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CHLORELLA VARIABILIS TURU MIKROALGIN BUYUMESINE VE YAG
ICERIGINE ETKi EDEN PARAMETRELERIN BELIRLENMESI

OZET

Bu calismada Chlorella variabilis tiri mikro algin blylimesine ve yag icerigine
etkisini incelemek amaciyla, farkh azot konsantrasyonlari, farkli demir
konsantrasyonlari, farkli azot kaynaklar, farkli potasyum dihidrojen fosfat
konsantrasyonlari ve fotobiyoreaktériin yukseklik/cap oraninin etkisi laboratuvar
kosullarinda calisiimistir. Farkh N konsantrasyonlari ile yapilan calismalarda en iyi
sonuglara %25 N sinirlamasi olan &rnekte ulasiimistir. Bu kosullar altinda
maksimum hidcre konsantrasyonu X.»=0,66 g/L ve yagd orani %25,6 olarak
hesaplanmistir. Farkli demir konsantrasyonlari ile yapilan calismada BG-11 besin
ortamindaki demir kaynaginin konsantrasyonu kadar demir iceren drnekte en iyi
blylmenin gerceklestigi belirlenmistir. Maksimum spesifik blylime hizi py=0,042
saat™ ve maksimum hiicre konsantrasyonu X.=0,23 g/L olarak bulunmustur. Farkli
potasyum dihidrojen fosfat konsantrasyonlari ile yapilan calismada 0,005 g/L
KH,PO, igeren drnekte %12,3 ile en yiiksek yag oranina ulagiimistir. 0,1431 g/L™ ile
en ylksek biyokitle miktari da 0,005 g/L KH,PO, igeren ornekte bulunmustur.
Farkli N kaynaklari ve konsantrasyonlari ile yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde,
Chlorella variabilis tiru mikroalg i¢in inorganik azot kaynaklarindan NO3-N ve NH,4-N
ile blyime ve biyokimyasal yapisi acisindan benzer sonuclar elde edilmigtir.
CH4N,O’nin ise bu tdr igin uygun bir N kaynagi olmadigi duisinilmektedir.
Fotobiyoreaktoriin ylkseklik/cap oraninin etkisinin incelendigi ¢alismalarda en
yiiksek biyokiitle miktarina 1,021 g/L™ ve %21,10 ile en yiiksek yag oranina L/D=3
olan biyoreaktorde ulasiimistir. Fotobiyoreaktorin yukseklik/cap oraninin artmasiyla
biyokutle miktarinin da yaklagik olarak 2 kat arttigi belirlenmigtir.

Anahtar Kelimeler: Chlorella variabilis, Lipit icerigi, Mikroalg, N stresi.



DETERMINATION OF PARAMETERS THAT AFFECT GROWTH AND OIL
CONTENT OF MICROALGAE CHLORELLA VARIABILIS

ABSTRACT

In this study, different nitrogen concentrations, different nitrogen types, different
concentrations of potassium dihydrogen phosphate and height / diameter ratio of
photobioreactor were studied in laboratory conditions in order to investigate their
effect on the growth and fat content of Chlorella variabilis. In studies with different
concentrations of N, the best results were achieved under 25% N limitation. Under
these condition, the maximum cell concentration was calculated as Xy.x = 0,66 g/ L
and the fat ratio was 25.,6%. In studies conducted with different iron concentrations,
it was determined that the best growth was achieved in the sample that contained as
much iron as the original BG-11 nutrient medium suggested. The maximum specific
growth rate was found to be pma = 0,042 hr * and the maximum cell concentration
was Xmax = 0,23 g / L. In the study with different concentrations of potassium
dihydrogen phosphate, the highest fat percentage of 12,3% was reached in the
sample containing 0,005 g / L KH,PO,. The highest biomass was found to be 0,1431
g/ L' in the sample containing 0,005 g / L KH,PO,. When studies with different N
sources and concentrations were evaluated, similar results were obtained with NOs-
N and NH4-N, however CH4N,O is not considered to be a suitable N source for this
microalgae species. In studies investigating the effect of height / diameter ratio of
the photobioreactor, the highest biomass (1,021 g / L) and the highest oil ratio
(21,10%) was reached when H / D = 3. It has been determined that the biomass
quantity increased approximately twice as the height / diameter ratio of the
photobioreactor increased.

Keywords: Chlorella variabilis, Lipit Content, Microalgae, N stress.



GiRiS

Petrol kaynakh yakitlarin, enerji kaynagi olarak kullanilmasi ¢evreyi olumsuz yonde
etkilemektedir, bunun yaninda petrol bazli kaynaklarin artan enerji talebini
onumuzdeki yuzyillarda karsilayamayacagi 6ngoérilmektedir. Bu ylizden hayvansal,
bitkisel ve atik yaglardan Uretilen biyodizel ¢alismalari hiz kazanmistir. Ancak bu
yaglarin su anki miktarlari biyodizel taleplerini karsilamakta yetersiz kalir. Bu
nedenle bilim adamlari alternatif ve yenilenebilir enerji arayiglarina hiz
vermektedirler. Bu kaynaklardan bir tanesi de, yasayan ya da yakin zamanda
yasamis organik maddelerden yakit elde edilmesi ya da diger endustriyel amaglarla
kullanilmasi olarak tanimlanan biyokutle enerjisidir. Biyokutle enerji cesitleri olarak
biyodizel, biyoyakit (biyoenerji) biyoetanol, biyometanol (biyogaz), biyohidrojen

sayilabilir.

Son yillarda mikroalglerden biyokltle eldesi énem kazanmistir. Mikroalglerin
hammadde olarak secilmesinin bircok sebebi vardir. Hizli buytyip kolay uretilmesi,
yiuksek yag igerigine sahip olmalari, tarimsal bitkiler gibi endistriler arasinda
rekabete girmemesi, c¢esitli cevre kosullarina kolay adapte olmalari bu sebepler
arasinda sayilabilir. Dinyada algal biyodizel Uretimi alaninda 6zellikle Avrupa
Ulkeleri arasinda rekabet olup ¢ok yuksek miktarlarda yatirimlar yapilmaktadir.
Ulkemizde de bu alanda galismalar baglamig ve sanayi Universite igbirlikleriyle
devam etmektedir. Aragtirmacilar tarim alanlar ve su kaynaklari Gzerinde daha az
baski yaratan, daha verimli ve daha gelisime acik bir yontem olan mikroalgler
Uzerine yogunlasmaya baslamigtir. Alternatif bir enerji kaynadi olarak gindeme
gelmesinden ¢ok daha 6nce mikroalglerin enerji kaynagi olarak kullaniimasi birgok

arasgtirmaci tarafindan yillardir 6nerilmektedir (Thomsen, 2010).

1970’li yillarda degisik enerji kaynaklari arayigi ile birlikte glines enerjisi, dunyanin
ilgisini Uzerinde toplamigtir. Algler, gunes enerjisini en etkin kullanan canlilardir ve
bu nedenle de farkl mikroalg turlerinde yeni bilesenlerin kesfedilmesi amaciyla

mikroalg uretim teknolojisine ilgi giderek artmaktadir.



Son yillarda, tek hucreli alglerden elde edilen yag ve yag asidi Urtnleri oldukca
dikkat cekmistir. ilk olarak Solar Enerji Arastirma Enstitlisii biyoyakit olarak algal

yaglarin kullanimi Gzerinde durmustur (Neenan ve dig., 1986).

Son zamanlarda artan petrol fiyatlari ve fosil yakitlarin kademeli olarak tukenmesi
nedeniyle mikroalgal yakit Gretimi buyuk ilgi gormektedir. Enerji kaynag! olarak
yenilenebilir, toksik olmayan, biyodizel yakit kaynagi mikroalglerden yararlanma
olanaklari konusunda galismalar surdiriimektedir. Bu amacla yag icerigi ve biylime
hizi yliksek mikroalg tdrlerinin belirlenmesi c¢alismalarinin yaninda, hicre iginde
mevcut yag iceriginin arttinlmasini  uyaran stres kosullarinin belirlenmesi
arastirmalari pek cok Ulkede surdurilmektedir (Converti ve dig., 2009; Damiani ve
dig., 2010, Uslu ve dig., 2011).

Son on yida alternatif yeni yakit kaynaklari bulmak igin yogun arastirmalar
yapilmistir. Biyokitleden elde edilen yenilenebilir enerji kaynagi olarak biyodizel en
iyi adaydir (Ahn ve dig., 2012; Tran ve dig., 2012). Biyodizel halen hayvansal yaglar,
bitkisel yaglar, aycicedi yadi, hurma yagi, kolza tohumu yagi ve atik yaglardan
uretilebilir (Ahn ve dig., 2012; Tran ve dig., 2012). Fakat biyodizel Uretimine arz
edilenden daha fazla talep oldugundan, alternatif biyokutle kaynaklari
gerekmektedir. Mikroalgler biyodizel Uretimi icin en degerli alternatif hammadde

kaynagidir.

Algal lipitlerin gelecek igin umut verici uygulamalari her zaman dugunulimelidir.
Gelecekte bazi alg tirleri yenilenebilir enerji kaynagi olarak kullanilabileceklerdir.
Mikroalglerden yakit eldesi yeni bir fikir olmamakla birlikte, son yillarda artan petrol
fiyatlari, kiresel iIsinmanin nedenlerinden biri olan yakitlardan ¢ikan gazlarin zarar
verici 6zellikleri ve su sikintisi konuya ilgiyi giderek arttirmigtir. Biyodizel kanitlanmig
bir yakittir. Elli yildan daha fazladir biyodizel kullanimi ve Uretim teknolojisi
bilinmektedir. Yeni bir kaynak olarak dusunulen mikrolagler, tek bagina biyodizel igin
kullanilabilmektedir (Chisti, 2007).

Bu tez calismasinda Chlorella variabilis turt mikroalgin buyumesine ve yag icerigine
etki eden farkli azot konsantrasyonlarinin, farkli demir konsantrasyonlarinin, farkli
azot  kaynaklarinin,  fotobiyoreaktdor  ylkseklik/cap oraninin  ve  farkh
konsantrasyonlardaki potasyum dihidrojen fosfatin etkisi laboratuvar kosullarinda

calisimis ve elde edilen sonuglar literatir ile  karsilastiriimistir.



1. GENEL BILGILER
1.1. Mikroalgler

Algler ¢ok uzun yillardan beri farkl alanlarda kullaniimakta olup; hicrelerinde
biriktirdikleri protein, vitamin, yag asitleri, karbonhidrat, mineral ve pigment,
hidrokarbon, polisakkarit, antibiyotik ve daha birgok metabolitleri nedeniyle insanlar
tarafindan baslica besin destegi olmak Uzere degisik amaclarla kullaniimaktadirlar.
Bu nedenle Il. Dlinya savasindan bu yana Amerika Birlesik Devletleri, Japonya,
ingiltere, Almanya ve Norveg gibi gelismis (lkelerde mikroalglerin besinsel

zenginliklerinden yararlaniimaktadir (Becker, 1994).

Mikroalglerden yararlanmak igin insanoglu 100 yili agkin bir suredir arastirmalar
yapmaktadir. Alg kulturleriyle ilgili ilkk calismalarda hedeflenen esas amag, tek hiicre
proteinini elde etmekti. ilk olarak 1890 yilinda Beijerink Chlorella vulgaris’in agar
uzerinde kolonilerini elde etmis ve kulturuni yapmistir. O yillarda alg kulturleriyle tek
hicre protein Uretiminin dlnyadaki protein acigini kapatacak buyik bir alternatif
olduguna inaniliyordu. Dolayisiyla konuya sadece bu acgidan yaklasiimis olmasi
sebebiyle, calismalar belli bir noktaya kadar gelmis ve arzu edilen sonuglar elde
edilemeyince hayal kirikhgina ugranmigtir (Gokpinar, 1991). 1919 yilinda Otto
Warburg, Chlorella kultirt Gzerindeki arastirmalari daha da gelistirmistir. 1940-1950
yillarinda Almanya ve Japonya’daki daha sonra ise ABD’deki arastirmacilar
fototrofik mikroalglerin Uretiminde temel kultar 6zelliklerini ¢galismiglardir. Béylelikle,
alg kdlturlerinin sahip oldugu pek cok avantajinin (yiksek fotosentetik verim, yil
boyunca iglem yapma olanagi, yuksek bitkisel protein igerigi vs.) oldugu tespit
edilmistir.  (Gokpinar, 1991). Halen bir ¢ok mikroalg turinin kimyasal

kompozisyonlari ve metabolizmalari Uzerindeki ¢alismalar devam etmektedir.

Mikroalgler karbondioksit ve gunes 1gigin1 kullanarak yag uretebilmeleri, bununla
birlikte saatler icerisinde bolinerek cogalabilmeleri ve yil boyunca uretilebilmeleri
sebebiyle kara bitkilerinden daha fazla trin verimliligine sahip organizmalardir. Bu
fotosentetik canhlar fotosentez sonucu ortama oksijen vermektedirler. Olumsuz

cevre kosullarina karsi metabolizmalarinda degisiklikler yapabilmektedirler.



Chlorophyceae sinifina ait Chlorella ve Neochloris tdrlerinin besin eksikligi olan
ortamda kultire alinmalari ile kuru hicre agirlklarinda yag oranlarini %60’a

cikardiklari belirlenmigtir (Siaut ve dig., 2007).

Cevresel kosullar ile birlikte kultur ortaminda kullanilan besleyici elementler ve
konsantrasyonlari mikroalg buyume ve biyokimyasal yapi Uzerinde degisikliklere
neden olabilmektedir. (Brown ve dig., 1993). Azot kaynagi ve farkl
konsantrasyonlarinin mikroalglerin buyime ve biyokimyasal yapilari Uzerinde etkili
oldugu bilinmektedir (Gokpinar,1991; Valenzuela-Espinoza ve dig., 1999; Xu ve dig.,
2001).

Algal biyoteknolojideki gelismelere karsin mikroalg tirlerinin kultirlerinde gesitli
gugliklerle karsilasiimaktadir. Mikroalg kulttrlerinde canh kutlenin biyokimyasal
kompozisyonu, cevresel faktorler, besi ortami, sicaklik, tuzluluk, pH ve 1sik gibi

blaylme kosullarina baglidir (Sukenik, 1991).

Mikroalgler organik madde sentezini gerceklestirmek icin Karbon (C), Azot (N) ve
Fosfor (P) gibi temel elementlere gereksinim duyarlar (Davis, 1977). Azot, enzim ve
proteinlerin yapitasi oldugu icin, yag asitleri sentezi, algal hucrelerin protein
fonksiyonlari ve yapilasmasinda gereklidir. Azot kaynaklari ve konsantrasyonlari, alg
kalturlerinde blyumeyi ve biyokimyasal kompozisyonu etkilemektedir. Azot atomu
karbonhidratlar ve yaglar Uzerinde etkilidir. Bunun yani sira N sinirlamasi hucresel
yag asitleri ve hucresel buyume ile iligkili oldugundan, yagd asitleri bakimindan
zenginlestirmede N sinirlamasi etkilidir (Shifrin ve Chisholm, 1981; Sukenik ve dig.,
1989). Mikroalg kulturlerinde hacreler tarafindan kullanilabilen en 6nemli azot
kaynaklari nitrat azotu, amonyum azotu ve ure azotudur (Gokpinar,1991; Levasseur
ve digd., 1993; Grobbelaar, 2000).

Mikroalgal kitleden yag eldesi konusunda didnyanin pek c¢ok Ulkesinde ¢alismalar
gizlilikle devam ekmektedir. Yag icerigi yuksek tlr arayiginin yani sira mevcut turler
icerisinde yag iceriginin arttinimasi olanaklari da arastinimaktadir. Mikroalgal
hucrelerin Uretiminde hasat igslemi, kilturinun nispeten maliyetli olmasi gibi sorunlar
ile birlikte kara bitkilerinden avantajlarinin fazla olmasindan dolay! ve hepsinden
onemlisi suyu en verimli kullanan sistemler olmalari nedeniyle aragtirmacilarin
konuya ilgisini giderek arttirmaktadir (Chisti, 1980-1981; Nagle ve Lemke., 1990;
Sawayama ve dig., 1995).



Converti ve dig. 2009 vyilinda vyaptiklari calismada biyodizel dretimi igin
Nannochloropsis oculata ve Chlorella vulgarisin  sicakllk ve  azot
konsantrasyonlarinin blyime ve lipit igerigine etkisini incelemigler ve sicakligin
20°C’den 25 °C’ye gikariimasiyla Nannochloropsis oculata turtinde lipit igeriginin iKi
katina ¢iktigini belirtmislerdir.

Azot kaynagi ve duzeylerinin, algal kiltirlerde blyime ve biyokimyasal
kompozisyonu etkileyen en énemli faktérlerden biri oldugu bilinmektedir (Xu ve dig.,
2001). Azot sinirlamasi ile blytyen bir ¢cok mikroalg tlrinde lipit iceriginin arttigi

g6zlenmistir.

Mikroalg Uretimi genellikle diger tarim bitkilerinin Gretimine goére daha maliyetlidir.
Fotosentetik bluyume igin 1sik, karbondioksit, su ve inorganik tuzlara ihtiya¢ vardir.
Sicaklik 20-30°C arasinda olmalidir. Biyodizel Uretiminde bu pahali sistemin Gretim
maliyetlerinin minimize edilmesi glines 1s1d1, deniz suyu ve yanan fosil yakitlardan
cikan karbondioksitin kullaniimasi ile saglanabilir. Alg Uretiminde kullanilan ortam
azot, fosfor, demir gibi baglica elementleri icermektedir (Grobbelaar, 2004). Deniz
suyu bahsedilen bu elementler ile beraber cok sayida mikro besin elementini
icermektedir. Denizel mikroalglerin Uretiminde bu elementlerin olmasi Uretim
maliyetini disurebilmektedir. Biyodizel Gretimi icin gerekli olan karbondioksit fosil
yakitlardan gikan gazdan temin edilebilir. Bu karbondioksitin maliyeti cok dusuktir

ya da hemen hemen hi¢ yoktur (Sawayama ve dig., 1995).

Mikroalglerin 50000’den fazla tlri oldugu tahmin edilmektedir, ancak yaklasik
30000’e yakin tar belirlenebilmistir. Mikroalglerin yapisinda baslica lipitler (%4-55),
karbonhidratlar (%6-57), proteinler (%10-63) olmak Uzere bircok bilesen yer
almaktadir. Bazi mikroalg tirlerinin de ayrica %70’den (kuru agirhk bazinda) fazla
lipit icerdigi rapor edilmigtir. Mikroalg’in kimyasal kompozisyonu ¢ogunlukla tire ve
kiltr sartlarina gore degisiklik gostermektedir. Bazi mikroalg turlerinin yapisindaki

bilesenlerin ylzdelik oranlari Sekil 1.1°de verilmistir.



Mikroalg Bilesenler (% kuru agirhk

olarak)

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
FPavlova lutheri 11,7 288 37
Isochrysis sp. 267 215 31,9
Chlorella protothecoides™ 15,4 10,2 552
FPrymnesium parvum 25-33 28-45 22-38
Dunaliella salina 32 57 6
Porphyridium cruentum 40-57 28-39 9-14
Chlamydomonas rheinhardii 17 48 21
Chlamydomonas sp. JSC4 332 179 411

*Blyume isaretli tirde heterotrofik, diger tirlerde ototrofiktir

Sekil 1.1. Bazi mikroalg tirlerinin yapisindaki bilesenlerin ylzdelik oranlari

1.2. Mikroalglerin Biiyiimesine Etki Eden Faktorler

Mikroalglerin Uretiminde, biyolojik, biyolojik olmayan ve igletme parametrelerinden
kaynaklanan bircok faktér etkili olmaktadir. Isik, sicaklik, besin maddesi, oksijen,
karbondioksi, pH, tuzluluk ve toksik kimyasallar biyolojik olmayan faktorlerdendir.
Bakteri, fungi viris gibi patojenler ve diger alg tlrlerinden kaynaklanan rekabet
ortami ise biyolojik faktorler icerisinde yer almaktadir. Ayrica karigstirma, seyreltme
orani, hasat sikhgi, gibi isletme parametreleri de mikroalgal blyokutle Uretimini
etkilemektedir (Mata ve dig., 2010).

1.2.1. Sicaklik

Sicaklik, mikroalg gelisimini, 6zellikle hicre morfolojisi ve fizyolojisini etkileyen
onemli faktoérlerdendir (Raeesossadati ve dig., 2014). Genellikle, yiksek sicakliklar
metabolizma  hizini  artirrken,  duguk  sicakliklar  mikroalgal  buydmeyi
engellemektedir. Mikroalg hlcrelerindeki enzimler, optimum sicaklk sartlarinda en
yUksek aktiviteye sahiptir. Optimum sicaklik degerleri mikroalg tirtine gore degisiklik
gostermekle birlikte 1s1k yogunlugu gibi cevresel faktorlerden de etkilenmektedir.
Mikroalgler, 5- 35°C gibi genis sicaklik degerlerinde gelisebilmektedir (Rashid ve
dig.,2014). Ancak birgok mikroalg turd igin optimum blylime sicakhdr 20-30°C
arasindadir. Sicaklik, ayni zamanda mikroalgler igin bir fiziksel stres faktoradur.
Hucrenin lipit kompozisyonu, besin maddesi alimi, karbon fiksasyonu ve bulyime

hizi sicakliktan etkilenmektedir.



Sakamoto ve digd., (1998) Synechococcus sp. PCC 7002 ile yaptigi ¢calismada, en

kisa ikilenme suresini (3,5 saat) 38°C sicaklikts bulmustur

Chokshi ve dig., (2015) Acutodesmus dimorphus ile yaptiklari ¢alismada en iyi
baylmenin 35°C’de gergeklestigini ve blnyesinde %22,7 lipit, %33,7 karbonhidrat
ve %38 protein biriktirebildigini ifade etmigtir.

Converti ve dig., (2009) N. oculata ile yaptiklari ¢alismada, optimum sicaklik
sartlarinda (25°C), lipit Gretiminin iki katina ¢iktigini belirlemigtir.

Yaygin olarak kullanilan mikroalglerin sicaklik toleranslari asadida gosterilmistir
(Sekil 1.2).

Mikroalg Kultir Sicakhégn, °C
Chlorella sp. ADES 30+2
Spirulina platensis 25+1
Botryococcus braunii 26x1
Desmodesmus sp. EJ9-6 24+1
Desmodesmus communis 18-25
Chlorella zofingiensis 25+1
Coccomyxa actinabiotis 24+2
Flatymonas subcordiformis 25
Chlorella vulgans 2242
Anabaena sp. PCC 7120 30
Chodatelia sp. 25
Scenedesmus obliguus 30+3
Chaetoceros sp. 35
Monoraphidium sp. SB2 25-35

Sekil 1.2.Yaygin olarak kullanilan mikroalg turlerinin sicaklik toleranslari
1.2.2. pH

pH degeri, mikroalglerin metabolik aktivitelerini degistirmektedir. pH, besin alimi ile
dogrudan iligkilidir. Karbondioksit ve nitrat aliminda pH ylkselirken, amonyak
aliminda dusmektedir (Rashid ve dig., 2014). Genel olarak, pH 10- 11’in Uzerinde,
mikroalglerin geligsimi inhibe olmaktadir. Ancak, bazi tiurler asidik veya alkali
sartlarda da optimum gelisim gosterebilirler. Ornegin, Spirulina platensis ve C.
Littorale turleri icin optimum pH degeri sirasiyla 9 ve 4 olarak belirlenmistir (Zeng ve
dig., 2011)



Mikroalgler pH degisimlerine duyarl organizmalardir. Genel olarak pH: 7-9 araligi

alglerin Uretimi icin uygun olup diger tlrlerin Gremesini engelleyici etki yapmaktadir.

Bagka bir calisma Chlorella vulgaris ile yapilmis ve genis bir pH arahdinda
calismiglardir (pH: 5,0, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 ve 8,0). Biyokltle blylimesi ve lipit birikimi
icin maksimum pH: 7,5 olarak bulunmustur. Bununla birlikte pH: 3,0, 4,0 ve 11,0 bu
tir icin asiri bulunmustur. pH: 9,5te mikroalgin yetismedigi ve topaklanmalarin

oldugunu belirtmislerdir (Sakarika ve dig., 2016).
1.2.3. Karbondioksit

Karbondioksitin mikroalgler Uzerindeki etkilerinin incelendigi calismalar ile
karbondioksit orani arttikga buyumeyi tesvik ettigi, lipit icerigini arttirdigr ancak %5
karbondioksit oraninin Uzerine c¢ikildiginda olumsuz etki yarattigi bildirilmistir
(Tsuzuki ve dig., 1990; Yongmanitchai ve Ward, 1991; Yang ve Gao, 2003).

Scenedesmus obliquus ile yapilan bir gcalismada ise %15 karbondioksitin bayimeyi
tesvik ettigi ve mikroalg turlerinin karbondioksite olan duyarliliginin turler arasinda

ne kadar degiskenlik gosterdigi rapor edilmistir (Kaewkannetra ve dig., 2012).

Tsuzuki ve dig., (1990) Chlorella vulgaris turu ile yaptiklari galigmalarinda artan CO,

miktarinin yag asitlerinin oranini da arttirdigini belirlemigler.
1.2.4. Isik

Fotosentez 1g1da bagimli bir sure¢ oldugundan dolay!r mikroalglerin ihtiyaci olan bir
enerji kaynagidir. Yetersiz veya asiri 1sik varlidi mikroalglerin blylmesini
durdurabilir veya kisitlayabilir (Chang ve dig., 2016). Yapilan ¢alismalar neticesinde

IS191In mikroalglerin gelismesinde dnemli bir rol oynadidini ortaya koymustur.

Isik, mikroalglerin fotosentetik etkinligini dogrudan etkilemektedir. Fotosentetik
etkinlik, fotoototrofik gelisim slresince 1sIk enerjisinin  kimyasal enerjiye
donusturulmesi olarak ifade edilmektedir. Fotosentetik etkinlik, 1sik spekturumuna
gore farkhhk gostermektedir. Mikroalgler fotosentez icin genellikle, 400- 700 nm
dalga boyundaki 1131 kullanirlar. Absorbe edilen dalga boyu mikroalg turtine bagl
olarak degisebilmektedir. Ornegin, yesil mikroalgler fotosentez sirasinda klorofil
(yesil) pigmentleri ile en iyi 450-475 nm ve 630-675 nm araligindaki 1k enerjisini
absorbe etmektedir. Mikroalglerin blyime hizi ve lipit Uretimleri aydinlatma

dizeyine goére degisebilmektedir. Asin 1slk yogdunlugu fotooksidasyon ve



fotoinhibisyona neden olabilirken, duguk 1sik seviyeleri blyime sinirlayici
olabilmektedir. Bu sebeple, mikroalg gelisiminde, 1s1din hangi siddetinde yeterli
doygunluga ulastigi, 1sik kullanim verimliliginin belirlenmesinde énemli bir faktérdar.
Genel olarak, birgok fotosentetik mikroorganizmanin doygunluga ulasgtigi aydinlatma
diizeyi yaklasik 200 pmol-m? -s™ oldugu rapor edilmistir. Sekil 1.3'te bazi mikroalg

kultdrlerinde kullanilan fotoperiyot zamanlari ve 1sik siddetleri verilmigtir.

Mikroalg Aydinhk/karanhk déngi Qg:;:liatma
(saat) [umul-m'2-5'1]

Chlorella vulgaris 14110 250
Tetraselmis suecica 12112 125
Phaeodactylum tricomutum  12/12 125
Chiorococcum sp. RAP-13 1311 40
Scenedesmus obliquus 1410 250
Desmodesmus sp. EJ3-6 15/9 120
Nannochlropsis oculata 24/0 150
Cheatoceros sp. 16/8 40

Spirulina platensis 12112 27
Botryococcus brauni-TN101  16/8 30

Sekil 1.3. Bazi mikroalg kiltlrlerinde kullanilan fotoperiyot zamanlari ve isik
siddetleri

Sharma ve dig., (2011) yaptiklari calismada, aydinlatma diizeyini 20 ymol-m? -s™

’den 50 ymol-m? -s™ ’ye ¢ikardiklarinda mikroalglerin spesifik biiyiime hizinin {i¢ kat
arttigini ifade etmistir. Mikroalglerin gelisiminde etkili olan faktorlerden bir tanesi de
fotoperiyot zamanidir. Fotoperiyot, mikroalglerin gun iginde maruz kaldigi

aydinlik/karanlik saatleri ifade etmektedir.

Wahidin ve dig., (2013) Nannochloropsis sp. ile fotoperiyot zamaninin mikroalg
gelisimine ve lipit Uretimine etkisini arastirmig, en iyi sonuglari (maksimum hicre
konsantrasyonu: 6,5x10" hiicre-ml™ , lipit: %31,3 kuru agirlik) 18 saat aydinlik 6 saat

karanlhk dongude bulmustur.

Lee ve dig., (2015) karbon giderimi igin fotoperiyot suresi icerisinde, karanlik
doéngunun uzatiimasinin avantaj, azot ve fosfor giderimi i¢in dezavantaj oldugunu
ifade etmistir. Ayrica, Lee ve dig., mikroalgal biyokltle Gretimi icin aydinlik surenin

uzun tutulmasinin avantajli olacagini belirtmistir.



1.2.5. Karnigtirma

Karistirma, mikroalgler icin énemli bir blyime parametresidir. Optimum karistirma,
ISIK, sicaklik ve gazlarin (O, ve CO;) homojen dagilhmi i¢cin gerekmektedir. Ayrica,
mikroalglerin ¢okmesini 6nlemek ve besin maddelerinin kullanimini artirmak icin
karistirma gereklidir. Karistirma iglemi yavas olursa, mikroalgal kultlr igerisinde
karanlk bdlgeler olusabilir. Ayrica, anaerobik bolgeler olusarak, mikroalglerin
gelisimini etkileyebilir. Karistirma hizli olursa, kesme gerilmesinden dolayi
mikroalgal hiicreler zarar goérebilir. Karistirma islemi, mekanik karistiricilar (ér. ¢ark,
karistirma kolu), mekanik pompalar veya gaz (hava veya diger gaz karisimlari)
dagitici sistemler ile yapilabilir. Cogunlukla, mekanik karistiricilar agik sistemlerde

kullanilirken, pompalar ve gaz dagiticilar kapali sistemlerde kullaniimaktadir.
1.2.6. Besin maddesi

Karbon, azot ve fosfor mikroalglerin yetistiriimesinde gerekli olan baslica besin
maddeleridir. Ayrica eser miktarda silika, kalsiyum, magnezyum, potasyum, demir,

mangan, sulfur, ¢inko, bakir, kobalt gibi mikro besin maddelerine ihtiyag vardir.

Azot: Azot, mikroalg’in biyime, cogalma ve diger fizyolojik aktiviteleri icin gerekli
olan elementlerden bir tanesidir. Mikroalgler azotu nitrat, nitrit, amonyum ve Ure
formunda kullanmaktadir. Mikroalglerin hangi azot formunu kullanacagi tire goére
degismekle birlikte, blylk g¢ogunlugu azot kaynagi olarak amonyumu tercih
etmektedir. Mikroalgler, genellikle 6ncelik sirasina gére amonyum > Ure > nitrat >
nitriti kullanirlar. Bircok calismada, azot sinirlayici blylime sartlarinda mikroalglerin,

daha fazla lipit biriktirebildikleri ifade edilmistir.

Radakovits ve dig., mikroalglerin azot sinirlayici sartlarda ¢ogalmayi yavaslatarak

binyelerinde lipit depolamaya basladiklarini ifade etmistir.

Zhila ve dig., (2005) azot eksikliginin mikroalglerin yapisindaki lipit tdrlerini
degistirdigini rapor etmistir.
Guo ve dig., (2014) mikroalg turlerine gore azot eksikliginin mikroalglerin lipit Gretimi

Uzerindeki etkilerinin degisebilecegini ifade etmistir.

Schenk ve dig., (2008) bircok alg tlrinin normal sartlarda yaklasik %10-30 (kuru
agirlik) arasinda yag icerdigini, azot sinirlayici sartlarda yag uretiminin 2-3 katina

cikabilecegini ifade etmistir. Breuer ve ark., Chlorella vulgaris, Chlorella zofingiensis,

10



Neochloris oleoabundans ve Scenedesmus obliquus turlerinin azot sinirlayici
blylme sartlarinda kuru agilik olarak %35’den fazla lipit biriktirebildigini rapor

etmigtir.

Fosfor: Fosfor, mikroalglerin énemli bir bilesenidir. Fosfolipit, nikleik asit veya
nikleotit gibi temel hiicre bilesenleri igerisinde bulunmaktadir. Ayrica fosfor, hicre
gelisimi ve mikroalg metabolizmasi igin gerekli bir besin maddesidir. Ener;ji transferi,
hucresel sinyal iletimi, fotosentez ve solunum gibi hucresel metabolik surecglerde
onemli rol oynamaktadir. Mikroalgler Gzerinde, fosforun farkh formlarinin metabolik
mekanizmasi degismektedir. Ornedin, ortofosfatlar mikroalgler tarafindan kolay
absorbe edilmekte ve mikroalg gelisimine onemli Olcide katkida bulunmaktadir.
Fosfor, mikroalglerin lipit Uretimini de etkilemektedir. Yapilan calismalarda, fosfor

sinirlayici sartlarda mikroalglerin lipit Gretimlerinin arttigr gértlmustar.

Liang ve dig., (2013) Chlorella sp. ile yaptiklari calismada, dusik fosfor
konsantrasyonlarinda mikroalglerin lipit igeriklerinin ve lipit Gretimlerinin arttigini

ifade etmistir.

Diger Besin Maddeleri: Mikroalglerin yetigtiriimesinde, temel besin maddeleri
(karbon, azot, fosfor)nin disinda eser miktarda silika, kalsiyum, magneyum,
potasyum, demir, bakir, ¢ginko gibi mikro besin maddelerine de ihtiya¢ vardir. Ancak,
mikro besin maddelerinin ¢ogu, ylksek konsantrasyonlarda bir¢gok mikroalg tirG icin
toksik etki olusturmaktadir. Ayrica, mikro besin maddelerinin bazilari, diger temel
elementler ile ¢okelti olusturarak, bu elementlerin kullanilabilirligini azaltmaktadir.
Ornegin, pH 9-11 arasinda fosfor, kalsiyum fosfat olarak g¢dkelmektedir.
Mikroalglerin bliylime hizi ve hiicresel bilesimi, besin ortaminin igerigine bagh olarak
onemli dlcide degismektedir. Mikroalglerin yetigtiriimesinde, dodal ve yapay besin
ortamlar kullaniimaktadir. Dogal besin ortamlari daha ucuz olmalarina ragmen,
mikroalglerin gelisimi icin yeterli miktarda gereken besin maddelerini icermemeleri
sebebiyle tercih edilmemektedir. Yapay besin ortamlari igerisindeki besin maddeleri
ve konsantrasyonlari mikroalg turine gore degismektedir (Rashid ve dig., 2014).

Mikroalgler icin yaygin kullanilan sentetik besin ortamlari $ekil 1.4’te verilmigtir.
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Mikroalg

Besin ortami

Chlorella zofingiensis
FPhaeodactylum tricornutum
Nannochloropsis oculata
Nannochloropsis salina
Chiorella vulgaris
Dunaliella salina

Spirulina platensis
Scenedesmus obliguus
Anabaena sp.

Tetraselmis suecica

BG-11, Kuhl

Fi2 . Walne

F/2 , Erdshriber

ASW, BG-11, Walne

Bold Basal, BG-11, Convey
De Walne's, F/2

Zarrouk, SOT

Detmer's, BG-11, KC
Amon, Fogg's, BG-11
Walne, F/2

Sekil 1.4. Mikroalgler icin yaygin kullanilan sentetik besin ortamlari

1.2.7. Tuzluluk

Tuzluluk, mikroalgal biyokutle udretimini etkileyen faktorlerden bir tanesidir. Her
mikroalg tirinin kiltivasyonu igin gereken optimum tuzluluk degeri degismektedir.
Synechococcus sp., Nannochloropsis salina, Chlorococcum littorale, ve
Botryococcus braunii gibi deniz mikroalgleri, ylksek tuzlu bliyime ortaminda daha
iyi gelisebilmektedir. Chlorella vulgaris ve Microcystisa eruginosa gibi tath su

mikroalgleri ise daha az tuzlu besin ortaminda gelisebilmektedir
1.2.8. Biyolojik faktorler

Mikroalg kultivasyonunda kuf, maya, mantar, bakteri ve istenmeyen algler tarafindan
biyolojik kontaminasyon meydana gelebilmektedir. Azot, fosfor gibi besin
maddelerinin bu mikroorganizmalar tarafindan tuketilmesi mikroalgal buylUmeyi
inhibe edebilmektedir. Biyolojik kontaminasyon, sicakhk, pH, isik gibi cevresel
faktorler gegcici olarak degistirilerek ©nlenebilir (Mata ve di§., 2010). Ornegin,
Chytridium sp. gibi ylksek aerobik sartlarda gelisen parazit mantarlarin
kontaminasyonunu, ginlik 1 saat gibi kisa zaman diliminde oksijen seviyesini

dugurerek kolayca 6nlemek mumkandur (Munoz ve dig., 2006).
1.3. Uretim Sistemleri
1.3.1. Fotobiyoreaktorler

Fototrofik mikroorganizmalarin dretimi igin kullanilan teknik tasarimlardan olusan
sistemler fotobiyoreaktérler (PBR) olarak adlandiriir. Bu sistemlerin cesitli
tasarimlari dikkate alinarak Uretim verimliligi ve ekonomik olarak uygulanabilirliligi

arastiriimalidir.
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Fotobiyoreaktér tasariminda amag¢ gunes enerjisi gibi yiksek seviyeli 1sik
kaynaginin optimal kullanimi igin kiltlr sistemlerinin yapiimasidir (Richmond, 1982).
Mikroalgal Uretimde 1sik yolu uzunlugu, optimum hicre yogunlugu ve

aydinlik/karanlik donglsu dogrudan etkilidir.

Ticari mikroalg Uretiminin bagarisi birgok etkene dayanmaktadir; bunlardan biri
buyuk capli alg kultir sistemlerinde az harcamayla verimli Grun elde etme yolunun
geligtiriimesidir. Ancak bu gelisim yavas bir strecte devam etmektedir. BlyUk olcekli
kiltdr sistemlerinde 1s1gin etkin kullanimi, sicaklik, alg kiltirinde hidrodinamik
dengeyi saglama, kdltirin devamini saglayabilme gibi ana hususlarin
karsilastirilmasi gerekmektedir. Sonugta ekonomik bir sonuca ulasmak temel
hedeftir.  Alg kultir teknolojisi Uzerine arastirmacilar yeni biyoreaktor tasarim
calismalarini devam ettirmektedirler. Mikroalglerin yetistiriciliginde kullanilan
sistemler; acik sistemler, (Sekil 1.5, 1.6) kapali sistemler, (Sekil 1.7) borusal
fotobiyoreaktorlerdir (Sekil 1.8, 1.9).

1.3.2. Acik kultiir sistemleri

Acik kultir sistemlerine tanklar, kanal havuzlar, dairesel havuzlar, karistirlamayan
baylk havuzlar ve dogal gdller érnek olarak gosterilebilirler (Sukatar, 2002).
Mikroalg kaltlrleri Uzerine yapilan ilk c¢alismalarda genellikle kapali sistemler
kullanilsa da, bu sistemlerin pahali olmasi ve genigletiimelerinin zor olmasi
nedeniyle, ticari isletmeler genellikle agik sistemleri tercih etmektedir (Yilmaz, 2006).
Acik havuzlarin yapim ve igletme maliyetleri kapali fotobiyoreaktorlere gore daha
duglk olsa da bu kiltur sistemlerinin bazi dezavantajlar vardir. Agik sistemlerde
buharlagmayla buylk miktarda su kaybi olmaktadir. Agik havuzlarda mikroalgler
karbondioksiti verimli olarak kullanamaz ve biyokutle Uretimi sinirli kalir. Ayrica bu
tur sistemler bakteri kontaminasyonuna acik olduklari i¢in, sadece kontaminasyona

direngli alg turleri Gretilmektedir (Sukatar, 2002).

Dig mekanlardaki mikroalg uretim sistemlerinin i¢ mekandaki sistemlere gore en
onemli ve en belirgin farki, alg kdiltdrlerinin dogrudan cevre etkilerine maruz
birakilmasidir. Gunimuzde mikroalgleri yetistirmek igin kullanilan kultir sistemleri

genel olarak yeterli gelismemistir.
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Sekil 1.6. Acik kaltur sistemleri (a-b) (URL-1)

1.3.3. Kapali kultir sistemleri

Kapali reaktorlerin  mikroalg Uretiminde kontaminasyonu 6nlemek ve ylksek
yogunluktaki 1s1gin etkin kullanimi ile yuksek Uretim saglamak, is1 kontroli ve dig
mekanda tasarlanan kapali biyoreaktorlerde gunes i1siginin kullanilabilme o6zelligi
gibi birgok avantaji vardir. Kirlilik riskinin 6nlenmesi ¢ok daha genig turlerin
Uretilebilecegi ve dis ortamda da biyoreaktérlerin kullanilabilecegi anlamina
gelmektedir. Kapali fotobiyoreaktérlerde  kdltir  ortamini  kontrol  etmek
kolaylasmaktadir. Boéylece elde edilen Urin istenilen kalite ve verimlilikte
olabilmektedir (Chrismadha and Borowitzka, 1994).
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Kapali  kdltir sistemlerine  6rnek olarak; torbalar, tanklar, asansoérll
fotobiyoreaktorler, icten aydinlatmal fotobiyoreaktdrler, ince panel
fotobiyoreaktorler, ¢ift havalandirma  sistemli  fotobiyoreaktérler,  borusal

gosterilmektedir (Sekil 1.4).

Sekil 1.7. Kapali kultar sistemleri (a-b)

Acik ve kapall

gOsterilmektedir.

algal

sistemlerin avantaj

ve dezavantajlari

tablo

Tablo 1.1. Agik ve kapal algal sistemlerin avantajlar ve dezavantajlari

Parametreler

Acik Sistemler

Kapali Sistemler

Kontaminasyon riski Asiri yuksek Diguk
Alan ihtiyaci Yuksek DisUk
Su kayiplari Asiri yuksek Hemen hemen yok
CO; kayiplari Yuksek Hemen hemen yok

Kiltdre edilen tlrlerin
cesitliligi

Birkag alg turtyle sinirhidir.

Yiksektir. Hemen hemen
tim mikroalg tarleri kultire
edilebilir.

Standardizasyon

Mamkin degil

MUmkUindur

Hava sartlarina
bagimlihk

Yagis sirasinda tam olarak
uretim mumkun degildir.

Kapali konfigirasyonlar
ayni zamanda kotu hava
sartlarinda da Uretime
mulsaade ettigi icin dGnemli
degildir

Uretim sirasindaki
biyokutle
konsantrasyonu

Dustiktir. 0,1-0,2 g/L

Yuksektir. 2-8 g/L

Proseslerin randimani

Dusuktur. Dusuk
konsantrasyonlardan
dolayi blayik hacimler

akar.

Yuksektir. YUksek
konsantrasyonlardan dolayi
kicuk hacimler akar.
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1.3.4. Borusal fotobiyoreaktorler

Borusal fotobiyoreaktorler farkli gaplara sahip, cam ya da farkli malzemelerden
yapilan borulardan olusan sistemlerdir. Uzunluklari ise 10 m ile 100 m ye kadar
olabilir. Bu sistemler genis alanlara kurulur ve pahali sistemlerdir. Borularin
isletiimesi zordur. Bu sistemler borulardan olusur ve borularin birlesmede
olusturduklari tasarim zorluklari ve steril igletimleri dezavantaj olusturur. Uretim ise

orta diizeyde gercgeklesir (Borowitzka, 1996).

Ticari Olgekli mikroalg Uretimi icin genelde Uretim ciftlikleri, Gretimin kontrol altinda
tutulabilmesi, Uretimi 6nceden tahmin edebilme, yer-iscilik bakimindan ekonomik
yararlar saglamalari nedeniyle borusal fotobiyoreaktorleri tercih etmektedir.
Tamamiyla kapali sistem olarak tasarlanan borusal fotobiyoreaktorler, farkh
sekillerde olusturulmus, cesitli buyUklik ve uzunluktaki seffaf borulardan meydana
gelir (Tredici,1999) ve yogun mikroalg Uretimi icin uygun bir potansiyel olusturur
(Gudin ve Chaumont 1983, Torzillo ve dig., 1986). Sekil 1.5 ve 1.6’ da dikey ve

yatay konumlu borusal fotobiyoreaktdrler gdsterilmigstir.

Sekil 1.9. Yatay konumlu borusal fotobiyoreaktér
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2. ONCEKIi GALISMALAR

Richardson ve dig.,1969 yilinda yaptiklari galismada N kisitlamasinin alg yapisi ve
blylmesi Uzerindeki etkilerini incelemislerdir. Chlorella sp.’”de %3 oraninda bir N
kisittamasi ile toplam yag asitlerinde belirgin bir sekilde artisin olabilecegini

gO6stermislerdir.

Tsuzuki ve dig., (1990) tarafindan yapilan bagka bir calismada Chlorella vulgaris

kullanilarak artan CO, miktarinin yag asitlerinin oranini da arttirdigi belirlenmistir.

Loseva ve dig., (1998) tarafindan yapilan bir diger calismada asiri sicakligin (45°C)
ve yuksek NaCl konsantrasyonlarinin (450 mM) Chlorella hicreleri Uzerindeki
etkileri incelenmigtir. Belirli araliklarda ylksek sicaklik ve belirli oranlarda yiksek tuz
(NaCl) uygulanmis ve daha sonraki surecte normal sartlar saglanmigtir. Boylelikle
Chlorella hicrelerinin degisimleri gézlenmigstir. Bu sekilde mikroorganizmanin stres

kosullarina adaptasyon sireci belirlenmeye caligiimistir.

Mandalam ve dig., 1998 yilinda yaptiklari calismada Chlorella vulgaris’in Uretiminde
gelistiriimis N-8 (Vonshak, 1986) ortami kullaniimistir. N-8 ortaminda kullanilan bazi
elementlerin oranlarini degistirerek calismalar yapmislardir. Bu ortamda kullanilan
demir (Fe), magnezyum (Mg), potasyum (K), kikurt (S) ve azot (N) degerlerini farkh
kompozisyonlarda deneyerek M-8 ortamini elde etmislerdir. M-8 ortaminda, KNO3; 3
kati, MgSO,. 7 H,O; 8 kati kullaniimig ve demir kaynagi olarak da FeSO,. 7 H,O
ilave edilmigtir. Burada N-8 ortamiyla gergeklestirilen calismalarda mikroorganizma
baylmesi 7-12 gun surmus, M-8 ortaminda ise 24 gun surmustir. Potasyum,

magnezyum ve demir’ in Chlorella vulgaris’in buyumesini etkiledigi belirtilmigtir.

lllman ve dig., 2000 yilinda azot kisitlamali ortamda yetistirilen bes farkli Chlorella
tirindn (C. Vulgaris, C. Emersonii, C. Protothecoides, C. Sorokiniana, C.
Minutissima) gogalmasini incelemiglerdir. Algler 2 L’lik biyoreaktorlerde yetistiriimis
ve en iyi biylimenin 0,99 d* biyiime orani ile C. Vulgaris'te belirlenmistir. Diigiik
azotlu ortamdan diger dort tire gére C. Emersonii'nin daha ¢ok etkilendigi hizli bir

sekilde blylime gosterdigi ve yaklasik 3 kat daha fazla hicre Urettigi belirlenmistir.

17



C.Sorokiniana haricindeki tum turlerde, hucreler duguk azotlu ortamda ekildiginde

lipit iceriginin yaklagik olarak 2 kat arttig belirlenmistir.

Xu ve dig., 2001 yilinda Ellipsidion sp.’de farkli azot kaynaklarinin [nitrat azotu (NO3’
-N), amonyum azotu (NH,*-N), Ure azotunun ( ((NHZ)ZCO-N)] blyimeye ve yag

asidi kompozisyonuna etkilerini incelemislerdir. NOs -N ve NH;" -N ile hazirlanan
ortamda buyume hizinda 6nemli bir farkllik goérulmezken, Ure-N ile hazirlanan
ortamda biylime hizinin daha yavas oldugu belirtiimigtir. Yag asitlerinin NO3 -N ve
NH," -N ile hazirlanan besi ortamlarinda daha fazla oldugunu belirlemislerdir (Tablo
2.1).

Tablo 2.1. Ellipsidion sp.’”de azot kaynaginin spesifik buyime hizi ve toplam lipit
icerigine etkisi (Veriler G¢ deney ve iki 6lcim ortalamasidir) (Xu ve dig., 2001).

N kaynagi N icermeyen NaNO; NH,CI Ure
Spesifik
Blayume 0,17+0,01 0,29+0,01 0,31+0,01 0,28+0,01
Orani
Toplam Lipit 7,99+0,21 27,61£0,35 3,33+0,3 21,5+0,51
Icerigi

Renaud ve dig., 2002 yilinda 4 farkh alg turanu (Cryptomonas sp., Chaetoceros sp.,
Isochrysis sp., Rhodomonas sp.) 5 farkli sicaklik derecesinde (25, 27, 30, 33 ve
35°C), %25 tuzluluk, pH:8, 12:12 aydinhk/karanhk déngustnde kultire almiglar ve
kimyasal bilesimi ile yag bilesimini incelemislerdir. Hiicreler 25°C’de kiltirlendiginde
en yuksek lipit orani %16,8 ile Chaetoceros sp.da belirlenmistir. Ancak 27-
30°C’lerde en ylksek lipit orani %21,7 ile Isochrysis sp. belirtilmistir.

Edis Koru ve dig., 2003 yihinda Spirulina platensis’in 2000 lux 1sik siddetinde ve
28°C- 45°C sicaklik araliginda blyUmesini arastirmiglardir. Sicaklik artisinda
bluyuime, yag ve yag asitlerinin igeriklerindeki degdisimleri incelemiglerdir. Sicaklik
43°C oldugu zaman protein iceriginin %20 azaldidi, yagdlarda %45, karbonhitratlarda
ise %32 artma gOzlenmistir. Spirulina platensis’in buyimesi ve biyokimyasal

Ozellikleri icin en uygun sicakligin 35°C oldugu saptanmistir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Farkli sicakliklarda S. platensis’in biylime orani (Koru ve ark., 2003).

Muammer Balci ve dig., 2006 yilinda Scenedesmus obliquus tirtinin buyimesine
ve protein Uretimine farkli nitrat (8, 12, 16 ve 20 mM) ve fosfat (0,1, 0,3, 0,5 ve 0,7
mM) konsantrasyonlarinin etkisini incelemiglerdir. Farkl pH’larda (pH:7 ve pH:8) ve
20 = 2°C’de kesikli olarak kultire alinmistir. Her iki pHda da nitrat ve fosfat
konsantrasyonlarinin hiicre sayisi ve protein dretimini énemli oranda etkiledigi
saptanmistir. En yilksek hiicre sayisina (15,5x10°%) ve protein konsantrasyonuna
(8,08 mg/L) pH:7 12 mM nitrat ve 0,3 mM fosfat konsantrasyonunda oldugunu
belirlemiglerdir (Sekil 2.2. a-b, Sekil 2.3.).
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Sekil 2.2. (a-b) Nitrat (a) ve fosfat (b) konsantrasyonlarinin protein Uretimine etkisi
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Sekil 2.3. Farkli nitrat konsantrasyonlarinin pH 7'deki hiicre sayisina etkisi.

Yasar Durmaz ve dig., 2006 yilinda Dunaliella salina tirli mikroalgin farkh tuz
derisimlerinin blUylmesi Uzerine etkisi incelenmistir. Besin ortami olarak AS-100
besin ortami, tuz kaynagi olarak NaCl kullanilmistir. 0,62M, 0,85M, 1,28M, ve 1,71M
tuz derisimlerinde slrekli aydinlatma ve 20 = 1o C sicaklikta kultlrler yapilmistir.
Dunaliella salina’nin yluksek tuz konsantrasyonunda gelisimini sirdurebildigi
gdzlenmistir. En yilksek hiicre konsantrasyonu 1,71M NaClde 5,87x10°
hicre/mL’ye ulagsmistir. Bu c¢alismada Dunaliella salina tlrinidn yuksek tuz

konsantrasyonlarina dayanikh oldugu hatta gelisimini sturdurebilece@i saptanmistir.

Gokpmnar ve dig., 2007 vyilinda Nannochloropsis turd mikroalgin borusal
fotobiyoreaktérde blylime 6zelliklerini incelemiglerdir. Denemelerde 600 litre hacimli
ve 3 cm c¢apa sahip borusal fotobiyoreaktorler kullaniimistir. Tuzluluk orani %35-37
araliginda sabit tutulmus, Nannochloropsis sp.’nin hem kesikli hem de surekili
modda buyumesi incelenmigtir. Sistem kig doneminde olmasindan dolay! gunluk 7
saat gibi dusuk bir aydinlama suresine sahip olmasina ragmen iyi bir buyime
oldugu goézlenmistir. Sonugta dis ortamdaki borusal bir fotobiyoreaktdrde seffaf

naylon torbalarda yapilan kultirlere kiyasla daha verimli calistigi saptanmistir.

Converti ve dig., 2009 yilinda Nannochloropsis oculata ve Chlorella vulgaris 'in lipit
icerigi ve buyUimesi Uzerinde farkli N konsantrasyonlarinin ve sicakhdin etkilerini
incelemiglerdir. Sicakligin 20°C'den 25°C’ye yukseltiimesiyle Nannochloropsis
oculata lipit icerigi iki katina (%7,90’'dan %14,92’ye ) cikarken, 25°C’den 30°C’ye
sicakhdin artmasiyla Chlorella vulgaris igin bu deger neredeyse yariya (%14,71’den

%5,90) dismustir. Ortamdaki N konsantrasyonunun %75 oraninda azaltiimasiyla
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lipit orani Nannochloropsis oculata igin %7,90'dan %15,31’e ylkselmis, Chlorella
vulgaris igin ise %5,90’dan %16,41’e yukselmistir.

Oh ve dig., 2009 yilinda Porphyridium cruentum'un farkli bayime kosullarinda
(12:12 aydinlik/karanlik dongustu CO, C kaynagi, 6:18 aydinhk/karanhk CO, C
kaynagi, 18:6 aydinlik/karanlik CO, C kaynagdi, karanlik kosullar altinda (24 saat
karanlk) C kaynagi glukoz ve gliserol) kiltire alinip, lipit birikimi Gzerindeki etkilerini
incelemiglerdir. En yuksek lipit birikimi %19,3 ile 12:12 saat aydinlik/karanlk
dongusiunde belirlenmistir. C kaynagi olarak gliserol’in kullanildigi grupta en disuk
hicre konsantrasyonu ve %2,2 ile lipit Uretiminin en dusuk seviyesini gostermigtir.
Glikozun bu tir icin uygun bir C kaynagi oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica 35°C’ye
kiyasla 25°C’de daha yuksek lipit birikimi elde edilmistir. 2,1 g/L ile 12:12 ve 18:6

saat aydinlik/karanlk déngusinde en ylksek biyokitle miktari elde edilmistir.

Arief Widjaja ve dig., 2009 yilinda tath su alglerinden Chlorella vulgaris’in lipit
icerigini artirmak amaciyla CO, konsantrasyonunun, nitrojen azalmasinin ve hasat
zamaninin yani sira esktraksiyon yonteminin etkisini incelemiglerdir. Mikroalg
Biyokutleden algal yag ekstraksiyonu sirasinda kurutma sicakhidinin sadece lipit
kompozisyonunu degil, ayni zamanda lipit icerigini de etkiledigini bulmuglardir.
Dusulk sicakliklarda kurutmanin en iyi sonucu vermesine karsin 60°C’de kurutma ile
toplam lipit icerigi az miktarda azalirken lipit kompozisyonunun korundugunu
belirlemiglerdir. Artan CO, konsantrasyonu buyumeyi arttirmis ve lipit verimliliginde
onemli rol oynamistir. Yiksek CO; konsantrasyonunda, normal beslenme sirasinda
dogrusal fazin sonunda hasatin en ylksek verimliligini verdigini saptamiglardir. Azot
kisitlamasi nedeniyle bliyime ¢ok yavas oldugunda daha yuksek lipit iceriginin elde

edildigini belirlemislerdir.

Damiani ve dig., 2010 yilinda yaptiklari ¢alismada Haematococcus pluvialis farkli
stres kosullarina (yiksek 1sik, yliksek 1sik-N eksikligi) maruz birakarak lipit icerigine
etkilerini incelemislerdir. YUksek 1sIk-N eksikligi kosuluna kiyasla yuksek 1sik
kosulunda blylime oraninin daha yuksek oldugu belirlenmigtir. N-eksikligi ve yliksek

Isik yogunlugunda lipit orani %15,61’den %32,99’a artti§i saptanmistir.

Subhasha Nigam ve dig., 2011 yilinda farkh N konsantrasyonlarinin Chlorella
pyrenoidosa buylime ve lipit birikimi Uzerindeki etkilerini incelemislerdir. Kulttr
ortami olarak Fogg besin ortamini kullanmiglardir. Kiltirler 24 saat fliorasan

aydinlatma ve 25° C’lik sicaklikta inkubatdrde gergeklestiriimigtir. N kaynagi olarak
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KNOg'un farkli konsantrasyonlari (0, %2, 74) kullanilmistir. Ortamdaki orijinal KNO3
konsantrasyonu 0,2 g/L’dir. Bir N kaynadi yoklugunda herhangi bir buyime
gOzlenmemigtir. 24. gun sonunda 0.4 g/L KNO; olan kulturde 0,315 g/L ile
maksimum biyokutle konsantrasyonu gozlenmigtir. Nitrat konsantrasyonunun
dugmesi ile lipit igeriginin arttid1 gézlenmistir. N kaynagi konsantrasyonu 0,2 g/L’den
0,1 g/L'ye dugurulmesiyle lipit icerigi %15ten %18’e yukselmistir. N kaynagi
konsantrasyonu 0,05 g/L KNO3 oldugunda lipit icerigi en ylksek degeri olan %26’ya

keskin bir artis gostermistir.

Bulut Mutlu ve dig., 2011 yilinda 5 farkl ortamda (%50 N(-), %100 N(-), %50 N-P(-),
%50 P(-), ve Nitrit (NO,) eklemesinde Chlorella vulgaris’in laboratuar sartlarinda

kiltdre alip, lipit, protein ve biyokltle miktarlarindaki degisimleri incelemiglerdir. En
yuksek lipit icerigi %35,6 ile %100 N(-) kisitlamasinin oldugu grupta saptanmistir.
En duslk protein icerigi %13,01 ile yine ayni grupta belirlenirken, en yuksek protein
iceridi %50,8 ile kontrol grubunda belirlenmistir. NO, ilavesinin oldugu grupta 0,12
g/L ile en disuk biyokutle saptanmistir.

Leyla Uslu ve dig., 2011 yihinda laboratuar sartlarinda %50 ve %100 N
eksiltiimesinin Spirulina platensis’deki lipit, protein ve biyokiitle icerikleri Gzerindeki
etkilerini incelemiglerdir. 26 + 2 °C’lik sabit sicaklik 16:8 aydinlik/karanlik ve surekli
havalandirma gsartlarinda en yuksek lipit igerigi %17,05 ile %100 N kisitlamasi
yapilan hicrelerde belirlenirken %5,6 protein ve 1,00 g/L biyokutle elde edilmistir.

Leyla uslu ve dig., 2012 yilinda 3 farkli mikroalg tiriinde (Isochrysis affinis galbana
(Prymnesiophyceae), Phaeodactylum tricornutum  (Bacillariophyceae) ve
Porphyridium cruentum (Rhodellophyceae)) N kisitlamasinin lipit icerigine ve
buyume Uzerine etkilerini incelemiglerdir. %50 N kisitlamasi ile her iki tur igin %30-
31 lipit icerigi belirlenmistir. N kisittamasinin bu turler Gzerinde lipit igeridini arttirdigi
saptanmistir. Fakat azotun tamamen kisitlandigi ortamda Porphyridium cruentum
%11,23 lipit orani bulunmus ve diger ki ture kiyasla gok dusuk oldugu gozlenmigtir
(Tablo 2.1-2.2).
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Tablo 2.2. Turlere ait biyokltle miktarlarinin karsilastiriimasi

Biyokiitle miktarlari (g/L)
Tiir Kontrol %50 N (-) %2100 N (-)
. affinis galbana 0,900+0,02? 0,755+0,03? 0,703+0,04°
P. tricornutum 1,061+0,02" 0,978+0,02° 0,922+0,05°
P. cruentum 1,177+0,01° 1,177+0,01° 0,938+0,04°
abe harfleriyle sembolize edilen satirlar ortalamalari arasinda istatistiksel olarak fark vardir (p<0,05), (n=3)
Tablo 2.3. Turlere ait lipit miktarlarinin karsilastiriimasi
Lipit icerikleri (%)
Tiir Kontrol %50 N (-) %2100 N (-)
. affinis galbana 15,05+0,6°% 30,91+12 23,90+1%
P. tricornutum 20,05+0,7° 30,18+1° 24,03+0,1°
P. cruentum 7,440 2° 9,50+0,9° 11,23+0,4°

abe harfleriyle sembolize edilen satirlar ortalamalari arasinda istatistiksel olarak fark vardir (p<0,05), (n=3)

Li Fen Wu ve dig., 2013 yilinda sicaklik, N kaynaklari ve potasyumun
Monoraphidium sp. SB2 hicre blylmesi ve lipit birikimi Uzerine etkilerini
arastirmiglardir. Potasyum nitrat (KNO3) ile elde edilen biyokitlenin diger azot
kaynaklari  (Amonyum  klorir(NH,Cl),  Amonyum  nitrat  (NH4;NO3)) ile
karsilastirildiginda daha yuksek oldugunu belirlemiglerdir. Monoraphidium sp. SB2
25- 35 °C’de iyi gelisme olurken, 40°C’de blylime olumsuz etkilenmistir. En ylksek
lipit icerigi %32,9 ile 25 o C' de elde edilmis ancak en yuksek biyokutle
konsantrasyonu 650 mg/L ve lipit verimliligi 29 mg/Ld™* 30 °C’ de belirlenmistir.

Li ve dig., 2013 yilinda yaptiklari ¢alismada, Chlorella protothecoides mikro alg
tirini hetetrofik ve azot kisitlamali ortamda kultire alarak yag Uretimini
incelemiglerdir. Azot kisitlamali ortamin mikroorganizma yag icerigine etkisine
belirgin bir fark yaratmadigini ancak genetik transformasyon ile 240 saatlik kulttr

sonunda kuru kutlenin %72 si kadar yag elde edilebilirligini belirlemislerdir.

Fei-Fei Chu ve dig., 2013 yilinda yaptiklari calismada azot achgi kosullari altinda
fosforun rolinu arastirmak icin 5 tip ortamda ( azot eksikligi, fosfor eksikligi, azot ve
fosfor eksikligi, azot eksikligi —fosfor sinirlamasi ve kontrol grubu) Chlorella

vulgaris’in lipit Gretimini incelemislerdir. Azot eksikligi kosullarinda yeterli fosforla
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biyokutle veriminin kontrol grubuyla ( yeterli beslenme ile) benzer oldugu ve bunun
sonucunda maksimum lipit verimliliginin 58,39 mg L™ giin™ oldugu gérilmiistiir. Bu
¢alismada Chlorella vulgaris’in azotlu kosullar altinda lipit Gretiminde fosforun énemli
bir rol oynadigini ve atik suyun fosfor giderimini mikroalg yoluyla biyodizel tretimi ile

birlestirmeye yonelik bir potansiyeli oldugunu belirtmislerdir.

Xiaoyi Guo ve dig., 2015 yilinda yaptiklari calismada 11k yogunlugu ve N/P besin
maddelerinin Chlorella sp.’de lipit Uretimi ve yag asitleri Uzerindeki etkilerini
incelemiglerdir. Bu calismada kontrol ortami (CM), N/P zengin ortami (NPM), N
zengin ortami (NM) ve P zengin ortami (PM) iceren fakli 1sik yogunluklarinda (80,
160, 240 ve 320 pmol/m?s) Chlorella sp. ekimi gerceklestirmislerdir. Kontrol grubu
ve 320 umol/m?s 1sik yogunlugunda oldukga yiiksek (%7,5) doymamis yag asidi
icerigi (UFA) ve doymamis yag asidi / toplam yag asidi (UFA/TFA) orani 0,73 olarak
bulunmustur. Ayrica 320 umol/m?s PM’ de yetistirilen Chlorella sp. biyoyakit tiretimi
icin daha uygun olan ylUksek TFA igeri (%7,3) saptamislardir.

Izabela Krzeminska ve dig., 2015 vyilinda vyaptiklari calismada farkh sk
yogunluklarinin (35, 130 ve 420 pmol m? s™ ) Chlorella protothecoides SAG-211-
7b’deki lipit ve biyokUtle Gzerindeki etkilerini incelemiglerdir. Isik yogunlugundaki
artigi spesifik blylme hizinin artmasi ile iligkilendirmislerdir. Isik yodunlugunun
artmasi ile toplam lipit icerigi %24,8'den %37,5’e ylkselmistir.  Yiksek 1sik
yogunlugunun (420 pmol m™? s™) Biliylime oraninin yani sira biyokiitle katlanma
suresini gelistirdigini ve dusuk 1sik yogunluklarina kiyasla Chlorella protothecoides
SAG-211-7b lipit birikimini arttirdigini, ve Uretilen lipitlerin uygun bir aydinlatma

stratejisi altinda biyodizel i¢in uygun bir malzeme oldugunu bildirmiglerdir.

Najafabadi ve dig., 2015 yilinda cesitli C kaynaklari (CO,, seker kamisi), besin
maddesi yetersizligi ve azot kisittamasi altinda Chlorella vulgaris’in biyokutle ve lipit
verimi Uzerindeki etkilerini incelemislerdir. ki asamali bir siire¢ kullanmislardir.
Besin maddesi yeterli derecede (1. evre) karbon kaynaklari saglanarak biyokutle
verimliliginin arttigini, ancak lipit icerigindeki artisin az oldugunu gozlemlemiglerdir.
Azot acghgi kosulu uygulanarak (2. evre), karbon kaynaklarinin saglanmasi lipit ve
yag asidi iceriginde énemli bir artisa neden oldugu belirtilmistir. CO, kullanimi en

yuksek hucre yogunluguna neden olurken, seker kamisinin diger karbon kaynaklari
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kadar etkili olmadig1 saptanmistir. Ancak daha dusuk fiyati dikkate alinarak, algal

lipit verimliligi igin uygun bir karbon kaynagi olarak dugunulebilecegini belirtmislerdir.

Cagla S6nmez ve dig., 2016 yilinda Micractiniumsp. and Scenedesmussp.’nin
biyokutle ve lipit verimliliklerini incelemiglerdir. Bunun igin orta Anadolu’da tipik
olarak sicak bir yaz ginina taklit eden laboratuvar sartlarinda ¢alismisglardir. 30 °C
glndiz/ 16 °C gece 16:8 aydinlik/karanlik déngusiinde denemeler yapilmistir. 30
glndiz/ 16 °C gece dongusinde Micractinium sp. and Scenedesmus sp.’nin lipit
verimlilikleri sirasiyla 30/21 mgL™d ™" ve 6/7 mgLd " olarak belirlenmistir. Ayrica N ve
P kisitli kosullar altinda Micractinium sp. Gretilmis ve P-yoklugunda 85,4 + 2 mgL*d™
ile en yuksek lipit Uretkenligi elde edilmistir. P-yoklugunda oleik asit miktarinin da 8

kat arttigi saptanmigtir.

Sakarika ve dig., 2016 yilinda Chlorella vulgaris’in buyumesini destekleyebilen pH
araligini arastirmak ve spesifik olarak heterotrofik kosullarda yetistirilebilen
mikroalgin buydmesi i¢in optimum pH’1 ve pH’nin lipitlerin birikimi Gzerindeki etkisini
arastirmislardir. Genis bir pH araliginda (5,0-8,0) calismiglardir. Kikurt kisitlamasi
altinda biyokitle blylmesi ve lipit birikimi icin optimum pH degeri 7,5 olarak
bulunmustur. Maksimum biiyime hizi 0,541 giin ve maksimum toplam lipit icerigi
%53,43 g g'lDw olarak bulunmustur. Bununla birlikte pH degeri 3,0, 4,0 ve 11,0 bu
tlr icin asir bulunmustur. pH: 9,5'te mikroalgin yetismedigi ve topaklanmalarin

oldugu gozlenmistir.

Sakarika ve dig., 2017 yilinda (1) kdkart ilavesinin biyokutle bliylimesine etkisini, (2)
sulfur, fosfor ve azot sinirlamasinin Chlorella vulgaris SAG-211-11b lipit birikimi
Uzerine etkisini incelemislerdir. Kukurt ilavesinin son biyokltle konsantrasyonunu 4
kat arttirdigi gézlemlenmistir. En yiiksek lipit igerigi (%53,43 + 3,93 g g'Dw ) kiikiirt
kisitlamasi altinda bulunmusgtur. Besin ortami olarak glikoz eklemesi yapilan BG-11
besin ortami  kullanilmigtir.  Azot gereksiniminin  diger mikroalgler ile

karsilastirildiginda belirgin olarak distk oldugu saptanmistir.

Andrew C. Eloka ve dig., 2017 yilinda 4 farkli mikrolag tlrG (Chlorella vulgaris,
Dunaliella, Scenedesmus quadricauda ve Synechococcus spp.) kullanilarak
biyokutleden lipit Uretimi Uzerinde CO, izolasyonunun miktar ve miktarlarinin
etkilerini  incelemiglerdir. Bu c¢alsmada en iyi biyokiutele Ureticisi
Chlorellavulgarisolmustur. (Xmax: 5400 mgL™ Pray: 35,1 mg L h™). Burada biyokiitle

verimliligi Prax, maksimum hlcre konsantrasyonu Xpa'tir. Chlorella vulgaris %27 ile
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en yuksek lipit icerigini gdsterirken, Synechococcus spp.%11,72 ile en dusuk lipit

verimini gosterdigini belirlemiglerdir.

Tiyoporn Luangpipat ve dig., 2017 yilinda 5 farkh mikroalg tarina (Chlorella vulgaris,
Choricystis minor, Neochloris sp., Pseudococcomyxa simplex, Scenedesmus sp.)
deniz suyu ve tuzlu suda yetistirme ve lipit Uretme yetenekleri agisindan
arastirmiglardir. Deniz suyunda sadece Chlorella vulgaris’in geligtigi ve lipitler
oldugunu tespit etmiglerdir. Chlorella vulgaris’in deniz suyuna toleransh turleri
olagandisidir. Besin maddelerince yeterli deniz suyundaki lipit verimliliginin 37 mg L
1d* gectiginin ve bunun tath suya kiyasla yaklasik 2 misli daha yiiksek oldugunu
belirlemiglerdir. Choricystis minor gibi diger mikroalgler daha yiksek lipit
uretkenliklerine (45 mg L™ d*) sahip olsa da deniz suyunda basarili olmadigini
belirtmislerdir. Sdrekli aydinlatilimis kultirlerle karsilastirildiginda 12/12 aydinlik-
karanlik bir dongunun Chlorella vulgaris’in verimliligini %30 oraninda dugurdugunu
ancak biyokutlenin lipit icerigini etkilemedigini gdézlemlemiglerdir. Chlorella vulgaris’in
tath sudaki ¢ogalmasi kapsamli bir sekilde incelenirken, deniz suyunda detayli bir
g¢alisma yapilmamistir. Deniz suyundaki calismalar, biyoyakitlar icin gelecekte blayuk
Olcekli algal yagin uretilmesi icin gereklidir. Klresel olarak az miktarda tath su

bulundugundan, deniz suyunun ucuza ve blyuk miktarlarda bulundugu belirtilmigtir.
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3. MATERYAL
3.1. Kiiltiire Alinan Mikroalg Tiirii

Chlorella variabilis Chlorellaceae familyasinin bir Gyesidir. Aragtirmada kullanilan
yesil algler grubuna ait Chlorella variabilis istanbul Medeniyet Universitesi molekiiler
biyoloji ve genetik béliminden temin edilmistir. Chlorella variabilis’in sistematigi

Tablo 3.1’de gosteriimektedir.

Tablo 3.1. Chlorella variabilis’in sistematikteki yeri

Alem Protista

Bolim Chlorophyta
Sinif Chlorophycae

Takim Chlorococcales
Aile Oocystaceae
Cins Chlorella
Tar Variabilis

Calismalarimizda kullanilan Chlorella variabilis Sekil 3.1’ de gdsterilmistir.
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Chlorella yesil agler grubunda yer alir. Bilinen en eski canlilardan ve besin
kaynaklarindan biridir. Genellikle 5-8,5 ym capinda kiresel bir gérinime sahiptir
(Prescott,1962). Chlorella sp. tek hicreli olmasina kargin vitamin, protein, mineral,
nukleik asit (RNA, DNA), enzimleri binyesinde biriktiren en 6nemli mikroalgtir.
Ayrica, demir, iyot, ginko, magnezyum, fosfor ve kalsiyum da icermektedir. %50-60
oraninda protein bulunduran Chlorella sp. klorofi'in dogada en yuksek oranli
kaynagidir. Sigir karacigerinde bulunan miktardan daha fazla B, vitamini
icermektedir (Jensen,1987, Singh, 1998). Chlorella sp. yag asitlerinin cogunlugunu
doymamis yag asitleri olusturmaktadir. Doymamis yag asitlerinin orani %80’e kadar

ulasmaktadir.
3.2. Kultiur Ortami

Chlorella variabilis icin Blue-Green (BG-11) besin ortami kullaniimistir. BG-11 besin
ortaminin bilesimi Tablo 3.2’de verilmistir. Kullanilan kimyasallar Sigma-Aldrich ve
Merck firmasindan temin edilmis olup analitik safliktadir. Gerekli tim kimyasal
malzemeler ve vitaminler saf suda ¢oOzllerek kultir ortamlari hazirlanmistir.

Hazirlanan besin ortami 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril hale getirilmistir.

Tablo 3.2. BG11 besi ortami (1000 ml igin)

Kimyasal Miktar (g)
NaNO; 1,5000
KH,PO, 0,0400

MgS0O,.7H,0 0,0750
CaCl,.2H,0 0,0360
H3BO;3 0,0029
Na,CO; 0,0200
Citric acid 0,0060
Ferric citrate 0,0060
Vitamin 0,0200
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3.3. Deney Duizenegi (Metot)

Farkli biyoreaktdrlerde, farkli stres kosullarinin Chlorella variabilis’in buyimesine ve
yag icerigine etkisini incelemek icin deney setleri hazirlanmis ve deneyler Kocaeli
Universitesi Biyoteknoloji Arastirma Laboratuvar’nda gergeklestiriimistir. Aksi
belirtiimedigi sUrece asagidaki proses kosullarinda cahlsiimistir:  Kdltdrlerin
aydinlatiimasi 3,80 klix yuzey 1sik siddeti saglayacak 7W 2400K degerine sahip
OSRAM marka led ampdller ile surekli olarak saglanmigtir (24 saat). Calismalar
boyunca sicaklik 25 £ 2 °C olacak sekilde sabit tutulmustur. Batin kalttrlere
hacimlerinin %3’U kadar alg asilamasi yapilmigtir. Kullanilan batin cam malzemeler
121 °C’ de 2 saat etiivde (NUVE EV 018) bekletilerek steril hale getirildikten sonra

kullaniimistir.
3.4. Cihazlar

Cam malzemelerin kurutulmasi, steril hale getiriimesi icin NUVE marka EV 018
model etuv kullaniimistir. Mikroorganizmanin optik yogunlugunun 6lgumleri Jenway
6800 UV-VIS spektrofotometrede yapilmistir. MettlerToledo Seven Easy S20-K pH
metre cihazi ile pH o6lgimleri gerceklestiriimistir. Kultir ortaminin hazirlanmasi igin
USF ELGA distile su cihazi (USF ELGA kompozit filtreli) kullanilmigtir. Ayrica
Brand Transfer pette S otomatik mikropipetler (100uL, 1000uL, 5mL) Kern ABJ 320-
4 analitik terazi, New Brunswick Scientific Innova 40 R orbital ¢alkalamali inkibator,
hasat edilen kliguk hacimli mikroorganizmanin ¢okturilmesi igin Hettich Mikro 220 R
santrif(ij cihazi, bayuk hacimli mikroorganizmalarin ¢okturiimesi icin Hermle Z 446
santrifij cihazi, 1sik siddeti olgimua igin Extech HD450 1sik Olger cihazlari

kullaniimistir.
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Sekil 3.2. Deneysel galismada kullanilan ekipmanlar (a) Jenway 6800 UV-VIS
spektrofotometre, (b) MettlerToledo Seven Easy S20-K pH metre cihazi, (¢) Hermle
Z 446 santrif(j cihazi, (d) Mikropipetler, (e) New Brunswick Scientific Innova 40 R
orbital galkalamali inkibator (f) Hassas terazi
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4. YONTEM
4.1. Azot Konsantrasyonun Etkisi

Chlorella variabilis’in buyumesine ve yag icerigine farkli N konsantrasyonlarinin
etkisinin incelendigi deneysel yontem su sekildedir; Azot kaynagi olarak BG-11
besin ortamindaki NaNO; kullanilmistir. Denemeler 2 tekrarli olarak
gerceklestiriimistir. 250 ve 500 mL cam erlenler reaktor olarak kullaniimigtir. 250 mL
de kultire alinan 6rnekler 25 = 2° C’ de 200 devir/dakika’da calisan cgalkalamall
inkibatdérde gerceklestiriimistir. Hacimlerin kig¢uk olmasindan dolayr ayrica bir
havalandirmaya ihtiya¢g duyulmamistir. 500 mL’de kiltire alinan 6rneklerin
havalandirmasi TETRA APS 300 marka 300lt/saat kapasiteli hava pompasi ile
yapilmistir. Hava pompasindan ¢ikan hava 0,45 u delikli siringa filtresinden gegirilip
steril hale getirildikten sonra reaktorlere verilmistir. N miktarlarinin g cinsinden

degerleri Tablo 4.1’te verilmistir.

Tablo 4.1. N miktarlarinin g cinsinden degerleri

250 mL erlenler 500 mL erlenler
%N Miktar (g) %N Miktar (g)
0 0 0 0
25 0,09375 25 0,1875
50 0,1875 50 0,3750
75 0,2813 75 0,5625
100 0,3750 100 0,7500
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4.2. Demir Konsantrasyonunun Etkisi

Chlorella variabilis'in blyumesine ve yag igerigine farkli Fe konsantrasyonlarinin
etkisinin incelendigi denemeler 2 tekrarli olarak yapiimigtir. Fe kaynagi olarak BG-11
besin ortamindaki Ferric citrate kullaniimistir. 100 mL’lik 5 adet Chlorella variabilis
kaltarleri yapilmigtir. Butln biyoreaktorlerde esit hacimlerde kilturler bulunmaktadir.
Denemeler 25 + 2 °C’de ve 145 devir/dakika’da calisan calkamali inkibatdrde
gerceklestiriimistir. Calismada hacimlerin kicik olmasindan dolayl ayrica bir
havalandirmaya gerek duyulmamistir. Fe miktarlarinin g cinsinden degerleri Tablo

4.2'te verilmigtir.

Tablo 4.2. Fe miktarlarinin g cinsinden degerleri

100 mL Erlenler
%Fe Miktar (g)
0 0
25 1,5x10™
50 3,0x10™
75 4,5x10™
100 6,0x10™

4.3. Potasyum Di Hidrojen Fosfat (KH,PO,) Konsantrasyonunun Etkisi

Chlorella variabilis’in biyumesine ve yag icerigine farkli konsantrasyonlardaki
KH,PO, etkisinin incelendigi calisma kosullari su sekilde gergeklestiriimistir.
Denemeler 2 tekrarl olacak sekilde yapiimistir. KH,PO,BG-11 besin ortaminda 0,04
g/L idi. 0,005 g/L KH,PO,, 0,020 g/L KH,PQO,, 0,080 g/L KH,PO, ve 0,16 g/L KH,PO,
konsantrasyonlari kullaniimigtir. Calismadaki 6rnekler 125 mL olacak sekilde
biyoreaktorlerde kulture alinmigtir. Butln biyoreaktorlerde esit hacimlerde kulturler
bulunmaktadir. Ornekler 145 devir/dakika'da calisan calkalamal inkibatérde
gerceklestiriimistir. Hacimlerin kiigik olmasindan dolayi ayrica bir hava pompasi ile

havalandirmaya ihtiya¢ duyulmamistir.
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4.4. Farkh Azot Kaynagi ve Konsantrasyonlarinin Etkisi

Farkl azot kaynaklarinin (NaNOs-N (Sodyum nitrat), NH,CI-N (Amonyum klorur),
CH4N,O-N (ure)) farkh konsantrasyonlarinin Chlorella variabilis'in buyimesine ve
yag icerigine etkisinin arastirildigi calismalar su sekilde yapimistir. Farkh azot
kaynaklarinin etkisi igin 4 ayri calisma yapimistir. 1. ¢calismada BG-11’deki azot
kaynaginin (NaNO3) konsantrasyonu kadar (1,5 g/L) azot kaynag iceren kulturler
hazirlanmigtir. 2. calismada BG-11'deki azot kaynaginin %25’i kadar (0,0375 g/L),
3. caismada BG-11'deki azot kaynagdinin %50’si (0,075 g/L), 4. calismada BG-
11’deki %75’'si (0,225 g/L) kadar

hazirlanmigtir. Denemelerdeki butin kaltarler

azot kaynaginin azot iceren kultlrler
esit
500 mL hacimli

gerceklestiriimistir. Havalandirma TETRA APS 300 marka 300lt/saat kapasitelihava

hacimde olacak sekilde

hazirlanmistir 1. calismadaki  ornekler biyorekatorlerde
pompasi ile saglanmistir. Hava pompasindan c¢ikan hava 0,45 p delikli siringa
filtresinden gecirilip steril hale getirildikten sonra reaktérlere verilmigtir. 2.,3. ve 4.
calismadaki 6rnekler 200 mL hacimli biyoreaktérlerde 145 devir/dakika’da calisan
galkamali inkibatorde gergeklestiriimistir. Bu 3 ¢alismada hacimler kiguk oldugu igin
hava pompasi ile ayrica bir havalandirmaya ihtiyac duyulmamistir. Calismalarda

kullanilan azot kaynaklarinin miktarlari Tablo 4.3'te verilmigtir.

Tablo 4.3. Kullanilan azot kaynaklarinin miktarlari

1.Calisma
(500mL)

2.Calisma
(200mL)

4. Calisma

3.Calisma (200mL
Gals ( ) (200mL)

Besin ortaminin
%75’i kadar N

Besin ortaminin
%50’si kadar N

Besin ortaminin
%25’i kadar N

Besin ortami

kadar N kaynagi

kaynagi kaynagi kaynagi
NaNO;= 0,759 NaNO;= 0,075 g NaNO5s=0,15¢g NaNOs= 0,225 g
NH,CI= 0,75 g NH,CI= 0,075 g NH,CI= 0,15 g NH,CI= 0,225 g

CH4N20= 0,75 g

CH4N20=0,0759

CH4N20= 0,159

CH4N20: 0,225 g
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4.5. Fotobiyoreaktor Yiikseklik/Cap Oraninin EtKisi

Arastirmanin bu bdliminde farkll ylkseklik/cap (L/D) oranina sahip silindir
seklindeki biyoreaktorlerin Chlorella variabilis’in buyumesine ve yag icerigine etkisi
incelenmistir. Denemeler 2 tekrarl olacak sekilde yapilmigtir. Besin ortami olarak
BG-11 kullanimistir. Kullanilan silindir seklindeki biyoreaktorlerin ¢capi: 9 cm
yukseklikleri ise, 9, 18 ve 27 cm’dir. Buna gore fotobiyoreaktdr ylkseklik/cap oranlari
sirasiyla 1, 2 ve 3'tlr. Biyoreaktorlerin hacimleri sirasiyla 573, 1145 ve 1717 mL’dir.

Ornek hesaplama ekte verilmistir (EK-A).

Kulturlerin havalandiriimasi TETRA APS 300 marka 300It/saat kapasiteli hava
pompasli ile yapimistir. Hava pompasindan ¢ikan hava 0,45 u delikli siringa

filtresinden gecirilip steril hale getirildikten sonra reaktorlere verilmistir.
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5. YAPILAN ANALIZLER
5.1. Optik Yogunluk Olgiimii

Optik yogunluk (OD) oélgtmleri steril mikropipetler yardimiyla her denemeden 3 mL
alinarak yapilmistir. Kuvars kivetlere koyulan érnekler igin 600 nm dalga boyunda
spektorofometrede (Jenway 6800 UV-VIS spektrofotometre) olgcimler alinmistir
(Sekil 5.1). Sahit drnek olarak saf su kullaniimistir. Optik yogunluk degerleri 1,00

degerini gectigi zaman 6rnekler seyreltilerek okumalar yapilmistir.

Sekil 5.1. Jenway 6800 UV-VIS spektrofotometre

5.2. pH Olgiimii

pH olcimleri Mettler Toledo Easy S-20K pH metre cihazi ile yapiimistir (Sekil 5.2).

Sekil 5.2. Mettler Toledo Easy S-20K pH metre cihazi

5.3. Sicaklik Olgiimii

Batan drneklerin sicakliklar dijital termometre ile dlgulmagtir.
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5.4. Hasat

Kdultarlerde logaritmik evrenin bitimi, duraklama evresinin izlenmesi optik yogunluk
degerlerine goére yapilmistir. Denemelerin sona erdiriimesinden sonra buyudk
hacimde olan érnekler igin, blyuk hacimler icin kullanilan santriflj cihazi (Hermle Z
446 santrif(j cihazi), daha kuguk hacimler igin kiiglk hacimler igin uygun olan

santrifuj cihazi (Hettich Mikro 220 R santriflj cihazi) kullanilmistir. Buyuk hacimli

ornekler 4000 rpm’ de 30 dakika, kiguk hacimli érnekler 6000 rpm’de 5 dakika slre
ile santrif(j edilmistir (Sekil 5.3).

Sekil 5.3. Hermle Z 446 santrifuj cihazi
5.5. Kurutma

Santriflj edilen yas mikroorganizmalar santrif(jj tiplerinde kurutucu yardimiyla sabit

agirhga kadar kurutulmustur (Sekil 5.4).

Sekil 5.4. Chlorella variabilis kultirine kurutma iglemi
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5.6. Yag Miktarinin Hesaplanmasi (Lipit Analizi)

Lipit analizi Bligh ve Dyer (1959) uyguladigi yontemine gore yapilmistir. 0,2 gram
homojenize edilmis alg 6rnekleri 105 °C’de 2 saat etlvde bekletilip darasi alinmig
beherlere koyulmustur. Bu oOrneklerin Uzerine 120 mL metanol-kloroform (1/2
oraninda) karigimi eklenmistir. Daha sonra bu drnekler Uzerine %0,4’luk CacCl,
¢cozeltisi eklenmigtir. Bu oOrnekler 3 saat 200 rpm’de mekanik karistiricida
karistirildiktan sonra darasi alinmis erlenlere slizge¢ kagidi yardimi ile stiztlmastir
(Sekil 5.5). Bu erlenler agizlari hava almayacak sekilde kapatilarak 1 giin boyunca
bekletilip, ertesi glin metanol-su karisimindan olusan Ust tabaka ayriimistir.
Erlenlerin iginde kalan kloroform-lipit kismindan kloroform ugurularak kalan lipit oda
sicakhigina kadar sogutulup, hassas terazide tartilmistir. Lipit oranmnn

hesaplanmasinda Denklem (5.1) kullaniimistir.

Lipit miktar1 (%)=[Beher Darasi(qg)+Lipit(g)]-[Beher Darasi (g)]x 100 (5.1)

=

Sekil 5.5. Yag analizi igin ¢ézlcu eklenmis alglerin stizilmesi
5.7. Yag Asidi Bilesimi

Yag asidi bilesimi alev iyonizasyon dedektori (FID) ve 30 m x 320 ym x 0.25 ym
kapiler kolon (CARBOWAX 20M) ile donatilan 7820 Aggilent marka gaz
kromotografi ile belirlenmistir. Dedektdr sicakligi 280 °C ve split orani 1:50°dir. Kolon
sicakligi, 50 °C’de 1 dakika beklemeden sonra dakikada 25 °C/dk. artigla 200 °C’ye
3 °C/dk artigla 230 °C’ye ulasilarak bu sicaklikta 18 dakika bekletilerek 40 °C/dk
artigsla 280 °C’ye cikilarak ve bu sicaklikta da 3 dakika kalacak sekilde

programlanmistir. Taslyici gaz olarak helyum kullaniimistir.
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Ornek hazirlama: 0,1 g yag érnegdi, 10 ml’lik cam tiip igerisine tartilarak ve tzerine 5
ml hekzan ilave edilmis ve 3 dakika vorteksde karistinimigtir. Karigstirma sonrasi
Uzerine 0,1 ml 2N KOH eklenip, vorteks karistiricida 30 saniye karistiriimistir.
Karisim 5000 rpm’de 10 dakika santriflij edilmigtir.

5.8. Biiyiime Hizi ve ikiye Katlanma Siiresi Hesaplanmasi

Hesaplamalar asagidaki denklemler ile yapimis ve &rnek hesaplama Ekte

gOsterilmistir (EK-C).
Hucre sayisindan Spesifik buyime hizi (1) Denklem (5.2)'ye gore bulunmustur;

InX, —InX
y=—2 1 (5.2)

=t

Formulde X2 ve Xl, ustel (logaritmik) blylime evresinde t2 ve tl zamanlarindaki

biyokutle konsantrasyonlarini belirtir.

Hucrelerin iki'ye katlanma siresi asagidaki Denklem (5.3) yardimiyla bulunmustur;

In(2)

“max

Hucrenin iki'ye katlanma slresi = (5.3)
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6. BULGULAR

Kocaeli Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Biyoteknoloji Arastirma Laboratuvarinda
Chlorella variabilis turt mikroalgin buyumesine ve yag icerigine etkisini belirlemek
amaciyla; azot stresi, demir stresi, potasyum dihidrojen fosfat etkisi, farkli azot

kaynaklarinin etkisi ve fotobiyoreaktériin yikseklik/cap oraninin etkisi incelenmistir.

6.1. Farkh Azot Konsantrasyonlarinin Chlorella variabilis Turii Mikroalgin

Biiyiime ve Yag igerigine Etkisi

Mikroalglerin fototrofik Uretimlerinde gerekli besinler, toplam tuz konsantrasyonu,
karbon kaynagi, azot kaynagi, potasyum, magnezyum, sodyum, sulfat ve fosfat gibi
ortamda bulunmasi gereken elementlerdir. Mikroalglerin blyumesi ve yag icerigi
besin ortamina uygulanan strese goére degisiklikler gosterebilir. Buyumeyi ve yag
icerigini azaltabilir ya da arttirabilir. Azot kaynagi ve dizeylerinin, algal kilttrlerde
blylme ve biyokimyasal kompozisyonu etkileyen en énemli faktérlerden biri oldugu
bilinmektedir (Xu ve dig., 2001). Azot sinirlamasi ile buyuyen bir ¢ok mikroalg

turande lipit igeriginin arttigi gézlenmisgtir.
Konuyla ilgili literatlr 2. bélimde (6nceki calismalar) de verilmistir.

LiteratUrde farkli azot konsantrasyonu stresinin Chlorella variabilis mikro alg tirdnun
blylmesine ve lipit igerigine etkisini arastiran bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu

nedenle bagka tlrler ile yapilan ¢galismalar ile kargilastirma yapilmistir.

Blyume ve yag icerigini arttirmak icin besin ortaminda (BG11) farkli oranlarda azot
sinirlamasi yapilmigtir. Bu oranlar ylizde 0, 25, 50, 75 ve 100 olacak sekilde
ayarlanmistir. Ornegin %25 azot sinirlamasi besin ortamindaki olmasi gereken azot
kaynaginin (1,500 g/L NaNO;) ylzde 25i kadardir. Besin ortami sebeke suyu
kullanilarak hazirlanmigtir. Mayis 2017 ISU sebeke suyu verilerine gére sebeke
suyunda 0,012 mg/L nitrit bulunmaktadir (EK-B). Farkli N konsantrasyonu ile 2 set
olacak sekilde c¢alismalar gergeklestiriimistir. Sekil 6.1 ve 6.2 farkli N

konsantrasyonlarinin mikroorganizma buyumesi Uzerine etkileri verilmistir.
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Sekil 6.1. Farkh azot konsantrasyonlarinin Chlorella variabilis’in biylimesi Uzerine
etkileri (1.set)
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Sekil 6.2. Farkh azot konsantrasyonlarinin Chlorella variabilis’in blyimesi Uzerine
etkileri (2.set)

Sekil 6.1'de goruldigu gibi 283. saate kadar buyuime devam etmektedir. 283.
saatten sonra %25 N sinirlamasi olan 6rnek digindaki érneklerde duragan fazda bir
biyume goézlenirken, %25 N sinirlamasi olan érnek 475. saate kadar buyimeye
devam etmistir. 475. saatten sonra bitin Orneklerde 6lim fazinin basladigi

belirlenmigtir.

Sekil 6.2 2. seti ifade etmektedir. 306. saate kadar butin 6rneklerin blylimeye
devam ettigi, 306. saatten itibaren %50, %75 ve %100 N sinirlamasi olan érneklerin
duragan faza gegctigi belirlenmistir. %25 N sinirlamasi olan 6rnek ise 332. saate
kadar biyimeye devam etmis ve 332. saatten itibaren duragan faza gec¢mistir.

Batln orneklerde 474. saatten sonra 6lum fazinin basladigi belirlenmistir. Her iki
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sette de %0 N sinirlamasi olan érnekte gergeklesen biylimenin sebeke suyundaki

nitritten kaynaklandigi dugsunulmektedir.

Tablo 6.1’de farkli azot konsantrasyonu streslerinin Chlorella variabilis'in buyime
hizina ve yag iceriklerine etkisi gosterilmigtir. Tablodaki degerler iki setin ortalamasi

olarak hesaplanmistir.

Calismalar sonucunda Tablo 6.1'de gosterildigi gibi en yiksek hicre
konsantrasyonu (Xya= 0,66 g/L) ve maksimum spesifik blylime hizina pna=0,031
saat™ bllylime orani ile %25 N sinirlamasinda ulasilmistir. Bu kosulda hiicrelerin

2’'ye katlanma suresi 22 saat olarak belirlenmistir.

Ortamdaki N konsantrasyonunun %25 olmasi durumunda Chlorella variabilisin yag
orani %25,6 olarak bulunmustur. Azot sinirlamasinin olmadigi o6rnek ile
karsilastirildiginda %6 oraninda bir artma oldugu belirlenmigtir. (%19,6’dan

%25,6'ya yukselmistir).

Burada maksimum hilcre konsantrasyonu (Xmax) herhangi bir t aninda elde edilen
maksimum hulcre konsantrasyonudur. Biyokutle miktari ise elde edilen en son kutle
ile absorbans degerinin carpilip hesaplanmasi ile bulunmustur. Her ikisinin de

birimleri g/L’dir.

Tablo 6.1. Farkli azot konsantrasyonlarinin Chlorella variabilis’in buyimesine ve yag
iceriklerine etkisi

Azot | Xmax Mmax | Biyokitle | Yag Yag Hucrelerin Yag
Stresi| @u | (W) | miktan |igerigi | miktari iki'ye verimliligi
% (g/L) (%) (g/L) katlanma (mg/Lgiin)
siresi (saat)
0 Analizl | Analizlen
eneme | emed.i.
di. (Ornek
0,065 | 0,005 0,007 | (Ornek | miktari 141
miktari az)
az)
25 | 0,66 | 0,031 0,102 25,6 0,026 22 1,248
50 [ 0,35 | 0,012 0,117 23,2 0,027 58 1,296
75 | 0,39 | 0,019 0,108 18,9 0,021 36 1,008
100 | 0,48 | 0,018 0,115 19,6 0,023 37 1,104
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Yapilan her bir set icin gunlik olarak pH élgiimleri yapilmistir. pH degisimlerine ait

grafikler Sekil 6.3 ve 6.4’te verilmistir.
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)
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7,7
—3=9%100 N
7,2
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Sekil 6.3. Farkl azot konsantrasyonlarinin Chlorella variabilis kiltir ortami pH’ina
etkisi (1.set)
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Sekil 6.4. Farkl azot konsantrasyonlarinin Chlorella variabilis kultir ortami pH’ina
etkisi (2.set)

Baslangigta 7,30-7,50 araliginda dl¢ulen pH degerleri 289. saate kadar yikselmis
bundan sonraki saatlerde ise 8,50-9,70 araliinda sabit kalmistir. Sicaklik ise 25 + 2

°C olarak oélgtlmustdr.

Mikroalglerin nitrati kullanmasi durumunda pH artmaktadir. Teorik olarak bir mol
nitrat kullanildiginda, 1 mol OH" Uretilmektedir (Rashid ve dig., 2014, Song ve dig.,
2011). Bu reaksiyon, asagida verilmistir (6.1).
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NO; ™ + 5,7CO, + 5,4H,0 — Cs7Hog 025N + 8,25 O, + OH" (6.1)

Nitrat kullanimi ile ortamin pH’1 ve mikroalgal gelisim arasinda dogrusal bir iligki
vardir. Nitrat'in fazla kullaniimasi durumunda pH artarak 10’un Uzerine ¢ikabilir ve
mikroalg gelisimini etkileyebilmektedir. Bu sebeple, azot kaynadi olarak amonyum

ve nitratin kullaniimasi durumunda pH’in ayarlanmasi gerekmektedir.

6.2. Farkh Demir Konsantrasyonlarinin Chlorella variabilis Turi Mikroalgin

Biiyiime ve Yag icerigine Etkisi

Blylme ve yag icerigini arttirmak icin besin ortaminda (BG11) farklh oranlarda demir
sinirlamasi yapimigstir. Bu oranlar yuzde 0, 25, 50, 75 ve 100 olacak sekilde
ayarlanmistir. Ornegin %25 demir sinirlamasi besin ortamindaki olmasi gereken
demir kaynaginin (0,0060 g/L Ferric citrate) yuzde 25'i kadardir. Besin ortami
sebeke suyu kullanilarak hazirlanmistir. Mayis 2017 ISU sebeke suyu verilerine
gore sebeke suyunda demir yoktur (EK-B). Sekil 6.5 ve 6.6’'da farkh demir

konsantrasyonlarinin mikroorganizma biytmesi Uzerine etkileri verilmistir.

0,300

o
N
(o)
o

0,200 =% 0 Fe
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o
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o O
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Sekil 6.5. Farkli demir konsantrasyonlarinin Chlorella variabilis’in buylimesi Uzerine
etkileri (1.set)
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Sekil 6.6. Farkh demir konsantrasyonlarinin Chlorella variabilis’in buyumesi tzerine
etkileri (2.set)

Farkli demir konsantrasyonu ile 2 set olacak sekilde ¢alismalar gerceklestirilmistir.
Sekil 6.5'te gdsterildigi gibi 236. saate kadar devam eden blyime, daha sonra
duraklama-gerileme evresine girmistir. 405. saatten sonra ise 6lim fazinin basladigi

belirlenmigtir.

Sekil 6.6 2. seti ifade etmektedir. Blyuime 261. saate kadar hizl, sonrasinda ise
yavas devam etmistir. Sekil 6.5 ve 6.6'da gosterildigi gibi demir konsantrasyonlari
besin ortamindaki olmasi gereken demir miktari kadar oldugunda blylimenin daha
iyi oldugu gozlenmigtir. Bu yiuzden en ylksek hlcre konsantrasyonuna X;.=0,23
g/L ve maksimum spesifik blUylime hizina pma=0,042 saat? ile %2100 demir
konsantrasyonu ile hazirlanan (demir sinirlamasinin olmadidi BG-11 besin
ortamindaki olmasi gereken demir miktari kadar demirin bulundugu ortam) ortamda
biylyen mikroorganizmada bulunmustur. Bu kosuldaki hicrelerin ikiye katlanma
suresi 16 saattir. %Yag icerigi karsilastinldiginda %21,9 ile %50 demir
sinirlamasinin  oldugu durumda bulunmustur. %50 demir kisittamasi olmasi
durumunda olmayan duruma gére yag icerigi %4,5 oraninda artarak %21,9 degerine
ulasmistir (%17,4'ten %21,9'a). %50 demir sinirlamasinin oldugu érnekte yag orani
%4,5 oraninda daha fazla ¢ikmasina ragmen blylime orani ve slresi géz 6niinde

bulunduruldugunda bu oranin tolere edilebilecegi belirlenmisgtir.

Tablo 6.2’ de farkli demir konsantrasyonlarinin Chlorella variabilis'in blyime hizina
ve yag iceriklerine etkisi gosterilmistir. Tablodaki degerler iki setin ortalamasi olarak

hesaplanmigtir.
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Tablo 6.2. Farkli demir konsantrasyonlarinin Chlorella variabilis’in blyume hizina ve
yag iceriklerine etkisi

Demir Kinax Mmax | Biyokutle | Yag Yag Hiicrelerin Yag
Stresi (/L) (h™ miktan | Igerigi | miktan iki'ye verimliligi
% (g/L) (%) (g/L) katlanma | (mg/Lgiin)
suresi
(saat)
0 0,132 | 0,017 0,028 10,7 0,003 41 0,17
25 0,149 | 0,021 0,028 14,8 0,004 32 0,22
50 0,167 | 0,017 0,037 21,9 0,008 40 0,45
75 0,173 | 0,026 0,038 16,4 0,006 26 0,33
100 0,226 | 0,042 0,038 17,4 0,006 16 0,33

Yapilan her bir set icin gunlik olarak pH olgimleri yapilmigtir. pH degisimlerine ait

grafikler Sekil 6.7 ve 6.8’de verilmistir.

9,5
9

v =&=% 0 Fe

== %25 Fe

T 385 ?
%50 Fe
8 %75 Fe
=== %100 Fe
7,5
0 50 100 150 200 250 300 350
Zaman (Saat)

Sekil 6.7. Farkli demir konsantrasyonlarinin Chlorella variabilis kultir ortami pH’'ina
etkisi (1.set)
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Sekil 6.8. Farkli demir konsantrasyonlarinin Chlorella variabilis kdltir ortami pH’ina
etkisi (2.set)

Baslangicta 7,80-8,10 araliginda olgllen pH degerleri yaklasik 24. saate kadar
yukselmis bundan sonraki saatlerde ise 8,50-9,70 araliginda sabit kalmistir. Sicaklik

ise 25 £ 2 °C olarak oélgtlmustar.

6.3. Farkh Potasyum Dihidrojen Fosfat Konsantrasyonlarinin Chlorella

variabilis Tiirii Mikroalgin Biiyiime ve Yag igerigine Etkisi

Algler bliyume ve geligimlerini surdurebilmek igin karbon kaynaginin yani sira azot,
fosfor, kikurt, potasyum, fosfat, magnezyum gibi elementlere de gereksinim
duyarlar. Besleyici elementlerin sinirlamasi mikroalg turlerinin buyimesine etki eden

onemli faktorlerdendir.

Blyume ve yag icerigini arttirmak igin besin ortaminda (BG11) farkl oranlarda
potasyum dihidrojen fosfat sinirlamasi yapilmigtir. Bu oranlar 0,005 g/L, 0,020 g/L,
0,080 g/L ve 0,160 g/L olarak belirlenmistir. Yani 0,005 g/L KH,PO, besin ortaminda
olmasi gereken (0,04 g/L) KH,PO,Un %12,5’i kadardir. Besin ortami sebeke suyu
kullanilarak hazirlanmistir. Sekil 6.9 ve 6.10’da farkli potasyum dihidrojen fosfat

konsantrasyonlarinin mikroorganizma buylmesi Uzerine etkileri verilmistir.
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Sekil 6.9. Farkli potasyum dihidrojen fosfat  konsantrasyonlarinin Chlorella
variabilis’in buyimesi tzerine etkileri (1.set)
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Sekil 6.10. Farkh potasyum dihidrojen fosfat konsantrasyonlarinin Chlorella
variabilis’in buytmesi Uzerine etkileri (2.set)

Farkli KH,PO,4 konsantrasyonu ile 2 set olacak sekilde ¢alismalar gerceklestiriimistir
(Sekil 6.9 ve 6.10). 1. seti gosteren Sekil 6.9'da 0,080 g/L ve 0,160 g/L KH,PO,4
konsantrasyonuna sahip Ornekler 309. saate kadar buyume gostermis ve 477.
saatten sonra o6lum fazinin bagladig! belirlenmistir. Konsantrasyonu 0,020 g/L olan
ornekte 309. saate kadar, konsantrasyonu 0,005 g/L olan 6rnekte ise 477. saate
kadar blylime izlenmistir ve bu iki konsantrasyona sahip érneklerde de 477. saatten

sonra mikroorganizma konsantrasyonunun yavagladigi belirlenmistir.

Sekil 6.10 2. seti ifade etmektedir. Burada da 1. sette oldugu gibi 0,080 g/L ve 0,160
g/L konsantrasyona sahip Orneklerde mikroorganizma benzer bir bulyime
gostermistir. 0,020 g/L KH,PO, konsantrasyona sahip ornekteki mikroorganizma
237. saate kadar duragan fazda bir buyume gosterirken, daha sonra 718. saate

kadar hizli bir sekilde buyumeye devam etmistir. 0,005 g/L KH,PO, konsantrasyonlu
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Ornekte ise 718. saate kadar duzgun bir blylme egrisi gozlenmigtir. Butun
konsantrasyonlardaki érneklerde de 718. saatten sonra o6lim fazinin basladigi

belirlenmisgtir.

Her iki sette de gosterildigi gibi disuk konsantrasyon ile hazirlanan besin ortaminda
mikroorganizmadaki buyumenin daha iyi oldugu belirlenmigtir. En yuksek hucre
konsantrasyonuna Xna= 1,81 g/L, en ylksek yag igerigine (%12,3) ve maksimum
spesifik blylme hizina pma»=0,02 saat* blylme orani ile 0,005 g/L KH,PO, ile
hazirlanmis besin ortaminda elde edilmistir. Hicrelerin ikiye katlanma sireleri ise

sirasiyla; 34, 41, 52 ve 48 saat olarak bulunmustur.

Farkli konsantrasyonlarda potasyum dihidrojen fosfat stres  kosullarinin

mikroorganizma buyume hizina ve yag igerigine etkisi Tablo 6.3’te verilmistir.
Tablodaki degerler iki setin ortalamasi olarak hesaplanmistir.

Tablo 6.3. Farkli konsantrasyonlarda potasyum dihidrojen fosfat stres kosullarinin
Chlorella variabilis’in blyumesine ve yag icerigine etkisi

KH,PO4 | Xmax | Mmax | Biyokiitle _ Yag Yag Hicrelerin Yag
Stresi oy | ob miktan | Igerigi | miktar iki’'ye verimliligi
(g/L) (%) (g/L) katlanma | (mg/Lgiin)
siresi
(saat)
0,005¢g/L | 1,81 | 0,02 0,143 12,3 0,018 34 0,72
0,020¢g/L | 1,61 |0,017| 0,114 11,4 0,013 41 0,52
0,080 ¢g/L | 0,56 (0,013 0,104 9,6 0,010 52 0,40
0,160 ¢g/L | 0,67 |0,014| 0,110 6,8 0,007 48 0,28
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Yapilan her bir set icin gunlik olarak pH élgiimleri yapilmistir. pH degisimlerine ait

grafikler Sekil 6.11 ve 6.12 verilmistir.
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Sekil 6.11. Farkli potasyum dihidrojen fosfat konsantrasyonlarinin kiltr ortami
pH’ina etkisi (1.set)
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Sekil 6.12. Farkli potasyum dihidrojen fosfat konsantrasyonlarinin kaltir ortami
pH’ina etkisi (2.set)

Baslangicta 6,00-6,50 araliginda oélgtlen pH degerleri 309. saate kadar yukselmis
bundan sonraki saatlerde ise dusme egilimi gostermistir. Yaklasik olarak 500.
Saatten sonra 8,50-9,20 araliginda sabit kalmistir. Sicaklik ise 25 £ 2 °C olarak

OlcUimustar.
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6.4. Farkli Konsantrasyonlardaki Farkli Azot Kaynaklarinin Chlorella variabilis

Tirii Mikroalgin Biilyiime ve Yag igerigine Etkisi

Azot kaynaklari ve konsantrasyonlari, alg kultirlerinde blylimeyi ve biyokimyasal
yaply! etkilemekte, miktarlarinda degisikliklere sebep olmaktadir (Xu ve dig., 2001,
Lourenco ve dig., 2002). Azotun c¢esitli formlari mikroalg kultarleri icin uygundur.

Kalturlerde hicreler tarafindan kullanilabilen en énemli azot kaynaklari nitrat azotu
(NOs-—N), amonyum azotu (NH4+—N) ve Ure azotu ((NHZ)ZCO—N)’dur (Gokpinar, 1991;
Levasseur ve dig., 1993; Grobbelaar, 2000).

Xu ve dig., 2001 yilinda Ellipsidion sp.’de farkl azot kaynaklarinin nitrat azotu (NO5’
-N), amonyum azotu (NH,"-N), Ure azotu ( ((NHZ)ZCO—N) blylimeye ve yag asidi

kompozisyonuna etkilerini incelemiglerdir. NO5 -N ve NH," -N ile hazirlanan ortamda
blylime hizinda énemli bir farklilik gérilmezken, CH4N,O-N ile hazirlanan ortamda

blylme hizinin daha yavas oldugu belirtmiglerdir.

Li Fen Wu ve dig., 2013 yilinda sicaklik, N kaynaklari ve potasyumun
Monoraphidium sp. SB2 hilicre buyumesi ve lipit birikimi Uzerine etkilerini
arastirmislardir. Potasyum nitrat (KNOs) ile elde edilen biyokutlenin diger azot
kaynaklari  (Amonyum  klorur( NH,CI), Amonyum nitrat (NH;NO3)) ile

karsilastirildiginda daha ylksek oldugunu belirlemiglerdir.

Li ve dig. 2008 yilinda vyaptiklari bir calismada Neochloris oleoabundans turl
mikroalgte farkli azot kaynaklarini (nitrat, Ure ve amonyum) kullanarak kulttre
almig, hiucre blyimesi ve lipit birikimi Uzerine etkilerini arastirmiglardir. En fazla
biyokutle miktar nitrat ile 2,5 g/L olarak bulunurken, en diguk buyume ise 1,1 g/L ile
amonyum ile hazirlanan ortamda bulunmustur. En yiksek lipit oraninin da %38 ile

nitrat uygulamasinda elde edildigini belirtmiglerdir.

Bu yuzden, bu calismada Chlorella variabilis tirl mikroalgin blylime ve yag igerigi
Uzerine farkli azot kaynaklarinin (NOB_-N, NH4+-N ve (NH2)2CO-N) ve azot

sinirlamasinin etkileri arastirimigtir. Azot kaynagi olarak sodyum nitrat (NaNO3),
Amonyum klortr (NH,CI) ve ure (CH4N,O) kullaniimigtir. Azot kaynaklarinin oranlari
yluzde 25, 50, 75 ve 100 olacak sekilde calismalar gergeklestiriimistir. Yani azot
kaynaginin %25’i besin ortamindaki olmasi gereken azot kaynaginin (6rnegin 1,500
g/L NaNOs3) yuzde 25i kadardir. Besin ortami sebeke suyu kullanilarak

hazirlanmigtir. Yizde 0 N sinirlamasinin denenmemesinin nedeni daha énce %0 N
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sinirlamasi ile hazirlanan besin ortaminda mikroorganizmanin herhangi bir biyime

gbstermemesidir.

Farkli azot kaynaklarinin farkli konsantrasyonlari ile yapilan galismalar 2’ser set

olacak sekilde gerceklestiriimigstir.

Sekil 6.13 ve 6.14’de %25 konsantrasyona sahip farkli azot kaynaklarinin Chlorella

variabilis’in blylumesi Uzerine etkileri verilmigstir.
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Sekil 6.13. %25 konsantrasyona sahip farkli azot kaynaklarinin Chlorella variabilis’in
blylUmesi Uzerine etkileri (1.set)
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Sekil 6.14. %25 konsantrasyona sahip farkli azot kaynaklarinin Chlorella variabilis’in
buyumesi Uzerine etkileri (2.set)

1. seti ifade eden Sekil 6.13'te gosterildigi gibi %25 NaNO; ve %25 NH,CI ile
hazirlanan besin ortamindaki mikroorganizma 316. saate kadar hizli bir buyume
gostermistir. %25 CH4N,O kullaniminda ise 70. saatten 220. saate kadar duragan

fazda buyume gdstermis, 220. saatten sonra ¢ok az miktarda bir blyime izlemistir.
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Sekil 6.14 2. seti ifade etmektedir. Bu sette de 1. sette oldugu gibi %25 NaNO; ve
%25 NH,4CI olan érneklerde dizgln bir buyime gbézlenirken, %25 CH4;N,O olan
ornek 77. saate kadar duragan fazda blylUme goéstermis, 77. saatten 246. saate
kadar az miktarda blyume gdzlenmigtir. 1. sette 316. saat, 2. sette ise 246. saatten

itibaren élim fazinin bagladigi belirlenmisgtir.

%25 N sinirlamasinin oldugu farkli N kaynaklarinin Chlorella variabilis'in buyume
hizina ve yag igerigine etkisi asagidaki Tablo 6.4’te verilmistir. Tablodaki dederler iki

setin ortalamasi olarak hesaplanmistir.

%25 N sinirlamasinin  oldugu farkih N kaynaklarinda en ylksek hicre
konsantrasyonuna Xn.x= 0,65 g/L ve maksimum spesifik bliyiime hizina pma= 0,033
saat” biiylime orani ile NH,CI ile hazirlanan besin ortaminda belirlenmistir. Yag
miktarlarinda ise belirgin bir fark gorilmemistir. %25 konsantrasyonda kullanilan
azot kaynaklar ile yag icerig %18-21 araliginda olmustur. Hucrelerin 2’ye katlanma

suresi sirasiyla; 36, 21 ve 72 saattir.

Tablo 6.4. %25 N sinirlamasinin oldugu farkli N kaynaklarinin Chlorella variabilis’in
blylme hizina ve yag icerigine etkisi

Farkli N | Xuax | Mmax |Biyokutle | Yag Yag Hiicrelerin Yag
kaynaklari | 4 | (h™") | miktan | igerigi | miktari iki’'ye verimliligi
%25 (g/L) (%) (g/L) katlanma | (mg/Lgun)
Stresi suresi
(saat)
NaNO; | 0,53 (0,009 | 0,058 20,4 0,012 72 0,96
NH,CI 0,65 | 0,033 | 0,041 17,7 0,007 21 0,56
CH,;N,O | 0,29 | 0,019 | 0,072 21,5 0,016 36 1,28
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Yapilan her bir set icin gunlik olarak pH élgiimleri yapilmistir. pH degisimlerine ait
grafikler Sekil 6.15 ve 6.16’da verilmigtir.
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Seki 16.15. %25 konsantrasyondaki N kaynaginin ortam pH’ina etkisi (1.set)
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Sekil 6.16. %25 konsantrasyondaki N kaynaginin ortam pH’ina etkisi (2.set)

Baglangigcta 7,50-7,80 araliginda Ol¢ilen pH degerleri batin orneklerde 20. saate
kadar yukselmigtir. Daha sonraki saatlerde ise NH,CI| ile hazirlanan besin
ortamindaki érneklerin pH’I1 NH,CI'nin hafif asidik etki gdstermesinden dolayi disme
egilimi gostermektedir. NaNO; ve CH;N,O ile hazirlanan érneklerin pH'1 ise 9,00-
9,40 arahiginda sabit kalmistir.

Mikroalglerin amonyumu kullanmasi durumunda H® iyonu agiga cikarak pH
azalmaktadir. Bu reaksiyon, agagida verilmigtir (6.2).

NH; + + 7,6 CO, + 17,7 H,0 — C;6Hg 10,50 + 7,6 O, + 15,2 H,O + H” (6.2)
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Amonyumun fazla kullaniimasi durumunda pH (<6) dugerek bazi mikroalg tirlerinin
gelisimini durdurabilir.

%50 konsantrasyona sahip farkli azot kaynaklarinin Chlorella variabilis’in blyumesi

Uzerine etkileri Sekil 6.17 ve 6.18’ de verilmigtir.
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Sekil 6.17. %50 konsantrasyona sahip farkli azot kaynaklarinin Chlorella
variabilis’in buylUmesi Uzerine etkileri (1.set)
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Sekil 6.18. %50 konsantrasyona sahip farkli azot kaynaklarinin Chlorella variabilis’in
buyumesi Uzerine etkileri (2.set)

1. seti ifade eden grafik Sekil 6.17'de goésterilmektedir. %50 CH4N,O ile hazirlanan
besinde ortaminda mikroorganizma 70. saatten itibaren duragan fazda bir blylime
gostermektedir. %50 NaNO3 ve %50 NH,Cl ile hazirlanan ortamda mikroorganizma
243. saate kadar buyimeye devam etmigtir. 267. saatten sonra 3 6rnekte de 6lim
fazinin basladidi belirlenmigtir.
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Sekil 6.18 2. seti ifade etmektedir. %50 CH4N,O ile hazirlanmis ortamda
mikroorganizma duragan fazda bir blyime gostermektedir. %50 NaNO; ile
hazirlanmis ortamda mikroorganizma 268. saate kadar, %50 NH,CI ile hazirlanmis
ortamda ise 149. saate kadar dizgin bir blyime gdézlenmistir. 268. saatten sonra

mikroorganizma konsantrasyonunun azaldigi belirlenmistir.

%50 N sinirlamasinin oldugu farkli N kaynaklarinin Chlorella variabilis'in  buyime
hizina ve yag icerigine etkisi Tablo 6.5'te verilmigtir. Tablodaki degerler iki setin

ortalamasi olarak hesaplanmistir.

%50 N sinirlamasinin  oldugu farkh N kaynaklarinda en yiksek hicre
konsantrasyonu Xnax= 0,58 g/L ve maksimum spesifik blyliime hizi yma= 0,037 saat’
! blyime orani ile %50 NH,CI ile hazirlanan besin ortaminda belirlenmistir.
Hucrelerin 2'ye katlanma suresi 18 saat ile NH,;Cl hazirlanan ortamda
gerceklesmigtir. Diger slreler ise sirasiyla; 72 ve 106 saattir. En dlsuk blyume
hizina ragmen en yiksek yag miktarina (%34,1) CH;N,O ile hazirlanan ortamda

bulunmustur.

Tablo 6.5. %50 N sinirlamasinin oldugu farkl N kaynaklarinin Chlorella variabilis’in
blylme hizina ve yag icerigine etkisi

FarkhN | Xnax | Mmax | Biyokiitle ] Yag Yag | Hicresinin Yag
kaynaklari | ) (h™ miktar1 | Igerigi | miktari 2'ye verimliligi
%50 (g/L) (%) (g/L) | katlanma |[(mg/Lgiin)
Stresi suresi
(saat)
NaNO; 0,41 | 0,009 0,080 25,6 | 0,021 72 1,68
NH,CI 0,58 | 0,037 0,035 25,6 | 0,009 18 0,72
CH;N,O | 0,16 | 0,007 0,038 34,1 | 0,013 106 1,04
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Yapilan her bir set icin gunlik olarak pH élgiimleri yapilmigtir. pH degisimlerine ait
grafikler Sekil 6.19 ve 6.20’de verilmigtir.
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Sekil 6.19. %50 konsantrasyondaki N kaynaginin ortam pH’ina etkisi (1.set)
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Sekil 6.20. %50 konsantrasyondaki N kaynaginin ortam pH’ina etkisi (2.set)

Basglangicta 7,50-7,90 araliginda Ol¢ilen pH degerleri batin 6rneklerde 20. saate
kadar yukselmigtir. Daha sonraki saatlerde ise NH,CI| ile hazirlanan besin
ortamindaki érneklerin pH’I1 NH,CI’'nin hafif asidik etki gdstermesinden dolayi disme
egilimi gostermektedir. 220. saatten sonra 4.00-4.10 araliginda sabit kalmistir.
NaNO; ve CH4N,O ile hazirlanan érneklerin pH’i ise 70. saatten 8,50-9,50 araliinda
sabit kalmistir.

%75 konsantrasyona sahip farkli azot kaynaklarinin Chlorella variabilis’in blylumesi

Uzerine etkileri Sekil 6.21 ve 6.22’de verilmigtir.

56



1,200

1,000

0,800

0,600 // \ o= NaNO3
0,400 == NHA4CI

CH4N20

0,200 =

Mikoorganizma
konsantrasyonu (g/L)

0,000 KX
0 100 200 300 400
Zaman (Saat)

Sekil 6.21. %75 konsantrasyona sahip farkli azot kaynaklarinin Chlorella variabilis’in
blylmesi Uzerine etkileri (1.set)
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Sekil 6.22. %75 konsantrasyona sahip farkli azot kaynaklarinin Chlorella variabilis’in
blyUmesi Uzerine etkileri (2.set)

1. seti ifade eden grafik Sekil 6.21°de gosterilmektedir. %75 CH;N,O ile hazirlanan
besin ortaminda duragan fazda bir buyume goézlenmistir. %75 NaNO; ve %75
NH,CI ile hazirlanan besin ortaminda mikroorganizma 19. saate kadar hizl bir
blylime gdstermis, daha sonra dalgalanmalar olsa da 268. saate kadar ilerleyen bir
blylime izlenmistir. 268. saatten itibaren ise mikroorganizma konsantrasyonunun

azaldig1 goézlenmistir.

Sekil 6.22 2. seti ifade etmektedir. %75 CH4N,O ile hazirlanan ortamda
mikroorganizma duragan fazda bir bluyime gdstermis fakat 268. saatten sonra
mikroorganizma konsantrasyonu giderek O’a yaklasmig ve olum fazi evresi 339.
saatte tamamen sona ermistir. %75 NaNO; ve %75 NH,CI ile hazirlanan ortamda

mikroorganizma 315. saate kadar dizgln bir blylime géstermistir.
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%75 N sinirlamasinin oldugu farkli N kaynaklarinin Chlorella variabilis'in buyume

hizina ve yag igerigine etkisi Tablo 6.6’da verilmistir.
Tablodaki dederler iki setin ortalamasi olarak hesaplanmistir.

%75 N siirlamasinin  oldugu farkli N kaynaklarinda en yuksek hucre
konsantrasyonu Xma= 1,22 g/L, maksimum pesifik bliylime hizi ppna= 0,013 saat™ ile
NH4CI ile hazirlanan ortamda belirlenmistir. Hicrelerin 2’ye katlanma sureleri
sirasiyla; 81, 53 ve 99 saat olarak bulunmusgtur. Yag miktarlarinda ise belirgin bir
farklihk gozlenmemistir. %75 konsantrasyonda kullanilan azot kaynaklari ile yag

icerigi %21-28 araliginda olmustur.

Tablo 6.6. %75 N sinirlamasinin oldugu farkli N kaynaklarinin Chlorella variabilis’in
buyume hizina ve yag icerigine etkisi

Farkh N | Xpax | Mmax |Biyokiitle | Yag Yag Hiicrelerin Yag
kaynaklar | g (Y | miktan | igerigi | miktari( iki’'ye verimliligi
1 %75 (g/L) (%) g/L) katlanma | (mg/Lgiin)
Stresi siiresi
(saat)
NaN03
1,05 (0,009 0,069 22,9 0,016 81 1,28
NH,4CI
1,22 10,013 0,038 21,7 0,008 53 0,64
CH4N,O
0,23 |0,007| 0,055 27,8 0,015 99 1,20
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Yapilan her bir set icin gunlik olarak pH élgiimleri yapilmistir. pH degisimlerine ait
grafikler Sekil 6.23 ve 6.24’te verilmigtir.
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Sekil 6.23. %75 konsantrasyondaki N kaynaginin ortam pH’ina etkisi (1.set)
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Sekil 6.24.%75 konsantrasyondaki N kaynaginin ortam pH’ina etkisi (2.set)

Basglangigcta 7,40-7,90 araliginda Ol¢ilen pH degerleri batin 6rneklerde 20. saate
kadar yukselmigtir. Daha sonraki saatlerde ise NH,CI| ile hazirlanan besin
ortamindaki 6rneklerin pH’It NH,CI'nin hafif asidik etki gdstermesinden dolayi dusme
egilimi géstermektedir. NaNOs; ve CH4N,O ile hazirlanan érneklerin pH'1 ise yaklasik

20. saatten 8,80-9,20 araliginda sabit kalmistir.

%100 konsantrasyona sahip (N sinirlamasinin olmadigi BG-11 besin ortamindaki N
kaynaginin  konsantrasyonu kadar N iceren) farkh azot kaynaklarinin

mikroorganizma blyumesi Uzerine etkileri Sekil 6.25 ve 6.26’da verilmistir.
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Sekil 6.25. %100 konsantrasyona sahip farkli azot kaynaklarinin Chlorella
variabilis’in blylmesi Uzerine etkileri (1.set)
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Sekil 6.26. %100 konsantrasyona sahip farkli azot kaynaklarinin Chlorella
variabilis’in bayumesi Uzerine etkileri (2.set)

1. seti ifade eden Sekil 6.25te gosterildigi gibi NH,CI ile hazirlanan ortamda
mikroorganizma 141. saate kadar hizli bir bliyime gostermektedir. NaNO; ile
hazirlanan ortamda 88. saate, CH,N,O ile hazirlanan ortamda ise 65. saate kadar
bir blyime gbézlenmistir. 141. saatten sonra her 3 ortamda da mikroorganizma

konsantrasyonunun azaldigi gozlenmigtir.

Sekil 6.26 2. seti ifade etmektedir. CH;N,O ile hazirlanan ortamdaki mikroorganizma
duragan fazda bir buyime goéstermisti. NaNO; ve NH,CI ile hazirlanan besin
ortaminda 69. saate kadar hizli bir blylime go6zlenirken, 69. saatten sonra
dalgalanmalar olsada 236. saate kadar biylime devam etmistir. 236. saatten sonra

olim fazinin bagladigi belirlenmistir.
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%100 konsantrasyona sahip (N sinirlamasinin olmadigi BG-11 besin ortamindaki N
kaynaginin  konsantrasyonu kadar N iceren) farkh azot kaynaklarinin

mikroorganizma buyimesi Gzerine etkileri Tablo 6.7’de gdsterilmigtir.
Tablodaki dederler iki setin ortalamasi olarak hesaplanmistir.

%100 N konsantrasyonu kullaniimasi durumunda ( besin ortamindaki olmasi
gereken N kaynagindaki kadar N igeren) ortamda en yuksek hucre
konsantrasyonuna Xpma= 1,03 g/L, maksimum spesifik bluyime hizina pgna= 0,036
saat™ blyliime orani ve %14 yag icerigi ile NH,Cl ile hazirlanan besin ortaminda
ulasilmistir. Hicrelerin 2'ye katlanma sureleri sirasiyla; 23, 19 ve 42 saattir. Yag

miktarlarinda belirgin bir farkhlik gézlenmemistir.

Tablo 6.7. %100 konsantrasyona sahip farkh azot kaynaklarinin Chlorella
variabilis’in blyumesi ve yag icerigi Uzerine etkileri

Farkli N | Xqax Mmax | Biyokiitle | Yag Yag Hiicrelerin Yag
kaynakla| g (h™ miktar1 | Igerigi | miktan iki’'ye verimliligi
rn %100 (g/L) (%) (g/L) katlanma | (mg/Lgiin)
Stresi siiresi
(saat)

NaNO;

0,84 | 0,029 0,44 15,2 0,070 23 4,20
NH,4CI

1,03 | 0,036 0,23 13,9 0,032 19 1,92
CH;N,0

0,21 | 0,016 0,43 16,4 0,071 42 4,26
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Yapilan her bir set icin gunlik olarak pH élgiimleri yapilmistir. pH degisimlerine ait
grafikler Sekil 6.27 ve 6.28'de verilmistir.
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Sekil 6.27. %100 N konsantrasyonu kullaniminda N kaynaginin ortam pH’ina etkisi
(1.set)
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Sekil 6.28. %100 N konsantrasyonu kullaniminda N kaynaginin ortam pH’ina etkisi
(2.set)

Baslangigta 7,50-7,90 araliginda olgclilen pH degerleri NaNO; ve CH;N,O ile
hazirlanan d&rneklerde 65. saate kadar yukselmistir. NH,Cl ile hazirlanan besin
ortamindaki érneklerin pH’1 NH,CI'nin hafif asidik etki gdstermesinden dolayi disme
egilimi gostermektedir. 45. saatten itibaren 4,00-4,50 araliginda sabit kalmistir.
NaNO; ve CH4N,O ile hazirlanan &rneklerin pH’1 ise 116. saatten 8,30-9,20

araliginda sabit kalmistir.
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Farkl N kaynaklari ve konsantrasyonlari ile yapilan calismalar degerlendirildiginde,
Chlorella variabilis tird mikroalg i¢in inorganik azot kaynaklarindan NO3z-N ve NH4-N
ile baylme ve biyokimyasal yapisi agisindan benzer sonuglar elde edilmigstir.
CH4N,O ile hazirlanmis besin ortamindaki mikroorganizmadaki yag igerigi diger 2 N
kaynagina gore bir miktar yliksek bulunmus olsa da blylume sureleri ve maksimum
blylme oranlari géz énline alindiginda CH4N,O’nin bu tir i¢cin uygun bir N kaynag
olmadigi tespit edilmigtir. NOs-N ve NH4-N ile hazirlanan ortamlarda ise blylime
surelerin, buylime oranlarinin benzer olmasi ve yag icerinde ¢ok belirgin bir fark

olmamasindan dolayi bu kiiguk farkin tolere edilebilecegi distintlmektedir.

6.5. Fotobiyoreaktor Yukseklik/Cap Oraninin Chlorella variabilis Tari
Mikroalgin Biiyiime ve Yag igerigine Etkisi

Arastirmanin bu bélimunde laboratuar kogullarinda bulunan farkl yUkseklik ve ayni
taban yaricapina sahip silindir seklindeki biyoreaktdrlerin Chlorella variabilis’in
biyimesine ve yag icerigine etkisi arastinimigtir. Farkh yuksekliklere sahip
biyoreaktorlerde kulturl yapilan Chlorella variabilisin maksimum blylime orani ve
yukseklik/cap oraninin iligkisi incelenmek istenmigtir. Calismalar 2 set olacak sekilde

yapilmistir. Deney dizenegi asagidaki resimde gésterilmektedir ( Sekil 6.29).

Sekil 6.29. Fotobiyoreaktor ylkseklik/cap oraninin etkisinin deney dizenegi

Fotobiyoreaktor ylkseklik/cap oraninin (L/D) Chlorella variabilis tlri mikroalgin
blylmesi Uzerine etkileri Sekil 6.30 ve 6.31'de gdsteriimektedir. L: Biyoreaktor

yuksekligi D: Biyoreaktor ¢api
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Sekil 6.30. Fotobiyoreaktor L/D oraninin Chlorella variabilis'in buyumesi uzerine
etkileri (1.set)
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Sekil 6.31. Fotobiyoreaktér L/D oraninin Chlorella variabilis'in buyumesi uzerine
etkileri (2.set)

1. seti ifade eden Sekil 6.30'da gdsterildigi gibi L/D=1 olan biyoreaktor 187. saate
kadar bir blylime gdstermis, bu saatten sonra ise duragan fazda biylimeye devam
etmistir. L/D=2 olan biyoreaktér 308. saate kadar, L/D=3 olan biyoreaktotr ise 332.
saate kadar blylimeye devam etmistir. L/D=3 olan biyoreaktdrde ki hizli disus
beklenmezken bu durumun 6lgim hatasindan kaynaklandigi disinulmektedir. 332.

saatten sonra 3 biyoreaktérde de 6lim fazinin basladigi gézlenmistir.

Sekil 6.31 2. seti ifade etmektedir. Bu sette de her 3 biyoreaktorde 49. saate kadar
hizli bir blyime géstermektedir. Daha sonra yulksekligi L/D=1 olan biyoreaktér 166.
saatten itibaren duragan fazda blylimeye devam etmistir. L/D=2 olan biyoreaktor
259. saate, L/D=3 olan biyoreaktor ise 336. saate kadar blyumeye devam etmistir.
3 biyoreaktdrde de 336. saatten sonra 6lum fazinin basladigi belirlenmistir.
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Fotobiyoreaktor yukseklik/cap oraninin Chlorella variabilis tird mikroalgin blylime

ve yag icerigine etkisi Tablo 6.8'de gosterilmistir.
Tablodaki dederler iki setin ortalamasi olarak hesaplanmistir.

Yikseklik/gap oraninin incelenmesi galigmalarinda 2,32 g/L (Xnax) ile en yilksek
hiicre konsantrasyonuna L/D=3 olan biyoreaktérde ulasiimistir. Maksimum spesifik
biydme hizina (Umax) 0,046 blyime orani ile L/D=1 olan biyoreaktorde
belirlenmigtir. Yag igerikleri %17-21 araiginda olmustur. Huicrelerin 2’ye katlanma

sureleri sirasiyla; 15, 17 ve 18 saattir.

En yuksek biyokitle miktarina 1,02 g/L ile L/D=3 olan biyoreaktérde ulasiimistir.
Diger biyoreaktorlerdeki mikroorganizmanin biyokutle miktarlari ise sirasiyla; 0,26 ve
0,51 g/L olarak saptanmistir. Bu calismada yukseklik/cap orani arttikga biyokitle

miktarlarinin da yaklasik olarak 2 kat arttigi bulunmustur.

Tablo 6.8. Fotobiyoreaktor yukseklik/cap oraninin Chlorella variabilis tiiri mikroalgin
blylime ve yag icerigine etkisi

L/D | Xmax | Mmax |Biyokutle| Yag Yag Hiicrelerin Yag
orant | () (h") | miktan | icerigi | miktar iki'ye verimliligi
(g/L) (%) (g/L) katlanma | (mg/Lgiin)
siiresi
(saat)
1 0,61 |0,046 0,26 17,9 0,046 15 2,76
2 0,99 |0,039 0,51 17,1 0,087 17 5,22
3 2,32 10,038 1,02 21,1 0,22 18 13,2
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Yapilan her bir set icin gunlik olarak pH élgiimleri yapilmistir. pH degisimlerine ait
grafikler Sekil 6.32 ve 6.33 verilmistir.
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Sekil 6.32. Fotobiyoreaktdr yiksek/gap oraninin ortam pH’ina etkisi (1.set)
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Sekil 6.33. Fotobiyoreaktdr yuksek/¢ap oraninin ortam pH’ina etkisi (2.set)

Baslangigta 8,70 civarinda dlgulen pH degerleri yaklasik 69. saate kadar yukselme
egilimi gostermistir. 69. saatten sonra dalgalanmalar olussa bile ¢galigmalarin sonuna

kadar pH 10,0-10,50 araliginda degisiklik gostermektedir.
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6.6. Yag Asidi Bilegimi

Tez galismasi boyunca elde edilen érneklerin yag asidi bilesimi analizleri yapilmigtir.
Bazi érnekler yetersiz oldugundan dolayl analiz sonuglari elde edilememistir. Yeterli
miktarlardaki orneklerin kromotografi grafikleri ekte (EK-E) yag asidi bilesimleri ise

asagidaki tablolarda verilmigtir.

Tablo 6.9. N kaynagi olarak %100 konsantrasyona sahip NH,CI kullanilan kaltir
ortamindaki Chlorella variabilis tliru mikroalgin yag asidi bilesimi

Yag asidi % Bilegim
C4:0 Bitirik asit 44,50
C14:1 Miristoloik asit 15,71
C16:0 Palmitik asit 39,79

Ortalama molekul agirhgi: 568,48 g/mol

Tablo 6.10. N kaynag! olarak %100 konsantrasyona sahip NaNO; kullanilan kaltir
ortamindaki Chlorella variabilis tiiri mikroalgin yag asidi bilesimi

Yag asidi % Bilesim
C4:0 Bitirik asit 57,17
C16:0 Palmitik asit 42,83

Ortalama molekul agirhgi: 518,68 g/mol

Tablo 6.11. N kaynag: olarak %25 konsantrasyona sahip NH,CI kullanilan kaltir
ortamindaki Chlorella variabilis tiri mikroalgin yag asidi bilesimi

Yag asidi % Bilegim
C14:0 Ministrik asit 39,08
C15:0 Pentadekonoik asit 46,08
C17:0 Margarik asit 14,84

Ortalama molekdl agirhgi: 761,32 g/mol

Tablo 6.12. N kaynagi olarak %100 konsantrasyona sahip CH4N,O kullanilan kaltir
ortamindaki Chlorella variabilis tlru mikroalgin yag asidi bilesimi

Yag asidi % Bilesim
C15:0 Pentadekonoik asit 39,40
C1l6:0 Palmitik asit 63,60

Ortalama molekdl agirh@i: 792,03 g/mol

67




Tablo 6.13. N kaynagi olarak %25 konsantrasyona sahip CH4N,O kullanilan kaltir
ortamindaki Chlorella variabilis tliri mikroalgin yag asidi bilesimi

Yag asidi % Bilegim
C14:1 Miristoloik asit 16,18
C15:0 Pentadekonoik asit 51,40
C17:0 Margarik asit 9,20
C18:2 Linoleik asit 23,22

Ortalama molekdl agirh@i: 791,74 g/mol

Tablo 6.14. %50 konsantrasyona sahip Fe kullanilan kultir ortamindaki Chlorella
variabilis turt mikroalgin yag asidi bilegimi

Yag asidi % Bilegim
C6:0 Kaproik asit 23,90
C10:0 Kaprik asit 3,38
C14:0 Ministrik asit 19,88
C14:1 Miristoloik asit 9,87
C15:0 Pentadekonoik asit 42 97

Ortalama molekul agirhgi: 654,52 g/mol

Sicaklik, 1sik yogunlugu gibi parametrelerin yani sira besin igerigi ve farkli
konsantrasyonlarinin yag icerigi kompozisyonu etkiledigi belirlenmistir.

Rodolfi ve dig., 2003 yilinda yaptiklari ¢alismada 4 farkli mikroalg tarini (2 deniz
tirG ve 2 tath su tlrd) azot eksikliginde kultire almiglardir ve yagd asidi
kompozisyonunun azot ve fosfor eksikliginde kuru agiriginin %50 ve daha fazlasina
ulastigini belirlemiglerdir.

Dusuk sicakhklarin bazi alglerin doymamis 18:0 C’lu yagd asiti sentezini artirdigi
bilinmektedir. Ornegin Dunaliella’nin yag asidi kompozisyonundaki degisikliklerin
nedeni de yine dusik sicaklik olarak agiklanmigtir. Kirmizi alg Porphyridium
cruentum optimum kultir sicakligr olan 25 °C’ de total yag asitlerinin % 36’si
civarinda arachidonic asit iceren en zengin dogal kaynaktir. Duguk sicakliklarda (16
°C) bu miktar % 60’a ¢ikabilir (Chisti, 2007).
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7. SONUCGLAR VE ONERILER

Yesil algler grubuna ait Chlorella variabilis tari mikroalgin blylimesini ve yag
icerigini arttirmak i¢in farkh stres kosullarinin ve fotobiyoreaktorin yikseklik/cap

oraninin etkisi incelenmistir.

Farkhh N sinirlamalarinda; %25 N sinirlamasi ile hazirlanan besin ortaminda
biiyiiyen mikroorganizmanin maksimum spesifik biiyiime hizinin (Uma= 0,031 saat™)
ve maksimum hicre konsantrasyonun (X,=0,66 g/L) daha ylksek oldugu
belirlenmigtir. Yag iceriginin %100 N sinirlamasinin oldugu ( N sinirlamasinin
olmadi§i BG-11 besin ortamindaki N kaynaginin konsantrasyonu kadar N iceren )
ornek ile kargilastinldiginda %6 oraninda daha yuksek oldugu belirlenmistir.
(%19,6’dan %25,6’a cikmistir). Yag miktarlarinda ¢ok keskin bir farklilik gézlenmese
de hucrelerin kendini iki'ye katlama sureleri ve kullanilan N konsantrasyonlari
disundldigd zaman bundan sonraki calismalarin %25 N sinirlamasinda

yapilmasinin daha uygun oldugu distnulmektedir.

Daha 6nce yapilan g¢alismalarda da N konsantrasyonlarinin sinirlamasinda % lipit
miktarinin arttigi belirlenmistir. Yapilan bir ¢alismada disik azotlu ortamda 5 farkl
Chlorella tirinin (C. Vulgaris, C. Emersonii, C. Protothecoides, C. Sorokiniana, C.
Minutissima) degisimleri incelenmistir ve en iyi biiyimenin 0,99 d™* bilylime orani ile
Chlorella vulgaris'te oldugu saptanmistir. 5 tur icinden C. Emersonii’nin daha ¢ok
etkilendigi ve daha hizli bir blylme gosterdigi belirlenmigtir. C. Sorokiniana
disindaki tum tdrlerin diguk azotlu ortamda kdultire alindiginda yag iceriklerinin

yaklasik olarak 2 kat arttigi saptanmistir. (lllman ve dig., 2000)

Baska bir calismada ortamdaki azot miktarinin %75 oraninda azaltiimasi ile
Nannochloropsis oculata’nin lipit orani %7,90'dan %15,31’e, ve Chlorella
vulgaris’in lipit oraninin ise %5,90'dan %16,41’e ylkseldigini belirtmiglerdir

(Converti ve dig., 2009).

Lipit Gretimi her tr icin farkl faktorlerin etkisiyle olmaktadir, ancak genel olarak N
eksikliginde lipit miktarlarinda artiglar gdézlenmektedir. Laboratuvar kosullarinda %25
N eksikliginde elde edilen %25,6 yag igeridinin disari ortamdaki acik havuzlarda,

fotobiyoreaktdrlerde daha blylk hacimlerde denenmesine ihtiyag duyulmaktadir.
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Blylume ve yag icerigine Fe konsantrasyonlarinin nasil etki ettigini arastirmak icin
farkli Fe konsantrasyonlari ile ¢alismalar yapilmistir. BG-11 besin ortamindaki Fe
kaynaginin konsantrasyonu kadar (0,006 g/L) demir iceren besin ortaminda
biyllyen mikroorganizmada maksimum spesifik hizi (Uma= 0,042 saat™) ve
maksimum hdcre konsantrasyonuna (Xmax= 0,23 g/L) ulagiimigtir. En ylksek yag
miktarina %21,9 ile %50 Fe sinirlamasinin oldugu &rnekte ulasiimistir. Demir
sinirlamasinin olmadigr 6rnek ile karsilastiriidiginda %4,5 oraninda daha fazla
oldugu belirlenmistir. Ancak blyime orani ve blylime sureleri géz ©onlne

alindiginda bu oranin tolere edilebilecegi dusinilmektedir.

Mandalam ve dig., 1998 yilinda yaptiklari calismada Chlorella vulgaris’in Uretiminde
geligtiriimis N-8 (Vonshak, 1986) ortamindaki bazi elementlerin oranlarini
degistirerek calismalar yapmislardir. Bu ortamda kullanilan demir (Fe), magnezyum
(Mg), potasyum (K), kukuart (S) ve azot (N) degerlerini farkli kompozisyonlarda
deneyerek M-8 ortamini elde etmiglerdir. M-8 ortaminda, KNOs; 3 kati, MgSQO,. 7
H,O; 8 kati kullaniimis ve demir kaynagi olarak da FeSO,. 7 H,O ilave edilmistir. M-
8 ortamindaki blyime 24 gin surmustir. Potasyum, magnezyum ve demir’ in

Chlorella vulgaris’in buyumesini etkiledigi belirtiimistir.

Mikroalglerin biyumesi icin N disinda fosfat, fosfor, magnezyum, kikuirt gibi temel

elementlere de gereksinim duyarlar.

Muammer Balci ve dig.,(2006) farkli pH larda (pH:7 ve pH:8) , farkh nitrat (8, 12, 16
ve 20 mM) ve fosfat (0,1, 0,3, 0,5 ve 0,7 mM) konsantrasyonlarinda Scenedesmus
obliquus turld mikroalgin blylimesini incelemigler ve pH:7, 12 mM nitrat ve 0,3 mM

fosfat konsantrasyonunda 15,5X10° ile en yiiksek hiicre sayisina ulasmislardir.

Yaptigimiz calismada farkli konsantrasyonlardaki KH,PO, etkisinin Chlorella
variabilis Gzerindeki etkileri arastirilmistir. En yiksek hiicre konsantrasyonuna
(Xmax= 1,81 g/L) ve en yuksek biyokutle miktarina (0,143 g/L) 0,005 g/L KH,PO,
konsantrasyonuna sahip besin ortaminda blylUyen mikroorganizmada ulagiimistir.
Dusuk konsantrasyona sahip KH,PO, ile hazirlanan besin ortaminda
mikroorganizmanin daha iyi buyudugune ve yag miktarinin diger konsantrasyonlara

gore daha yuksek (%12,3) oldugu sonucuna ulagiimistir.

Farkl azot kaynaklari ve konsantrasyonlari alg kultrlerinde buyumeyi etkilemekte
ve miktarlarinda degisikliklere neden olmaktadir (Xu ve dig., 2001, Lourenco ve dig.,

2002). Mikroalg kultarlerinde kullanilan en 6nemli azot kaynaklari Amonyum klordr,
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Sodyum nitrat ve Uredir (Gokpinar,1991; Levasseur ve dig., 1993; Grobbelaar.,
2000).

Yapilan bir calismada Neochloris oleoabundans tiuri mikroalgde farkl azot
kaynaklarini (nitrat, ire ve amonyum) kullanarak, hucre buyumesi ve lipit birikimi
Uzerine etkilerini incelemislerdir. En fazla biyokutle miktari 2,5 g/L ile N kaynagi
olarak nitrat kullanilan érnekte bulunmustur. En yiksek lipit orani da %38 ile nitrat

uygulanan érnekte saptanmistir (Li ve dig., 2008).

Yaptigimiz ¢calismada farkli azot kaynaklari (Amonyum klorir, Sodyum nitrat ve Ure)
ve farkli konsantrasyonlarinin (%25, 50, 75 ve 100) Chlorella variabilis’in buylimesi
ve lipit icerigi Uzerindeki etkileri laboratuvar ortaminda ¢alisilip arastiriimistir. Farkli
azot kaynaklari ve farkli konsantrasyonlari ile yapilan calismalar birlikte
degerlendirildigi zaman Chlorella variabilis tird mikroalg icin NOz-N ve NH4-N ile
hazirlanan kdltirlerde mikroorganizmanin  benzer bir blyume gdsterdigi
belirlenmigtir. Butlin konsantrasyonlardaki CH4N,O ile hazirlanmis érneklerdeki yag
miktari diger 2 N kaynagina goére bir miktar yuksek olsa da, buylume sureleri ve
blylme oranlari degerlendirildijinde Grenin bu tur igin ¢ok da uygun bir N kaynagi
olmadigi duasinilmektedir. NOs-N ve NHs;-N ile hazirlanan ortamlardaki
mikroorganizmanin buyime sulreleri ve blUyume oranlarinin benzer Ozellik
gbstermesinden dolayl yagd igerigindeki ¢ok belirgin olmayan bu farkin tolere

edilebilecegi 6ngérilmektedir.

Calismalarin son bdliminde fotobiyoreaktdr yikselik/cap oraninin  Chlorella
variabilis Uzerinde buyume ve yag icerigine nasil etki ettigi laboratuvar ortaminda
arastirilmak istenmigtir. Farkli yukseklik (9, 18 ve 27 cm) ve ayni taban ¢apina sahip
(D=9 cm) silindir seklindeki biyoreaktdrler kullanilarak ¢alismalar gergeklestirilmistir.
Calismalar sonucunda en yiksek biyokitle miktarina (1,02 g/L) ve en ylksek yag
icerigine (%21,1) L/D=3 olan biyoreaktorde ulasiimistir. Calismalar sonucunda
fotobiyoreaktdr yukseklik/cap orani arttikca biyokltle miktarlarinda da yaklagik
olarak 2 kat arttigi belirlenmigtir.
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EK-A Silindirin Hacim Hesabi

Silindirin Hacmi asagidaki gibi hesaplanmaktadir.

® Hacim = taban alani x yiikseklik

V=T1.r’h

hi I: taban yarigapi
| h: silindirin yuksekligi

h=9cm
r=4.5 cm
V= mr2h

V=1 (4.5)%.9= 573 cm®*=573 mL
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EK-B Kocaeli iSU Analiz Raporlan (2017)

SU ANALIZ RAPORLARI

Ay pH  SerbestKlor Bulaniklk Aliminyum Demir Mangan Nitrit Amonyum Sertlik Koliform E.Koli

ﬂ 755 054 0,18 0.018 0.00 0007 0,008 001 116 0 0

A 753 054 0,20 0.019 000 0,008 0,008 0.0 107 0 0
ﬂ 755 054 0,20 0,021 000 0,007 0,009 0.0 108 0 0
ﬂ 752 0,55 0,15 0,032 000 0,007 0,008 0.0 109 0 0
ﬂ 752 054 0.15 0,034 000 0007 0012 0 17 0 0
m 758 0,54 0.16 0,040 000 0,008 0012 0 110 0 0

LB 747 0,54 017 0,048 000 0,008 0012 000 m 0 0

L 746 054 0.16 0,054 000 0007 0012 000 18 0 0

“?,46 0,53 014 0,053 000 0,008 0010 000 120 0 0
ﬂ?,:ﬁ 0,52 017 0,048 000 0010 0011 000 12 0 0

EK B.1. Kocaeli ISU Analiz Raporlari 2017 Degerleri
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EK-C Maksimum Spesifik Biyime Hizinin Hesaplanmasi

0,450
- 0,400
[
S 0,350
£ 0,300 =—=%0N
c
5 0,250 ——%25 N
% 20,200 %50 N
§ 0150 == %75 N
8 1
5 0100 —5%=9%100 N
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0 100 200 300 400 500 600
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Sekil C.1. Farkli N konsantrasyonlarinin mikroorganizma blyumesi Uzerine etkileri

Maksimum spesifik hicre buydme hizini bulmak icin (u) grafikte dogrusal olan
noktalar segcilerek hesaplama yapilir. Ornegin %25 N sinirlamasinin oldugu egriyi
kullanarak hesap yapilirsa; 213 ve 116 saatleri arahiginda dogrusal bir blylime

gbzlenmektedir.

_In(0,2461) —In(0,0813)
213 -116

=0,0114 h*
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EK-D Hiicrelerin ikiye Katlanma Siiresinin Hesaplanmasi

Hucrelerin iki'ye katlanma siresi asagidaki formulle bulunmustur;

In(2)

“max

Hucrenin iki'ye katlanma slresi =

In(2)

Hucrenin iki'ye katlanma slresi = = 22 saat
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EK-E Yag Asidi Bilesimi Analizi GC Kromatogrami

N kaynagi olarak %100 NH,CI kullanilan kualtir ortamindaki Chlorella variabilis
mikroalginin yag asidi bilesimi kromatogrami

pA ]
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Sekil E.1. N kaynagi olarak %100 NH,CI kullanilan kaltir ortamindaki Chlorella

variabilis mikroalginin yag asidi bilesimi kromatogrami

Tablo E.1. N kaynagi olarak %100 NH,CI kullanilan kiltir ortamindaki Chlorella
variabilis mikroalginin yag asidi bilegimi

# Time Area Height Width  Area%
1 2,305 9.9 9.8 0.0168 44,497
2 9.403 3.3 1.5 0.0361 15,711
3 11,969 8.8 37 0.0332 39.792
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N kaynagi olarak %100 NaNO; kullanilan kultur ortamindaki Chlorella variabilis

mikroalginin yag asidi bilesimi kromatogrami
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Sekil E.2. N kaynagi olarak %100 NaNOs kullanilan kuiltir ortamindaki Chlorella

variabilis mikroalginin yag asidi bilesimi kromatogrami

Tablo E.2. N kaynagi olarak %100 NaNO; kullanilan kilttir ortamindaki Chlorella

variabilis mikroalginin yag asidi bilegimi

§  Time Area Height Width  Area%
l 2] 9.5 9.6 0.0155 | 57169
2 | 115959 1.1 2.9 0033 | 42831
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N kaynagi olarak %25 konsantrasyona sahip NH4Cl kullanilan kultir ortamindaki

Chlorella variabilis mikroalginin yag asidi bilegimi kromatogrami
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Sekil E.3. N kaynagi olarak %25 konsantrasyona sahip NH,Cl kullanilan kilttr

ortamindaki Chlorella variabilis mikroalginin yag asidi bilesimi kromatogrami

Tablo E.3. N kaynagi olarak %25 konsantrasyona sahip NH,CI kullanilan kualtir

ortamindaki Chlorella variabilis mikroalginin yag asidi bilegimi

s Time Area Height Width Area%
1 9,266 14.4 6.5 0.0347 74,343
2 9.335 2 1.7 0.0224 4,741
3 10.798 19.4 5.7 0.0526 46.075
4 12.014 0.2 2.0 0.0383 14,5341
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N kaynagi olarak %100 CHyN,O kullanilan kdltir ortamindaki Chlorella variabilis

mikroalginin yag asidi bilesimi kromatogrami
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Sekil E.4. N kaynagi olarak %100 CH4N,O kullanilan kultir ortamindaki Chlorella

variabilis mikroalginin yag asidi bilesimi kromatogrami

Tablo E.4. N kaynagi olarak %100 CH;N,O kullanilan kilttir ortamindaki Chlorella

variabilis mikroalginin yag asidi bilesimi

# Time Area Height Width  Area%
1 10,772 4.4 1.7 0.0397 36,399
2 11.944 7.7 3.1 0.0385 63.601
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N kaynagi olarak %25 konsantrasyona sahip CH4N,O kullanilan kultar ortamindaki

Chlorella variabilis mikroalginin yag asidi bilegimi kromatogrami
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Sekil E.5. N kaynagi olarak %25 konsantrasyona sahip CH4N,O kullanilan Kkulttr

ortamindaki Chlorella variabilis mikroalginin yag asidi bilesimi kromatogrami

Tablo E.5. N kaynagi olarak %25 konsantrasyona sahip CH;N,O kullanilan kulttr

ortamindaki Chlorella variabilis mikroalginin yag asidi bilegimi

g Time Area Height Width Area%
1 9.253 1.7 2.5 0.0563 16.179
2 10.796 24.4 7.4 0.0494 51402
3 12,02 4.4 1.8 0.0338 9.201
4 15.008 11 3.5 0.0496 23.218
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%50 konsantrasyona sahip Fe kullanilan kultdr ortamindaki Chlorella variabilis

mikroalginin yag asidi bilesimi kromatogrami
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Sekil E.6. %50 konsantrasyona sahip Fe kullanilan kiltir ortamindaki Chlorella

variabilis mikroalginin yag asidi bilesimi kromatogrami

Tablo E.6 %50 konsantrasyona sahip Fe kullanilan kultir ortamindaki Chlorella

variabilis mikroalginin yag asidi bilegimi

# Time Area Height Width Area%
1 3.630 10.4 7.9 0.02032 23.899
2 6,278 1.5 1.2 0.0137 3,370
3 9,295 8.6 2 0.0633 19.854
4 9.601 4.3 1.9 0.0344 9.873
3 10.8 18.7 6.2 0.0431 42,968
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