belirlenmesi: Kurutulan
materyale ait 6rnekten 1 g tartildiktan sonra darasi ahnnus
250 ml’lik balon jojeye aktarildi ve iizerine 2:1 oranmnda
hazirlanmus  metanolkloroform kangmmdan 20 ml
eklendi ve sonraki asamalar Bligh ve Dyer (1959) gore
yapildi.

Yag asitleri ve miktarlar:n:n belirlenmesi: Elde edilen
mikroalg Ornegine ait yaglar tiirevlendirilerek GC-MS’de
analiz edilmistir. Tirevlendirme, 1,5 M metanolik HCI
kullanilarak gerceklestirilmistir. Yag asitleri analizi i¢in,
HP-88 (100*0.250*0.20 um) kolonu kullanimstir. Tim
omeklerin yag asidi kompozisyonu GC-MS sistemi ile
gergeklestirilmigtir. Kolon baslangic sicakligi 60°C olarak
ayarlanmmg, 1 dakika sonra dakikada 13°C’lik artigla
175°C'ye oradan da 4°Clik artiglarla 215°C’ye
cikarilmigtir ve bu sicakhkta 35 dakika beklenmistir.
Enjektor ve dedektdr sicakhgr 250°C olarak ayarlanmigtir
(Bardakg1 ve Segilmis, 2006).

Amino asitleri ve miktarzn:n belirlenmesi: Mobil faz
A—10 mmol/l fosfat tampon soliisyonu ve diger mobil
faz B—Asetonitril olan &rneklerde amino asit analizlerini
yapmak i¢cin 1 ml/dak. akis oraninda, kolon firmi
sicakligmin 40°C, Dedektor dalga boyunun 254 nm,
enjeksiyon  seviyesinin ~ 20-30  pl,  Teknokroma
mediterranea sea 18 (150 mm X 4.6 mm i.d, 3um) kolona
sahip HPLC cihaz ile kullanilmigtir (Kose ve ark., 2011).

E vitamini miktar:n:n belirlenmesi: Heptane:THF
(95:5, v/v) fazindaki 6rneklerden, E vitamini analizi igin
RF detoktor, CTO-10ASVp kolon firmi, iki kanalh
gradient pompa (LC20AT), SIL 20ACHT autosampler,
LC Solution bilgisayar programu ve Luna Silica (250%4,6
mm, 5 pm) kolonlu, CBM: 20A CBM (communication
bus module)’ya sahip HPLC cihazi kullanihmistir (Lampi
ve ark., 1999).
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Kiltiir ortamlarmdaki hiicre yogunluklar
incelendiginde, en yiiksek BGI1 kiiltir ortamnda,
9,76x10°  koloni/ml  hiicre yogunluguna ulagtig1

belirlenmistir (Sekil 1). Bu swvi kiiltiir i¢indeki besleyici
inorganik maddeler ve pH degeri D. communis tiri
mikroalg icin diger sivi kiiltiir ortamlarma goére daha
uygun oldugu gorilmiistiir. Kiltlir gelisiminde en iyi
yogunluk 23. giinde gbdzlenmis, sonra durgunluk fazina
girmis ve bundan sonraki giinlerde kiiltiir 6liim fazmna
girerek hiicre sayisiazalmaya baglanustir.

Rios ve ark. (2015), kiiltiir ortammin Desmodesmus
sp. mikroalginin biiylimesi ve lipit depolamasi iizerine
etkisini arastirdiklart c¢ahgmalarmda; BGI11 ve Guillard
f/2 medium ortamlarmi kullanmuslar ve BGI1 ortaminda
bu mikroalgin daha fazla hiicresel yogunluga ulagtigmi ve

noloji Dergisi, 5(4): 404-408, 2017

daha yiiksek
belirtmislerdir.

Kiiltiir ortamlarindaki hiicrelerin geligimi hakkinda en
net bilgileri veren klorofil a miktarlari (Sekil 2) ve kuru
biyokiitle agiliklar1 (Sekil 3) hesaplanmugtir. En yiiksek
klorofil a degerine 31. giinde ve BGll ortaminda, 13,3
mg/l olarak belirlenmistir. En yiiksek kuru biyokiitle
miktarma 35. giinde ve BGIl1 ortammda 0,76 g/l olarak
saptannmusgtir.

Biyokimyasal analizlerde kullanilmak iizere yeterli
miktarda biyokiitlenin elde edilmesi i¢in, mikroalg
hiicreleri, en iyi gelisme gosterdigi BGI1 swvi kiiltiir
ortaminda ve kiiltiir sartlari altinda yogun olarak kiiltiirii
yapild1.

%42,59 toplam protein, %5,23 toplam yag miktar1 ve
toplam E vitamini 369424 pg/gyag olarak tespit
edilmistir (Tablo 1).

lipit biriktirme kapasitesi gosterdigini
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Tablo 1 D. communis mikroalginin toplam protein,
toplam yag ve toplam tokoferol miktarlar

M addeler M iktarlar
%Azot Miktari/% Protein (%Az0tx6,25) (% ) 7,88/42,59
Toplam Yag (% g) 5,23
Toplam E vitamini (pg/gy ag) 3694,24

Tablo 2 D. communis mikroalginin amino asitleri ve
miktarlart

Amino asit Miktar1 (mg/g protein)
Arginine (11,7) 18,44
Serine (12,7) 5,62
Glycine (13,2) 25,46
Alanine (13,9) 1,53
Pyroline (14,4) 1,28
Valine (16,4) 1,27
Throline (17,2) 3,47
M ethionine (17,4) 5,54
Isoleucine (17,8) 3,24
Leucine (18,8) 0,89
Pheny| alanine (19,4) 2,30
Tyrosine (20,6) 28,79
Aspertic (26,4) 21,66
Glutamic acid (26,8) 46,94
Histidine (27,2) 2,00
Lycine (27,9) 0,44

Tablo 3 D. communis mikroalginin yag asitleri ve
miktarlar

R: Yag asidi M
8.0 | Caproic acid ME C6:0 % 0,01
10 | Caprylic acid ME C8:0 % 0,02
11.7 | Capric acid ME C10:0 % 0,05
13.9 | Lauric acid ME C12:0 % 0,14
16.5 | Myristic acid ME C14:0 % 2,14
18.3 | Isothiocyanic acid ethyl ester % 0,02
18.5 | Dodecanoicacid , 4-methyl ME % -
18.6 | 10-undecenoic acid ME % -
19.2 | Tetradecanoic acid 12 methyl ME 0,18
19.5 | Pentadecanoic acid ME C15:0 % 0,20
21.3 | cis-10 pentadecanoic acid C15:1 % 0,19
22.5 | Pentadecanoicacid, 14-methyl ME/C15:0is0 % 0,02
23.2 | 2-thio-2-methyl propionic acid ME % -
24.9 | Palmitic acid ME C16:0 % 18,75
25.7 | 7-hexenoic acid ME C16:1 C7 % 0,14
26.0 | 9-hexenoic acid ME C16:1 C9 % 2,09
27.1 | Heptadecanoic acid ME C17:0 % 0,91
27.8 | Hexanoic acid 14-methyl ME % 2,19
29.2 | C17:0is0 % 0,24
30 7-Heptadecamic acid M E/Cyclopropaneoctanoic 015
acid 2-hexyIME '

30.3 | 7,10,13 hexadecatrienoic acid ME 1,62
33 | Steraic acid ME % 1,04
33.7 | Oleic acid C18:1 n9c % 12,13
33.8 | C18:1110,t11e 12 % 4,36
35.1 | Linoleic acid ME C18:2 c9 c12 % 11,97
35.8 | c18:2t11cl5% 0,04
37 | Eicosonoic acid Me C20:0 % 0,00
37.2 | Linolenic acid ME C18:3 (c9,c12,c15) % 35,18
40.3 | Eicosadienoic acid ME C20:2 % 0,10
42.9 | Eicosatrienoic acid ME (C20:3 3n6) % 0,26
43.6 | Eicosatrienoic acid ME (C20:3 3n3) % 0,22
443 | C20:4 % 0,47
46.4 | C20:5% 0,16
54.3 | C22:6 % 0,22
M: Miktar (% gr yag)

Aminoasitleri iginde en yiiksek miktarda bulunan
glutamik asit, 46,9 mg/g olarak belirlenmigtir. Daha sonra
28,79 mg/g tyrosine, 2546 mg/g glycine gelmektedir
(Tablo 2). Samek ve ark. (2013)’nmn, kiiltivasyon
metotlarmm yesil yas su algleri ve siyanobakter amino
asitleri kompozisyonu iizerine etkisi ile ilgili yaptiklar
calismalarnda; S. quadricauda mikroalaginde temel
aminoasitlerden LYS amino asidinin 6,07+0,16; temel
olmayan aminoasitlerden GLU aminoasidinin 9,85+0,52
degeri ile en yiiksek miktarlarda bulundugunu tespit
ederek, ayni algde ham protein miktarini ise 52,49+1,93
(% kuru agirlik) olarak bulmuslardir.

Yag asitleri i¢inde en yiliksek %35,18 oraninda
linolenik asit, daha sonra %18,75 oraninda palmitik asit
ve %12,13 oraninda oleik asit oldugu saptanmstir (Tablo
3).

Taipale ve ark. (2013), mikroalglerde yag asidi
kompozisyonu ile ilgili yaptiklarn  ¢ahgmalarinda
Chlorophyceae ve Trebouxiophyceae familyalarinda en
yaygin tespit edilen yag asitlerini oleik asit (18:1w9), alfa
linolenik asit (ALA) ve palmitik asit (16:0) olarak
bulmuslardir. Scenedesmus cinsinde ise en bol bulunan
yag asidinin ALA oldugunu belirtmiglerdir.

El Semary (2011), Desmodesmus spp. izolatlarmm
yag asidi kompozisyonunda en ¢ok doymus yag asitleri,
ardindan tekli doymamis yag asitlerinin baskin oldugunu
ve en ¢ok bulunan yag asidinin palmitik asit (%54); onu
takip edenin palmitoleik asit (%23) oldugunu belirtmistir.

Massimi ve Kirkwood (2016); sehir atik sularmdan
izole ettikleri siyanobakteri wklari ve Chlorophyta iiyesi
mikroalglerin  biyodizel iiretiminde kullanilabilirliklerini
arastrmay1 hedefledikleri ¢alsymalarmda yag asidi
profillerini incelemislerdir. Caligma sonunda
Desmodesmus sp. ve Scenedesmus sp. mikroalglerinin
toplam FAME lipit profilinin %80’ininden fazlasmm
oleik asit oldugunu belirtmiglerdir. Caligilan ¢ogu iwkta
baskin doymus yag asidinin C16:0 palmitik asit; baskmn
doymamig yag asidinin ise C18:1 oleik asit oldugunu ve
bu yag asitlerinin toplam yag asidi profilinin ortalama
%50’sini olugturduklarmi belirtmislerdir.

Yag asitleri profili ve miktarlart yoniinden, bu cins
iyeleri lizerine yapilan arastrma sonuglarma benzerlik
gostermektedir.

E vitamini i¢indeki tiirevleri ve miktarlari Tablo 4’te
gosterilmigtir. En fazla alfa tokoferol olarak tespit
edilmigtir. Toplam tokoferol miktarmmn yiiksek bir
miktarda oldugu belirlenmistir. Safafar ve ark. (2015),
endiistriyel atik sulardan izole ettikleri mikroalgler ile
yaptiklari ¢aligmalarinda; toplam tokoferol miktarmin en
fazla Desmodesmus wkinda (361,9+23,1 pg/g) oldugunu
bulmuslardr. Yine ayni canlida chlorophyll a miktarmi
ise 2993+14 pg/g olarak tespit etmislerdir. Atik sulardan
izole edilen Desmodesmus sp. mikroalginin en fazla
miktarda  pigment, fenolik bilesikler, tokoferoller
direttifini ve en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
oldugunu bulmuslardir.

Giulia Samori (2012), evsel atik sularda kiiltiire alinan
Desmodesmus communis mikroalginde lipit
biyosentezinin uyarilmasi {lizerine yaptig1 doktora tez
calismasinda; protein miktarmi 15,8+1,7 (% w/w); lipit
miktarm1 ise 11,7+0,5 (% w/w) olarak tespit etmistir. En
¢ok bulunan doymus yag asitlerini palmitik asit (16:0),
onun ardindan stearik asit (18:0) olarak belirtmistir. En
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fazla bulunan doymamus yag asitleri ise oleik ve linoleik
asit olarak Olgmiis ve birlikte toplam yag asidi
kompozisyonu iginde %54,3’lik bir orana sahip
olduklarin1 belirtmistir.

Bu alanda yakmn akraba olan Chloropyhta mikroalg
iyeleri ile yapilan arastimalarda elde edilen veriler, bu
calismada kullanilan Chlorophyta iiyesi D. communis
tiirinden elde ettigimiz verilere; toplam protein, toplam
yag, yag asitleri ve amino asit ¢esit ve miktarlar1 ve E
vitamini  yOnleriyle benzerlik gostermektedir. Bu
mikroalglerin her biri biyokimyasal i¢erik bakimindan ve
mikroalgal biyoteknolojide kullanilabilecek potansiyele
sahip oldugu ve Kkiiltir sartlarmm da belirlenmesi ile
kolaylikla  kiiltiri  yapilip  degisik amacglar i¢in
degerlendirilebilecegi diisiiniilmektedir.

Tablo 4 D. communis mikroalginin tokoferol g¢esitleri ve
miktarlar

Tokoferol Cesitleri Tokoferol Miktarlan
Alpha (ug/g yag) 3600,39
Beta (ug/g yag) -
Gamma (ug/g yag) 63,36
Delta (ug/g yag) 30,49
Toplam (ug/g yag) 3694,24
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