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OZET

YESIL EKSTRAKSIYON TEKNOLOJISI iLE CEVRE
DOSTU PROSES GELISTIRILMESI

ALPURAL, Alperen
Yiiksek lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dal1
Tez Danismani: Dog. Dr. Esra IMAMOGLU

Ekim 2024, 42 sayfa

Bu calismada, ¢evre dostu ekstraksiyon teknikleri kullanilarak Chlorococcum
novae-angliae mikroalginden lipid eldesi arastirilmistir. Ik olarak Chlorococcum
novae-angliae mikroalgi tiretiminde azot varliginin lipid iiretimi {izerine etkisi
incelenmistir. Akabinde Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon (UAE) ve Mikrodalga
Destekli Ekstraksiyon (MAE) yontemlerinin verimliligi karsilastirilmis ve bu
yontemlerin lipid iiretimi lizerindeki etkileri degerlendirilmistir. UAE ve MAE
stireclerinin optimizasyonu, biyokiitle-¢oziicii orani, sicaklik, ekstraksiyon siiresi,
giic ve dongii degiskenleri dikkate alinarak gerceklestirilmistir. UAE i¢in en yiiksek
verim 0,026 + 0,001 g lipid/g 1slak biyokiitle olup, 1:25 biyokiitle-¢oziicii orani, 180
W gii¢, 20 kHz frekans, 2 dakikalik siire ve 1 saniyelik dongii ile elde edilmistir.
MAE i¢in ise en uygun kosullar 1:30 biyokiitle-¢oziicii orani, 300 W gii¢, 35 °C
sicaklik ve 2 dakikalik ekstraksiyon siiresi olarak belirlenmistir. Sonuglar, UAE'nin
daha yiiksek doymus yag asidi (SFA) verimi sagladigin1 ve biyoyakit {iretimi i¢in
uygun bir profil sundugunu gostermektedir. MAE ise daha yiiksek ¢oklu doymamis
yag asidi (PUFA) igerigi ile 6ne ¢cikmistir, bu da gida ve saglik endiistrileri icin
onemlidir. Bu bulgular, yesil ekstraksiyon yoOntemlerinin siirdiiriilebilir enerji
lretimi ve g¢evre dostu biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilirligini
vurgulamaktadir.

Anahtar Sozciikler: Chlorococcum novae angliae, lipid ekstraksiyonu, ultrasonik destekli
ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon, biyoyakait, siirdiiriilebilirlik, cevre dostu.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF ENVIRONMENTALLY
FRIENDLY PROCESS WITH GREEN
EXTRACTION TECHNOLOGY
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Master degree Thesis, Department of Bioengineering
Supervisor: Dog. Dr. Esra IMAMOGLU

November 2024, 42 pages

In this study, the extraction of lipids from the microalga Chlorococcum novae-
angliae using environmentally friendly extraction techniques was investigated.
First, the effect of nitrogen availability on lipid production in Chlorococcum novae-
angliae microalgae was examined. Subsequently, the efficiencies of Ultrasound-
Assisted Extraction (UAE) and Microwave-Assisted Extraction (MAE) methods
were compared, and their effects on lipid production were evaluated. The
optimizations of UAE and MAE processes were carried out by considering variables
such as biomass-to-solvent ratio, temperature, extraction duration, power, and
cycle. For UAE, the maximum yield was recorded as 0.026 = 0.001 g lipid/g wet
biomass under the optimal conditions determined as a biomass-to-solvent ratio of
1:25, 180 W power, 20 kHz frequency, a 2 minute extraction duration, and a 1
second cycle. For MAE, the optimal conditions were recorded as a biomass-to-
solvent ratio of 1:30, 300 W power, 35 °C temperature, and a 2 minute extraction
duration. The results demonstrated that UAE provided a higher yield of saturated
fatty acids (SFAs), making it suitable for biofuel production, while MAE resulted
in a higher content of polyunsaturated fatty acids (PUFAS), which is valuable for
the food and health industries. These findings highlight the applicability of green
extraction methods in sustainable energy production and eco-friendly
biotechnological applications.

Keywords: Chlorococcum novae angliae, lipid extraction, ultrasonic assisted extraction,
microwave assisted extraction, biofuel, sustainability, environmentally friendly.
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ONSOZ

Bilimsel arastirmanin getirdigi zorluklar1 ve 6grenme siireglerini iceren bu

tez, bilimsel yolculugumda 6nemli bir adim oldu.

Bu siire¢ boyunca yasanan deneyimler, yalnizca akademik bilgimi degil, ayni
zamanda sabir ve azim gerektiren arastirma siireglerini de kapsadi. Proje boyunca
karsilastigim her zorluk, bana aragtirmanin hem zorlu hem de tatmin edici yonlerini

daha iyi anlama firsat1 sundu.

Bu calismanin tamamlanmasinda, Ege Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi'nin (BAP, Proje No: 30846) sagladig1 destek igin

minnettarim. Bu destek olmadan bu ¢alismay1 tamamlamak miimkiin olmazdi.
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1.GIRIS

Enerji kaynaklarinin sinmirli olmasi ve fosil yakitlarin cevresel etkileri,
alternatif ve siirdiirtilebilir enerji kaynaklarina olan ihtiyaci arttirmaktadir. Bu
baglamda, mikroalgler gibi biyo-temelli kaynaklarin kullanilmasi, enerji a¢iginin
kapatilmasinda ve ¢evre dostu teknolojilerin gelistirilmesinde dnemli bir potansiyel
sunmaktadir (Halim et al., 2011). Bu tezde, Chlorococcum novae angliae tiirii
iizerinde yogunlasarak, bu mikroalg tiriinden yesil ekstraksiyon teknolojisi
kullanarak lipid eldesinin verimliligini artirmayr ve biyoyakit iiretimi igin
potansiyel bir kaynak olarak degerlendirmeyi planlanmistir. Enerji ihtiyacinin
karsilanmasinda ve c¢evresel etkilerin azaltilmasinda, c¢esitli ydntemlerin
birlestirilmesiyle yesil ekstraksiyon teknolojilerinin etkinligi incelenmistir. Bu
kapsamda, etanol, etilasetat ve su gibi yesil ¢ozgenler kullanilarak ultrasonik
destekli ekstraksiyon (UAE) ve mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE) gibi
tekniklerle Chlorococcum novae angliae mikroalgin lipid ekstraksiyonu
gergeklestirilmis  ve bu  yoOntemlerin  etkinligi  karsilastirmali  olarak
degerlendirilmistir. Literatiir taramasi, Chlorococcum novae angliae mikroalginin
lipid ekstraksiyonu {iizerine sinirl sayida ¢aligma oldugunu gostermistir. Ancak,
mevcut az sayidaki caligmalar, bu mikroalg tiirlinlin potansiyel bir biyo-yakit
kaynagi olabilecegini isaret etmektedir (Kapoore et al., 2018). Yesil ¢ozgenler ve
MAE yontemi ile ilgili olarak ise bu alanda yeterince arastirma yapilmadigi
goriilmektedir (Conde et al., 2022). Bu tez, bu yontemlerin bir arada kullanimiyla

alana 6nemli bir katki saglamay1 amaglamaktadir

Bu ¢alismanin amaci, siirdiiriilebilir enerji kaynaklarina olan ilgiyi artirmak ve
Chlorococcum novae angliae tiiriiniin biyo-yakit {iretimi i¢in potansiyelini
degerlendirmek aynm1 zamanda Chlorococcum novae angliae’den lipid
ekstraksiyonu i¢in kullanilan ultrasonik destekli ekstraksiyon (UAE) ve mikrodalga
destekli ekstraksiyon (MAE) yontemlerinin karsilastirmali olarak incelemek ve bu
yontemlerin etkinligini degerlendirmektir. Bu caligmanin, biyoyakit iiretimi ve
mikroalglerin siirdiiriilebilir kullanimi ile ilgilenen arastirmacilar i¢in degerli bir

kaynak olmas1 amaglanmaktadir.



2.GENEL BILGILER

2.1 Mikroalglerin Tanimi ve Onemi

Mikroalgler, tatli suda ve deniz suyunda bulunan kiiciik organizmalardir.
Okaryotik mikroorganizmalar veya prokaryotik siyanobakteriler (mavi-yesil algler)
olarak bilinen 25.000'den fazla tiiri izole edilmis ve tanmimlanmistir. Bu
mikroorganizmalar atmosferdeki CO2 yogunlugunu azaltmak i¢in 6nemli bir dogal
mekanizma olan fotosentez yapmaktadirlar (Sathasivam et al., 2019). Mikroalgler
ayrica kisa bir nesil ile karakterize edilirler. Uygun zaman, uygun ¢evre kosullar
altinda katlanarak cogalan yapidadirlar. Metabolizmalar1 i¢in kullanilan enerji ve
karbon kaynaklari ile ilgili olarak, ii¢ farkli bliylime yontemi vardir: ototrofik,
heterotrofik ve miksotrofik. Bu yontemler, metabolizmalar1 ig¢in gereken enerji ve
karbon kaynaklarini belirlemektedir. Ototrofik biiylimede mikroalgler CO2'yi ve
giines 151811 kullanarak organik madde iiretirler. Ototrofik kiiltivasyon genellikle
acikta gergeklestirilir. Kapali fotobiyoreaktorlerde ve havuz sistemlerinde kiiltive
edilebilirler. Organik bilesikler, heterotrofik biiyiimede hem enerji hem de karbon
kaynagi olarak kullanilir. En yaygmn karbon kaynagi glikozdur, ancak bazi
mikroalgler gliserol ile biiyliyebilir. Miksotrofik metabolizma, organik karbon
icerigi yiiksek oldugunda heterotrofik birinci asamadan ve organik karbon igerigi
diisiik oldugunda fotosentez indiiksiyonu ile baslayan ototrofik ikinci asamadan
olusur. Bu yontem, mikroalglerin dogal 151k ve karanlik dongiilerinde biiyiime
yetenegine sahip olmak i¢in iki yontemin en iyi mekanizmalarini kullanarak avantaj
saglayabilir (Vale et al., 2020). Bu organizmalarin hiicre yapilar1 ve gesitlilik
gosteren morfolojileri, ¢esitli endiistriyel uygulamalar i¢in potansiyel saglayan
farkli biyokimyasal bilesenlerin iiretimine olanak tanir. Ozellikle lipidler,
proteinler, karotenoidler ve vitaminler gibi bilesenler, mikroalglerin biyo-cesitliligi
icerisinde bulunur ve endiistriyel, gida, kozmetik ve enerji sektorlerinde cesitli
kullanim alanlarina sahiptir(Sandgruber et al., 2023). Mikroalgler, biyoyakit iiretimi
icin 6nemli bir potansiyele sahiptir. Bu organizmalar, hizli biiylime hizlar1 ve
yiksek yag icerikleri sayesinde biyoyakit iiretiminde gesitli avantajlar sunarlar.
Ozellikle, lipid icerikleri yiiksek olan mikroalg tiirleri, biodizel iiretimi i¢in dnemli

birer adaydir. Bu lipitler, biyodizel {iretimi i¢in ideal bir ham madde olusturur ve



geleneksel fosil yakitlarin yerine yenilenebilir enerji kaynaklara yonelik bir
alternatif saglar (Halim et al., 2011). Mikroalglerin biyoyakit iiretimindeki roli,
enerji sektoriiniin yan1 sira gida, kozmetik, ilag ve hayvan yemi gibi bir¢ok alanda
da etkili olabilir. Biyoyakait iiretimi i¢in mikroalglerin kullanilmasi, geleneksel tarim
alanlarina ihtiya¢c duymadan gergeklesebilir, bu da gida iiretimiyle ¢atisma olmadan
biyoyakit iiretimini miimkiin kilar. Ayrica, mikroalglerin biyoyakit liretimi i¢in
kullanilmasi, sera gazlarinin azaltilmasi gibi ¢evresel faydalar saglar (Halim et al.,
2011). Bununla birlikte, mikroalglerin biyoyakit iiretimindeki potansiyeli,

endiistriyel ve ticari alanda daha fazla arastirma ve gelistirme gerektirmektedir.

2.1.1 Chlorococcum novae angliae

Yesil bir mikroalg olan Chlorococcum novae angliae nin log fazindaki
hiicrelerinin ¢ogu yaklasik 10-15 pm capinda, kiiresel sekildedir ve duvarlar
genellikle 1 pm kalinhi@indadir veya daha incedir. Elipsoidal yapida olan hiicreleri
ise ince duvarlidir yaklasik 0,5 um kalinliginda duvarlara sahiptir ve 5-7 x 8-11 pm
boyutlarindadirlar. Duragan fazdaki hiicreler ise genellikle 16 pm'ye kadar
biiyiikliikte olup duvar kalinliklar1 2 um'ye kadar ulagabilir. Bu hiicrelerde pirenoid
ad1 verilen, nisasta kilifiyla c¢evrili 6zel yapilar bulunur. Ayrica, bu hiicreler
genellikle tek ¢ekirdeklidir (Blackwell et al., 1991). Chlorococcum novae angliae,
genis bir yelpazede degerli bilesiklerin {iretiminde potansiyel bir kaynak olarak 6ne
¢ikmaktadir. Bu mikroalg tiiri, linolenik asit, lutein, kantaksantin, B-karoten,
astaksantin gibi 6nemli ve cesitli biyoaktif bilesikleri sentezleme kabiliyetine
sahiptir. Linolenik asit, ¢oklu doymamis yag asitlerinden biri olarak, 6zellikle
biyoyakit endiistrisinde yakit stabilitesi i¢in 6nemlidir. Ayni1 zamanda, astaksantin
gibi karotenoidler, antioksidan 6zellikleri nedeniyle farmasdtik endiistride ve besin
takviyelerinde talep gormektedir (Bhagavathy et al., 2011). Nisasta kilifi ile gevrili
0zel yapisi sayesinde astaksantin gibi karotenoidlerin sentezlenmesinde 6nemli bir
rol oynar. Chlorococcum novae angliae'nin bu degerli bilesikleri iiretme yetenegi,
biyoyakit, farmasotik ve kozmetik endiistrilerde kullanilabilecek potansiyel
kaynaklar sunmaktadir. Bu degerli bilesiklerin elde edilmesi, mikroalginin hiicresel
yapist ve igerdigi bilesiklerin 6zgilinliigli g6z oniine alindiginda oldukca dnemlidir.

Bu asama, mikroalginin hiicrelerinden yaglar, karotenoidler, proteinler gibi istenen



bilesiklerin ¢ikarilmasini igerir. Ekstraksiyon yontemleri, bu bilesiklerin verimli bir
sekilde ayrilmasini ve konsantre bir formda toplanmasini saglar. Ekstraksiyon
yontemlerinin se¢imi, mikroalginin biiyiime kosullari, hiicresel yapisi ve hedeflenen
bilesiklerin 6zellikleri ile yakindan iliskilidir. Ornegin, bir mikroalginin hiicre
duvar1 yapisi incelendiginde, bazi bilesiklerin ¢ikarilmasi i¢in mekanik veya
kimyasal yontemlerin daha uygun olabilecegi belirlenebilir. Bu durumda,
ekstraksiyon yoOntemleri, hedeflenen bilesiklerin ozelliklerine ve mikroalginin
biiylime asamasina gore titizlikle se¢ilmelidir (Hakalin et al., 2014). Ekstraksiyon
asamasi, mikroalginin degerli bilesiklerini elde etmenin yani sira, sonraki
asamalarda bilesiklerin saflastirilmasi ve karakterizasyonu i¢in temel bir adimdir.
Omnegin, lipidlerin ekstraksiyonu biyoyakit iiretimi i¢in kritik 6neme sahiptir. Bu
asama, mikroalginin yag icerigini en verimli sekilde toplamak ve biyoyakit
iretiminde kullanilmak tiizere uygun bir formda sunmak icin dikkatlice

planlanmalidir (Richard, 2010).

Bu nedenle, mikroalglerden degerli bilesiklerin elde edilmesi igin
ekstraksiyon, baglangi¢ asamasinda dikkate alinmasi gereken kritik bir adimdir.
Ekstraksiyon yontemlerinin se¢imi, mikroalginin 6zgiin 6zellikleriyle uyumlu
olarak belirlenmeli ve hedeflenen bilesiklerin en verimli sekilde elde edilmesini

saglamak i¢in titizlikle planlanmalidir (Halim et al., 2011).

2.2 Ekstraksiyon Teknolojisinin Temelleri: Ekstraksiyonun genel tanimi,

geleneksel yontemler ve ¢cevre dostu ekstraksiyon

Bilesiklerin  bitkilerden c¢ikarilmasi, buhar distilasyonu ve ¢oziici
ekstraksiyonu gibi gesitli mekanik ve kimyasal islemlerle gergeklestirilir. Soxhlet,
hidrodistilasyon ve alkolle maserasyon mevcut yontemlerdir. Hedeflenen bilesigin
dogasina gore en yliksek verim ve saflik, uygun yontemin secilmesiyle elde
edilebilir. Ancak geleneksel ekstraksiyon teknikleri, faz katilimi ve ¢oziiciilerin
diflizyon hizlar1 nedeniyle siireci uzatabilir ve enerji yogunlugunu artirabilir. Ek
olarak, hassas bilesenler 1siya ve g¢evresel kosullara duyarli olabilir ve organik

¢oziiciilerin ¢evresel zarari, bu tekniklerin kullanilmasini kisitlayabilir.



Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon (MAE), , ultrasonik destekli ekstraksiyon
(UAE), siiperkritik s1vi ekstraksiyonu (SFE) ve basinglt s1vi ekstraksiyonu (PLE)
gibi teknolojiler, geleneksel tekniklerin sinirlarini asabilir. Bu teknolojiler, daha

hizli, daha verimli ve ¢evre dostu bir ekstraksiyon siireci saglayabilir (Kadam et al.,

2013).

2.3 Yesil Ekstraksiyonun Onemi ve Yontemleri

Mikroalgin degerli bilesiklerini elde etmek i¢in kullanilan ekstraksiyon
yontemleri, mikroalgin hiicresel yapisi ve icerdigi bilesiklerle yakindan iligkilidir.
Bu yontemler, mikroalgin o6zellikleri ve hiicresel bilesenleri iizerinde belirgin
etkilere sahiptir. Modern ekstraksiyon teknikleri, bu bilesikleri verimli bir sekilde

elde etmek i¢in giderek daha fazla tercih edilmektedir.
2.3.1 Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon (UAE)

Ultrasonik destekli ekstraksiyon (UAE), yiiksek frekansli ultrasonik
dalgalarin mikroalgal hiicrelerin duvarlarin1 pargalamak icin kullanildig1 bir
yontemdir. Bu yontem, ultrasonik dalgalarin ¢6ziicii ortamda kavitasyon
baloncuklar1 olusturmasi prensibine dayanir. Bu baloncuklar patladiginda, olusan
enerji hiicre duvarlarini pargalayarak i¢ bilesiklerin serbest kalmasini ve ¢oziicii
ortamina daha etkin bir sekilde salinmasini saglar. UAE, 6zellikle yag asitleri
(6rnegin linolenik asit) ve karotenoidler (6rnegin astaksantin) gibi biyolojik olarak
degerli bilesiklerin daha verimli bir sekilde elde edilmesine olanak tanir. UAE, gida,
kozmetik, ilag ve biyoyakit endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Yontemin avantajlar1 arasinda yiliksek verimlilik, kisa islem siiresi ve diisiik
sicakliklarda ¢aligilabilmesi yer alir, bu da 1siya duyarl bilesiklerin korunmasini
saglar. Ancak, ultrasonik dalgalarin asir1 kullanimi, termal etkiler olusturabilir ve
bu da 1s1ya duyarl bilesiklerin bozulmasina neden olabilir. Ayrica, yiliksek enerji
tiiketimi ve ultrasonik ekipmanlarin maliyeti, endiistriyel 6lgekli uygulamalarda

siirlayici faktorler olarak karsimiza ¢ikabilir (Wang & Weller, 2006).



2.3.2 Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon (MAE)

Mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE), mikrodalga enerjisinin mikroalgal
hiicrelerin i¢erdigi bilesiklerin salinimini artirmak i¢in kullanildigi bir yontemdir.
Mikrodalga enerjisi, molekiillerle dogrudan etkilesime girerek hizli ve homojen bir
1sitma saglar, bu da hiicresel yapinin bozularak bilesiklerin ¢oziicliye gegcmesini
kolaylastirir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon, ozellikle lipidler gibi organik
bilesiklerin ¢oziiniirliigiinii artirarak lipid ekstraksiyon verimliligini artirir. MAE,
biyoyakit tliretimi, dogal pigmentlerin ekstraksiyonu, farmasotik ve kozmetik
iirlinlerin iiretimi gibi ¢esitli alanlarda kullanilir. Yontem, kisa islem stiresi, yiiksek
verimlilik ve diisiik enerji tiiketimi gibi avantajlara sahiptir. Bununla birlikte,
mikrodalga cihazlarinin maliyeti ve asir1 1sinma riski, kiiciik 6lgekli iiretimlerde
sinirlayict faktorler olabilir. Ayrica, mikrodalgalarin yiiksek sicakliklar iiretebilme
potansiyeli, termal olarak kararsiz bilesiklerin bozulmasina neden olabilir (Cecilia

et al., 2000; Herrero et al., 2006; Lucchesi et al., 2004).
2.3.3 Siiperkritik CO2 Ekstraksiyonu

Siiperkritik CO2 ekstraksiyonu, karbondioksit gazinin siiperkritik bir siviya
doniistiiriilerek mikroalgal bilesiklerin ¢ikarilmasinda kullanildigi ¢evre dostu bir
yontemdir. Siiperkritik CO2, gaz ve sivi fazlarin 6zelliklerini birlestirir; diisiik
viskozite, yiiksek diflizyon kapasitesi ve ¢oziiciiliik giiciine sahiptir. Bu 6zellikleri
sayesinde, organik ¢oziiclilere kiyasla daha etkili ve segici bir ekstraksiyon saglar.
Stiperkritik CO2 ekstraksiyonu, ozellikle gida, ilag, kozmetik ve biyoyakit
endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontemin avantajlar1 arasinda
toksik ¢oziiciiler kullanmadan ¢evre dostu bir siire¢ sunmasi, yiiksek saflikta iiriin
elde edilmesi ve ekstraksiyondan sonra CO2'nin kolayca uzaklastirilabilmesi yer
alir. Ancak, siiperkritik CO2 ekstraksiyonu, yiiksek maliyetli ekipman ve isletme
gerektirdigi icin endiistriyel Ol¢ekli uygulamalarda sinirlayict olabilir. Ayrica,
diisiik polariteye sahip olmasi nedeniyle, ¢cok polar bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in

uygun olmayabilir (Brondz, 2017).



2.3.4 Solvent Ekstraksiyonu

Solvent ekstraksiyonu, mikroalgal bilesiklerin organik ¢oziiciiler kullanilarak
elde edilmesini saglayan geleneksel bir yontemdir. Bu yontem, 6zellikle metanol,
etanol veya hekzan gibi organik c¢oziiclilerin mikroalgal hiicrelerle etkilesime
girerek i¢ bilesiklerin ¢oziicliye aktarilmasini igerir. Solvent ekstraksiyonu, genis
bir bilesik yelpazesini etkin bir sekilde cikarabilmesine ragmen, solventlerin
toksisitesi ve c¢evresel etkileri g6z Onlinde bulundurulmalidir. Solvent
ekstraksiyonu, gida, ilag, biyoyakit ve kozmetik endiistrilerinde yaygin olarak
kullanilir. Yontemin avantajlar1 arasinda farkli bilesiklerin ekstrakte edilmesine
olanak taniyan genis bir solvent yelpazesinin kullanilabilmesi ve yoOnteminin
kolayca olceklendirilebilir olmasi yer alir. Ancak, solventlerin toksik olmasi ve
cevresel acidan olumsuz etkileri bu yontemin dezavantajlar1 arasinda yer alir.
Ayrica, solvent kalintilar {iriin safligin1 azaltabilir ve ekstrakte edilen bilesiklerin

kalitesini etkileyebilir (Borowitzka & Moheimani, 2013.)

2.3.5 Maserasyon

Maserasyon, bitkisel veya mikroalgal materyalin bir ¢6ziicii i¢inde uzun siire
bekletilmesini iceren basit ve diisiik maliyetli bir ekstraksiyon yontemidir. Bu
yontemde, ¢0ziicii, hiicre duvarlarindan gegerek i¢ bilesikleri ¢ézer ve zamanla bu
bilesikleri ¢oziiciiye aktarir. Maserasyon, 6zellikle biyolojik olarak aktif bilesiklerin
diisiik sicakliklarda ekstrakte edilmesini sagladigi icin, 1siya duyarli bilesikler
acisindan avantajlidir. Ayrica, basit bir ekipman gerektirmesi ve diisiik maliyetli
olmas1 nedeniyle yaygin olarak kullanilir. Ancak, maserasyon islemi genellikle
uzun siireli bekleme gerektirir ve bu da islemin zaman alic1 olmasina neden olur.
Ayrica, daha yliksek verimlilik elde etmek i¢in biiyiik miktarda ¢oziicli gerekebilir,

bu da ¢evresel agidan olumsuz etkiler yaratabilir (Azmir et al., 2013).

Mikroalglardan degerli bilesiklerin ekstraksiyonu, yesil ve siirdiiriilebilir
yontemlerin kullanilmasiyla hem ekonomik hem de c¢evresel agidan Onemli
avantajlar sunar. UAE ve MAE gibi modern ekstraksiyon yontemleri, hizli ve
verimli ekstraksiyon saglamalar1 nedeniyle 6ne ¢ikmaktadir (Herrero et al., 2006;
Wang & Weller, 2006). Siiperkritik CO> ekstraksiyonu ise ¢evresel siirdiiriilebilirlik

acisindan ideal bir yontem olarak kabul edilirken (Brondz, 2017), solvent
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ekstraksiyonu ve maserasyon gibi geleneksel yontemler de belirli avantajlar
sunmaktadir (Azmir et al., 2013; Borowitzka & Moheimani, 2013). Bu yontemlerin
her biri, mikroalginin spesifik bilesikleri ve kullanim alanlarmma bagli olarak

sec¢ilmelidir.
2.4 Chlorococcum novae angliae ve Yesil Ekstraksyon

Chlorococcum novae-angliae'nin gesitli biyoaktif bilesikler sentezleme
kabiliyeti, bu tiirii biyoyakit, farmasdtik ve kozmetik endiistrilerde potansiyel bir
kaynak haline getirir. Yesil ekstraksiyon yontemleri, bu bilesiklerin ¢evre dostu ve
stirdiiriilebilir bir sekilde elde edilmesini saglar. Yesil ekstraksiyon, toksik
solventlerin kullanimini minimize ederken enerji verimliligini artirir ve g¢evresel

etkileri azaltir.

2.5 Chlorococcum novae-angliae ve Yesil Ekstraksiyonun Bagdastigi Noktalar

2.5.1 Biyoaktif Bilesiklerin Verimli Ekstraksiyonu

Chlorococcum novae-angliae, linolenik asit, lutein, kantaksantin, f-karoten
ve astaksantin gibi degerli bilesiklerin iiretiminde 6ne ¢ikar. Yesil ekstraksiyon
yontemleri, bu bilesiklerin hiicrelerden etkin bir sekilde ayrilmasm saglar. Ornegin,
ultrasonik destekli ekstraksiyon (UAE) ve mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE)
gibi teknikler, hiicre duvarlarin1 pargalayip i¢ bilesikleri ¢oziicii ortama salarak

verimi artirabilir (Hakalin et al., 2014; Wang & Weller, 2006).
2.5.2 Cevresel Siirdiiriilebilirlik

Yesil ekstraksiyon yontemleri, ¢evre dostu c¢oziimler sunar ve toksik
solventlerin kullanimint minimize eder. Bu, Chlorococcum novae-angliae'nin
biyoyakit iiretiminde kullanimini daha siirdiiriilebilir kilar. Ornegin, siiperkritik
CO2 ekstraksiyonu, cevresel acidan siirdiiriilebilir bir yontemdir ve toksik

solventlerin kullanilmamas1 avantajina sahiptir (Brondz, 2017).
2.5.3 Enerji Verimliligi

Mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE), mikrodalga enerjisi kullanarak
hizli ve homojen 1sitma saglar. Bu, Chlorococcum novae-angliae'nin hiicrelerinden

lipitlerin ve diger biyoaktif bilesiklerin verimli bir sekilde ekstrakte edilmesine
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yardime1 olur. Ayni zamanda enerji tiiketimini azaltarak daha ekonomik bir siireg

sunar (Cecilia et al., 2000; Lucchesi et al., 2004)
2.5.4 Kombinasyon Yontemleri

Chlorococcum novae-angliae'nin degerli bilesiklerini elde etmek i¢in yesil
ekstraksiyon ydntemlerinin kombinasyonu kullanilabilir. Ornegin, dnce ultrasonik
destekli ekstraksiyon (UAE) ile hiicre duvarlarinin pargalanmasi ve ardindan
mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE) ile bilesiklerin salinmasi, ekstraksiyon
verimliligini artirabilir. Bu tiir kombinasyonlar, hedeflenen bilesiklerin

ozelliklerine gore optimize edilebilir (Lucchesi et al., 2004; Wang & Weller, 2006).

Chlorococcum novae-angliae'nin  biyoyakit, farmasétik ve kozmetik
endiistrilerinde kullanilabilecek potansiyel kaynaklar sunmasi, yesil ekstraksiyon
yontemleri ile desteklenmektedir. Bu yontemler, hem cevresel siirdiiriilebilirligi
artirmakta hem de ekonomik verimliligi saglamaktadir. Bu nedenle, Chlorococcum
novae-angliae'in yesil ekstraksiyon yontemleriyle birlikte kullanimi, gelecekteki

uygulamalar i¢in biiylik bir potansiyele sahiptir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gerec¢

3.1.1 Mikroalg Kiiltiirii

Bu tezde kullanilan Chlorococcum novae angliae (SAG 5.85) susu Bogazici
Universitesi Ogretim Uyesi Dr. Berat Haznedaroglu tarafindan hediye edilmistir.

(Caliskan & Haznedaroglu, 2022).

Sekil 3.1: Chlorococcum novae-angliae (SAG 5.85) hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii

3.1.2 Mikroalgal Kiiltivasyon
Kullanilan Ekipmanlar:

100 ml'lik Erlenler

250 ml'lik Erlenler

2 L'lik Otoklav siseleri

5 L'lik Otoklav sisesi

6 L Panel biyoreaktor

Olgek biiyiitmeleri sirasinda, kiiltivasyon gecislerinde kullaniimistir.
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o N8 Besiyeri igerigi (Hamedi et al., 2016):
« KNOs:1g/L
e KH:POs: 0.74 g/L
e NaHPO4.2H20: 0.26 g/L
e CaCl2.2H20: 0.013 g/L
e FeEDTA:0.01g/L
e MgSO04.7H20: 0.05 g/L

e Distile su igerisinde ¢oziinmiis ve 1 mL elemental ¢ozelti (g/L)

igerir:
e MnCl2.4H,0: 12.98
e ZnS04.7H0: 3.2
e CuS04.5H:0: 1.83
o Aly(S04)3.18H,0: 3.58

Bu ekipmanlar ve besiyerleri, mikroalg kiiltivasyonunda kullanilmis ve belirli

asamalarda 6l¢ek biiylitmelerinde veya besiyeri degisikliklerinde tercih edilmistir.

3.1.3 Ultrasonik Destekli Lipid Ekstraksiyon (UAE)
Kullanilan Ekipmanlar:

e Yesil ¢ozgenler (Etanol, Etil Asetat)
e Ultrasonik dalga cihazi

e PTFE fitre

e Santrifiij Cihazi

e 50 mL’lik Falcon tiip

e Doner Evaparator

e Tartim cihazi

e Tibbi siringa 20ml’lik

11



e Evaparator siseleri
3.1.4 Mikrodalga Destekli Lipid Ekstraksiyonu (MAE)
Kullanilan Ekipmanlar:

e Yesil ¢ozgenler (Etanol, Etil Asetat)
e Mikrodalga cihazi

e PTFE filtre

e Santrifiij Cihaz1

e 50 mL’lik Falcon tiip

e Doner Evaparator

e Tartim cihazi

e Tibb1 siringa 20ml’lik

e Evaparator siseleri

3.2 Yontem

3.2.1 Mikroalg Kiiltivasyonu

Stok kiiltiir eldesi i¢in 250 ml’lik erlenlere 50 ml inokuliim 200 ml N8 ortami
olacak sekilde 22 + 2 °C sicaklikta 2 erlende 7 giin kiiltive edilmistir. Akabinde
2L°1ik 2 otoklav sisesine 250ml’lik erlenlerde bulunan kiiltiir inokiile edilerek N8
besin ortamu ile 2 L’ye tamamlanmus ve 80 + 2 umol foton m 2 s? siddetinde beyaz

151k altinda hava beslemesi ile 15 giin kiiltive edilmistir.

Daha sonra fotobiyoreaktor tiretimlerine gegilmistir. Dort giinliik kiiltiirden
yaklasik 4 x 10® hiicre/mL igeren 900 mililitrelik as1, 7 L’lik panel PBR (Sekil 3.1)
icindeki 6 litrelik sterilize edilmis N-8 kiiltlir ortamina (azotlu ve azotsuz) inokiile
edilmistir. Panel Fotobiyoreaktor 5 L/dak siirekli hava akis hiziyla 22 + 2 °C
sicaklikta 10 giinliik bir siire boyunca 80 + 2 pmol foton m2s™ 151k yogunlugunda

calistirllmistir.
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Sekil 3.2: Panel fotobiyoreaktdr Uretimi

3.2.2 Kontrol Amagh Kullanilan Geleneksel Ekstraksiyon

Geleneksel lipid ekstraksiyonunda toplam lipid, modifiye Bligh ve Dyer
(1959) prosediirii ile ekstrakte edilmistir. Islak hiicre pelleti tartilarak tizerine 4 mL
kloroform: metanol (2:1,v/v) ve 0,5 mg/mL buthylated hidroksitoluen (BHT) ilave
edilmistir. Bir gece boyunca 25 °C’de calkalayicida ekstraksiyona tabii tutulmus,
takiben 6000 rpm’de 15 dakika santrifijjlenmistir. Siipernatant 0,45 pm PTFE
filtreden gecirilmis ve sivi lizerine 3 mL ultra saf su eklenerek faz ayrimi igin
bekletilmistir. Faz ayrim1 sonrasi iist faz pipet yardimi ile uzaklastirilmig, klorofom
ve lipid igeren alt faz ise 30 °C’de doner evaparatore almarak kloroform
uzaklagtirnllmistir. Kloroform uzaklastirildiktan sonra geride kalan miktar
gravimetrik olarak tartilarak belirlenmistir. Lipid icerigi, toplam yag miktarinin
1islak biyokiitleye orani (lipid /islak biyokiitle, (g/g)) seklinde ifade edilmistir
(Isleten-Hosoglu et al., 2013).

3.2.3 Kontrol Amacgh Yag asidinin Geleneksel Ekstraksiyonu
Transesterifikasyon

5 mg lipid lizerine 3 mL kloroform:hidroklorikasit:methanol (10:1:1) karigimi
ilave edilip karistirildiktan sonra su banyosunda 80 °C’de 2 saat tutularak yag

asitlerinin metil esterleri elde edilmistir. Metanol-kloroform faz ayrimi, ayirma
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hunisinde 2 mL distile su ilavesi ile yapilmis ve takiben 2 mL hekzan ilavesi ile tist
fazda metil esterleri hekzan fazina geg¢irilmistir (Lewis et al., 2000). Hem
trasesterifikasyon hem de yag asidi analizleri i¢in E.U. MATAL laboratuvarindan
hizmet alim1 yapilmistir. Analizler, TS EN ISO 12966-2 ve TS EN I1SO 12966-4
kullanilarak GC-FID cihazinda gergeklestirilmistir.

3.2.4 Ultrasonik Destekli Lipid Ekstraksiyon (UAE)

Bu ¢alismada ii¢ farkli parametre incelenmistir: biyokiitle-¢oziicii orani (1:20,
1:25, 1:30), ekstraksiyon siiresi (2, 4, 6 dakika) ve dongii siiresi (1, 2, 4 saniye). Ik
ekstraksiyonda, yaklasik 0,4 gram yas biyokiitle ekstraksiyon kabina yerlestirilmis
ve biyokiitle:¢oziicii orani deneyi igin farkli hacimlerde etanol (1:20 orani igin 8
mL, 1:25 orani i¢in 10 mL, 1:30 orani i¢in 12 mL) eklenmistir. Karisim, ¢oziicii ile
iyice karigmasini saglamak i¢in hafifce dondiiriilmiistiir. Ardindan, ekstraksiyon
islemi 180 W gii¢, 20 kHz frekans ve 2 saniyelik dongii ile 2 dakika boyunca bir
ultrasonikasyon  cihazi  (Bandelin  Sonoplus UW  2070) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Karigim daha sonra bir ¢alkalayicida gece boyunca 25 °C'de
100 rpm'de karistirilmistir.

Ekstraksiyondan sonra numuneler, 10 dakika boyunca 4100 rpm'de
santrifiijlenmis ve ham lipidleri igeren silipernatant bir cam tiipe alinmistir.
Ayrismayt kolaylastirmak i¢in ham lipidlere esit hacimde su ve hekzan (1:1)
eklenmis ve 1 saat bekletilmistir (Saifuddin et al., 2016). Siispansiyonun
katmanlarinin tamamen ayrilmasi i¢in numune tekrar 10 dakika boyunca 4100
rpm'de santrifiijlenmistir. EKkstrakte edilen lipidleri i¢eren iist katman Minisart SRP
25 siringa filtresi kullanilarak stiziilmiistiir. Coziicii, 30 °C'de bir rotary evaporator
(Stuart RE300) kullanilarak  buharlastirilarak  uzaklagtirilmistir.  Lipid
konsantrasyonu gravimetrik olarak 6l¢iilmiis ve lipid igerigi, toplam lipid i¢eriginin

yas biyokiitleye orani olarak ifade edilmistir (g lipid/g yas biyokiitle).
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3.2.5 Yag asidinin Ultrasonik Destekli Ekstraksiyonu, Transesterifikasyon

Etanol ve lipid karisimina (6r: 9:1) NaOH (w/v) ¢ozeltisi (6r: %1) ilave
edilerek karistirilmistir.  Karisim sonrasi ultrasonikasyon cihazinda belirlenen
giicte, belirlenen sicaklikta ve belirlenen ekstraksiyon siiresinde deneme
gerceklestirilmistir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra gliserin ve yag asidi metil
esterleri elde edilerek 12 saat gliserin tabakasinin ¢okmesi igin beklenmistir.
Gliserini ayirdiktan sonra yag asidi metil esterleri igerisinde bulunan eser
miktardaki NaOH saf su ile yikanarak notralize edilmis ve kalan etanol 60 °C’deki
firmda kurutularak uzaklagtirilmistir (Martinez-Guerra & Gude, 2014)(Martinez-
Guerra & Gude, 2014). Ornek analizleri i¢in E.U. MATAL laboratuvarindan hizmet
alimi yapilmigtir. Analizler, TS EN ISO 12966-2 ve TS EN ISO 12966-4
kullanilarak GC-FID cihazinda gergeklestirilmistir.

3.2.6 Mikrodalga Destekli Lipid Ekstraksiyonu (MAE)

Bu ¢aligmada, biyokiitle-¢oziicii oranlari (1:20, 1:25, 1:30), sicakliklar (35, 50
ve 65 °C), gii¢ seviyeleri (300 W, 400 W ve 500 W) ve siireler (2, 4 ve 6 dakika)
gibi ¢esitli parametreler kapali kap mikrodalga sindirim sistemi (Sineo MDS-8G,
Cin) kullanilarak degerlendirilmistir. Ilk ekstraksiyon denemesi igin, yaklasik 0,5
gram yas biyokiitle ekstraksiyon kabina yerlestirilmis ve biyokiitle-¢coziicli oranina
bagli olarak degisen hacimlerde etanol eklenmistir. Siispansiyon hafifge
karistirllmis ve ardindan ekstraksiyon, 300 W gii¢ seviyesinde, 35 °C sicaklikta ve
2 dakika stireyle gerceklestirilmistir.

Ekstraksiyondan sonra, siispansiyon 10 dakika boyunca 4100 rpm'de
santrifiijlenmis ve silipernatant bir cam tiipe alinmistir. Ardindan, ham lipidler esit
hacimde su ve hekzan (1:1) ile karistirilmis ve Saifuddin et al., (2016) tarafindan
bildirildigi lizere bir saat bekletilmistir. Numune tekrar 10 dakika boyunca 4100
rpm'de santrifiijlenmis ve {ist katman Minisart SRP 25 siringa filtresi kullanilarak
stiziilmistiir. Coziiciiler, 30 ©°C'de bir rotary evaporator kullanilarak
buharlastirilarak uzaklastirilmistir. Son olarak, lipid konsantrasyonu gravimetrik

olarak Ol¢lilmiistiir.
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Sekil 3.3: Ultrasonik ve mikrodalga destekli ekstraksiyonun sematik gosterimi

3.2.7 Yag asidinin Mikrodalga Destekli Ekstraksiyonu, Transesterifikasyon

Etanol ve lipid karisimina (6r: 9:1) NaOH (w/v) gozeltisi (6r: %1) ilave
edilerek karigtirilmistir. Karisim sonrasit mikrodalgada belirlenen giigte, belirlenen
sicaklikta ve belirlenen ekstraksiyon siiresinde deneme gerceklestirilmistir.
Reaksiyon tamamlandiktan sonra gliserin ve yag asidi metil esterleri elde edilmis
ve 12 saat gliserin tabakasinin ¢cokmesi igin beklenmistir. Gliserini ayirdiktan sonra
yag asidi metil esterleri igerisinde bulunan eser miktardaki NaOH saf su ile
yikanarak notralize edilmis ve kalan etanol 60 °C’deki firinda kurutularak
uzaklastirilmistir (Martinez-Guerra & Gude, 2014). Ornek analizleri i¢in E.U.
MATAL laboratuvarindan hizmet alimi yapilmigtir. Analizler, TS EN 1SO 12966-
2ve TS EN ISO 12966-4 kullanilarak GC-FID cihazinda gergeklestirilmistir.

3.2.8 Yag asidi metil esterleri (GC-FID) Analizi

E.U. MATAL laboratuvarindan hizmet alim1 yapilmistir. Ornek analizleri, TS
EN 1SO 12966-2 ve TS EN ISO 12966-4 kullanilarak alev iyonizasyon dedektorii
ve Supelco sp-2380 A kapiler kolon ile donatilmis Agilent 7890 gaz
kromatografisinde (GC-FID, 60 m x 250 um x 0.2 pm) tastyici gaz olarak 0.7 mL
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/dak akis hizinda helyum kullanilarak dl¢iilmiistiir. 1 pul 6rnek, boliinmiis enjeksiyon
bloguna (split oran1 20:1) enjekte edilmistir. Giris ve detektor sicakliklar: 260 °C’e
ayarlanacak ve firin sicakligi baslangig sicakligi olarak 100 °C, daha sonra dakikada
10 °C artacak sekilde 250 °C'ye ¢ikarilacak ve 3 dakika bu sicaklikta tutulacak
sekilde programlanmistir. Yag asidi metil esterleri, Ozgiin standartlarla

kromatografik karsilastirma yoluyla tanimlanmustir (Isleten-Hosoglu et al., 2013).

3.2.9 istatistiksel Analiz:

Gergeklestirilecek tiim deneyler en az iki tekrarl olacak sekilde tasarlanmig
olup, deney gruplarindan en az tiger 6rnek test edilmistir (n=3). Yapilacak sayisal
degerlendirmelerde ortalama degerler ve standart sapmalar rapor edilerek, deney
gruplar arasindaki istatistiksel farklar ANOVA (varyans analizi) yontemi ile %95
giiven araliginda degerlendirilmistir. Gerektiginde istatistiki karsilastirma igin

GraphPad 8.1 programi kullanilmistir.

3.2.10 Kuru Hiicre Agirh@ Tayini

Whatman GF/C (Whatman glass microfibre filters, 1,2 um, 47 mm) filtre
kagitlar1 105 °C’deki etiivde 2 saat kurutulup, 20 dakika desikatorde bekletildikten
sonra analitik terazide tartilip darast alinmistir. 2.5 mL’lik 6rnekler filtre edildikten
sonra filtrat 2,5 mL saf su (pH 7) ile yikanmistir. Hiicrelerin bulundugu filtre
kagitlar1 105 °C’deki etiivde 2 saat kurutulup, 20 dakika desikatorde bekletilecek
ve analitik terazide tartilmistir (Teker, 2022).

3.2.11 Tiirbidite

680 nm optik yogunlukta spektrofotometrede hiicre kiiltiiriiniin absorbanslari

Olclilmiistiir.

3.2.12 Hiicre Sayim
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Mikroskobik hiicre sayimi Neubauer kamarasi kullanilarak yapilmistir.
Kamaranin iizerinde lamelin oturacagi yer hafifce 1slatilmis ve lamel kamara lizerine
hi¢ hareket etmeyecek sekilde yapistirnlmistir. Sayilacak 6rnek homojenize
edildikten sonra, pastor pipeti (145 mm, 250/pk) ile bir miktar1 alinarak sayima hazir
hale getirilen kamaraya dikkatlice doldurulmus ve hiicrelerin tiim kamara alanina
homojen olarak dagilmasi saglandiktan sonra sayim islemine gecilmistir. Sayim
islemi dort kez tekrar edildikten sonra ortalamasi alinarak mL’deki hiicre sayisi
hesaplanmistir (Cirik ve Gékpinar, 1993). Neubauer kamarasindaki 9 adet 1 mm?’lik

kareler farklr sekillerde boliinmiistiir. Kamaranin total hacmi 9x10™ mL’dir.

3.2.13. Biiyiime Hiz1 Hesaplamalar: (Becker, 1995)

_ Inx, —Inx,
At
p ; Spesifik bilylime hizi
X2 ; t2 zamanindaki hiicre konsantrasyonu
X1 ; t1 zamanindaki hiicre konsantrasyonu

At =to-t1

D.T ; ikilenme siiresi

Biiylime hizi hesaplamalarinda iiretim periyodunun 0. giinlinde sistemin
kurulmasi i¢in harcanan zaman ve hiicrelerin yeni kosullara adapte olma siireci
dikkate alinarak 0. giin hesaplamalara ilave edilmemistir. Ayrica denemeler

sirasinda iiretim periyodunda ulagilan maksimum deger x2 olarak kabul edilmistir.

4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Azotsuz N8 Besin Ortaminda Mikroalgal Uretim

Hiicreler, 7 L’lik panel PBR’de 6 L azot icermeyen N-8 kiiltiir ortaminda
inokiile edilmistir. Panel Fotobiyoreaktor 5 L/dak siirekli hava akis hiziyla 22 + 2
°C sicaklikta 10 giinliik bir siire boyunca 80 + 2 pmol foton ms™ 151k yogunlugunda
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calistirilmistir.10 giinliik {iretim stiresince her giin 6 L Panel biyoreaktdrden
ornekler alinarak incelenmis ve elde edilen verilerle biiylime grafikleri

olusturulmustur.

HUCRE SAYIMI
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1076 hicre/ml
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D (o) N (o))
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Sekil 4.1: Azotsuz N8 ile Chloroccum novae angliae iiretiminde hiicre sayim degerleri.

Sekil 4.1’de, hiicre sayisinin giinler boyunca izledigi biiylime egrisi
gosterilmektedir. 11k giinlerde hiicre sayisinda kademeli bir artis gdzlemlenmis, 6.
giine kadar hiicre sayist hizla artarak maksimum seviyeye ulagsmistir. 6. giinden
itibaren ise biliylime hizi azalmis ve hiicre sayisi sabitlenmistir. Bu durum, kiiltiir
ortaminda baslangi¢ta uygun kosullar altinda hiicrelerin hizla ¢ogaldigini, ancak
belirli bir noktadan sonra besin siirlamalari veya atik birikimi gibi faktorler

nedeniyle biiylimenin durdugunu ve dengeye ulastigini géstermektedir.

KURU AGIRLIK
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Sekil 4.2: Azotsuz N8 ile Chloroccum novae angliae iiretiminde kuru agirlik 6lgtimleri
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Sekil 4.2°de, hiicrelerin kuru agirliginin ilk 4 giin boyunca istikrarli bir artis
gosterdigi gozlemlenmektedir. 4. giinden itibaren kuru agirlik artig1 yavaslamis ve
7. giine kadar nispeten sabit kalmistir. Bu donem, hiicrelerin biiyiime hizinin
azaldigint ve duragan faza girdigini isaret etmektedir. 7. giinden itibaren ise
hiicrelerin kuru agirhiginda hafif dalgalanmalar gozlemlenmis, ancak 10. giinde
belirgin bir artis yasanarak kuru agirlik 1,1 g/L seviyesine ulasmistir. Bu artis,
muhtemelen hiicrelerin  metabolik  aktivitesindeki degisim veya besin

kullanimindaki verimlilik artigiyla iliskilendirilebilir.

TURBIDITE

Absorbans
=
()]

Gln

Sekil 4.3: Azotsuz N8 ile Chloroccum novae angliae iiretiminde tiirbidite degerleri

Sekil 4.3’de, Tirbidite degerleri, ilk gilinlerde hizli bir artis gostermis ve 2.
giinde yaklasik 1,8 absorbans birimine ulagmistir. Bu artis, kiiltiirdeki hiicre
yogunlugunun hizla arttigini, yani hiicrelerin hizli bir biiylime donemi gecirdigini
gostermektedir. 2. giinden sonra tiirbidite degerlerinde nispeten stabil bir seyir
izlenmigtir. 5. giine kadar tiirbidite degerleri 2,2 absorbans birimine kadar ¢ikmas,
ancak ardindan 6. ve 7. giinlerde hafif bir diislis gozlenmistir. Bu dalgalanma, hiicre
biiyltime hizindaki degisiklikleri veya olasi hiicre 6liimiinii isaret edebilir. 7. giinden
sonra tiirbidite degerleri tekrar hafif bir artis gostererek 2,4 absorbans birimine
kadar ¢ikmis, ardindan 9. giinden itibaren stabilize olmustur. Bu sabitlenme,
kiiltiirdeki hiicre yogunlugunun maksimuma ulastigini ve biiyiimenin duragan faza

gectigini gostermektedir.

Hiicre sayisinin 6. giine kadar hizla artmasi ve ardindan biiylimenin

yavaglayarak sabitlenmesi, genellikle mikroalg {retiminde gozlemlenen bir
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fenomendir. Bu durum, kiiltiir ortaminda besinlerin tiikenmesi veya atik maddelerin
birikmesi nedeniyle hiicrelerin biiyiime hizinda bir yavaslama yasandigimi ve
hiicrelerin duragan faza gectigini gostermektedir. Benzer sekilde, farkli bir
calismada, kiiltiir ortaminda besinlerin tiikenmesi sonucunda hiicre biiyliime hizinin

azaldig1 ve duragan faza gecisin hizlandig1 bildirilmistir (Prochazkova et al., 2014).

Kuru agirhigin 4. giinden itibaren sabit kalmasi ve 10. giinde belirgin bir artis
gostermesi, hiicrelerin metabolik aktivitelerinde bir degisim yasandigin1 veya
hiicrelerin besin kullaniminda verimlilik kazandiginmi diistindiirmektedir. Yapilan
calismalarda, Chlorococcum amblystomatis'in biiyiime siirecinde benzer bir egilim
gbzlemlenmis ve bu artigin hiicrelerin metabolik adaptasyonu ve besin kullanim
stratejileri ile iligkilendirilebilecegi belirtilmistir (Del Rio et al., 2017). Tirbidite
sonuglari ise hiicre yogunlugunun hizla arttigin1 ve ardindan bir dengeye ulagtigin
gostermektedir. Tirbidite degerlerindeki dalgalanmalar, hiicre biiylime hizindaki
degisiklikleri veya olas1 hiicre dliimlerini isaret edebilir. Ozellikle 7. giinden
itibaren tiirbiditenin stabilize olmasi, kiiltiirdeki hiicre yogunlugunun maksimuma
ulastigin1 ve biiylimenin duragan faza gegtigini dogrulamaktadir. Bu sonuglar,
Arguelles, (2022) tarafindan yapilan ¢alismada da benzer sekilde rapor edilmistir,
bu ¢alismada tiirbidite degerlerinin kiiltiir boyunca arttig1 ve ardindan belirli bir

noktada stabilize oldugu belirtilmistir.

4.2 Azotlu N8 Besin Ortaminda Mikroalgal Uretim

Hiicreler, 7 L’lik panel PBR’de 6 L azot iceren N-8 kiiltiir ortaminda inokiile
edilmigstir. Panel Fotobiyoreaktdr 5 L/dak siirekli hava akis hiziyla 22 + 2 °C
sicaklikta 10 giinliik bir siire boyunca 80 = 2 pmol foton m2s™ 151k yogunlugunda
calistirilmistir. 11 giinliik iiretim siiresince her giin 6 L Panel biyoreaktdrden
ornekler alinarak incelenmis ve elde edilen verilerle biiyiime grafikleri

olusturulmustur.
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Sekil 4.4: AzotluN8 ile Chloroccum novae angliae iiretiminde hiicre sayimi degerleri

Sekil 4.4°de, hiicre sayisinin zamanla diizenli bir sekilde arttigini
goriilmektedir. ik giinlerde hiicre sayis1 yaklasik 40 x 108 hiicre/ml civarindadir.
flk 10 giin boyunca hiicre say1s1 siirekli artarak 200 x 108 hiicre/ml'ye ulasmistir. Bu
siire¢, mikroalglerin logaritmik biiyiime fazinda oldugunu ve kiiltiir ortaminin hiicre
cogalmasi icin uygun kosullar1 sagladigin1 gostermektedir. 11. giinde ise hiicre
sayisinda hafif bir diisiis gozlemlenmistir. Bu diisiis, hiicrelerin duragan faza
girdigini, yani biliylimenin yavasladigin1 ve sonunda durma noktasina geldigini
isaret edebilir. Bu durum, besin maddelerinin tiikenmesi, atik liriinlerin birikmesi

veya kiiltiir ortamindaki diger stres faktorleri nedeniyle ortaya ¢ikabilir.
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Sekil 4.5: Azotlu N8 ile Chloroccum novae angliae iiretiminde kuru agirlik degerleri

Sekil 4.5°de, hiicrelerin kuru agirligimin  zamanla nasil degistigini
goriilmektedir. ilk giinlerde kuru agirlik yaklasik 0,6 g/L seviyesindedir. 2. ve 3.

giinlerde hafif bir diislis gozlemlenmis, ancak 4. giinden itibaren kuru agirlikta
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belirgin bir artis baglamistir. Bu artis, 6. gline kadar devam etmis ve kuru agirlik
yaklagik 1,0 g/L seviyesine ulagsmistir. 6. giinden itibaren kuru agirlik artisi
yavaglamis ve 10. giine kadar nispeten sabit bir artig gdstermistir. 10. giin itibariyle
kuru agirlik 1,1 g/L seviyesine ulasmis ve bu noktada dengeye oturmustur. Bu,
hiicre biiylimesinin azaldigim1 ve kiiltiir ortamindaki besinlerin tliikenmeye

baslamasiyla birlikte biiylimenin duragan faza gectigini gostermektedir.
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Sekil 4.6: Azotlu N8 ile Chloroccum novae angliae iiretiminde tiirbidite degerleri

Sekil 4.6, kiiltiir ortamindaki hiicre yogunlugunun zamanla nasil degistigini,
yani hiicrelerin biiyiime siirecini yansitmaktadir. Ilk giinlerde tiirbidite degeri
yaklasik 0,8 absorbans birimi ile baglamaktadir. ilk 4 giin boyunca tiirbidite degeri
diizenli bir artig gdstermis ve 5. giin itibariyle 2,4 absorbans birimine ulagmistir. Bu
artis, hiicre yogunlugunun hizla arttigin1 ve hiicrelerin biiylime doneminde
oldugunu gostermektedir. 5. giinden sonra, 7. giine kadar tlirbidite degerlerinde bir
duraklama ve sabitlenme gozlemlenmistir. Bu sabitlenme, hiicre biiyiime hizinin
azaldigini ve kiiltlir ortaminin besin kaynaklarinin azalmasi veya atik birikimi gibi
nedenlerle sinirlayici hale geldigini isaret edebilir. 8.glinden itibaren tiirbidite
degerleri tekrar hafif bir artig géstermis ve 11. giin itibariyle maksimum seviyeye,
yaklasik 2,8 absorbans birimine ulagmistir. Bu noktada tiirbidite artisi durmustur,
bu da hiicre yogunlugunun en st diizeye ulagtigin1 ve biiylimenin duragan faza
gectigini gosterir.
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Hiicre sayisinin 10. giine kadar siirekli artarak yaklasik 200 x 10° hiicre/ml
seviyesine ulasmasi, Chlorococcum novae-angliae'nin nitrojenli ortamda etkili bir
sekilde biiylidiiglinti gostermektedir. Bu bulgu, Prochazkova et al. (2014) tarafindan
yapilan ¢alismayla uyumludur; bu ¢alismada da besin maddelerinin yeterli oldugu
ortamlarda mikroalglerin hizli bir biiylime gosterdigi ve hiicre yogunlugunun
zamanla arttig1 belirtilmistir. 11. glinde gdzlemlenen hiicre sayisindaki hafif diisiis
ise, hiicrelerin besin eksikligi veya diger stres faktorleri nedeniyle duragan faza
gectigini disiindiirmektedir. Kuru agirlik verileri, hiicre biiyiime siirecini yansitan
onemli bir parametre olarak one ¢ikmaktadir. Kuru agirligin 6. giine kadar artis
gostermesi ve ardindan 10. giinde dengeye ulasmasi, hiicrelerin biiyiime
performansini ve besin kullanimini optimize ettigini gdstermektedir. Del Rio et al.
(2017) tarafindan yapilan ¢alismada, mikroalglerin biiyiime siirecinde benzer bir
egilim gozlemlenmis ve kuru agirligin, besinlerin tilkkenmesiyle birlikte duragan
faza gectigi belirtilmistir. Tirbidite degerlerindeki artis, kiiltiirdeki hiicre
yogunlugunun arttigini ve mikroalglerin hizli bir biliylime donemi gegirdigini
gostermektedir. Ancak, 5. giinden itibaren tiirbidite degerlerinde bir duraklama ve
sabitlenme gézlemlenmistir. Bu durum, kiiltiir ortamindaki besinlerin azalmasi veya
atik birikimi nedeniyle hiicre biiylime hizinin azaldigini1 ve duragan faza ge¢ildigini
diistindiirmektedir. Jaiswal et al., (2024)1in calismasinda, benzer bir sekilde,
tiirbidite degerlerinin biiylime siireci boyunca artis gosterdigi ve belirli bir noktada
stabil hale geldigi rapor edilmistir. 11. gilinde tiirbiditenin maksimum seviyeye
ulagmasi, hiicre yogunlugunun en {ist diizeye ¢iktigint ve biliylimenin durdugunu

gostermektedir.

4.3 Chlorococcum Novae Angliae'nin Biiyiime Kinetigi

Azot saglanan kiiltiir ortaminda yetistirilen Chlorococcum sp., 2,16 + 8,18
x10® hiicre/mL ile en yiiksek hiicre sayisina ulasmis ve spesifik biiyiime hiz1 (j)
0,55 d? olarak kaydedilmistir (Tablo 4.1). Bu deger, azot yoksunlugu altinda
yetistirilen hiicrelere kiyasla %26 daha ytiksektir. Azot saglanan kosullarda biiylime
hizindaki artig, azotun hiicre ¢ogalmasini desteklemedeki ve mikroalglerin genel
sagligin1 korumadaki kritik roliinii vurgulamaktadir. Uretim boyunca hem hiicre
say1s1 hem de optik yogunluk Ol¢iimlerinde tutarli sonuglar gozlemlenmistir. Bu

tutarlilik, azot mevcudiyetinin hiicre biiyiimesi tizerindeki olumlu etkisini daha da
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dogrulamaktadir. Ayrica, beklendigi gibi, azot mevcudiyeti ile biyokiitle verimliligi
arasinda pozitif bir korelasyon vardir (Tablo 4.1). Azot saglanan kiiltlir ortaminda
biyokiitle konsantrasyonu 1,18 + 0,03 g/L'ye ulasmis olup, bu deger azot
yoksunlugu ortamindaki biyokiitle konsantrasyonundan %22 daha yiiksektir. Diger
bir deyisle, azot yoksunlugu kiiltiir ortami1 kullanildiginda biyokiitle konsantrasyonu
kademeli olarak azalmistir. Bu diisiis, muhtemelen hiicresel metabolizmay1 ve
biyokiitle olusumunu kisitlayan Onemli bir besin maddesinin eksikligine
baglanabilir. Sonuglar, azot mevcudiyetinin Chlorococcum sp.'nin biiylimesi ve

verimliligi {izerinde 6nemli bir rol oynadigini agikca gostermektedir.

Tablo 4.1 C. novae-angliae'nin panel PBR'deki biiyiime kinetigi sonuglari.

Kinetic results N’li iiretim  N’siz Uretim
Kuru Agirlik (g L) 1,18+0,02 0,92+0,03
Biyokiitle verimi (g L™ d%) 0,12 0,10

Spesifik Biiyiime Hiz1 (p, d%) 0,55 0,23
Ikilenme Siiresi (d) 2,77 3

Lipid Verimi (g lipid g 1slak biyokiitle) 0,082+0,010 0,098+0,012
Hiicre Sayis1 (1076 hiicre/ml) 160 215,6

4.3. Besin ortamindaki azot varh@imin yag asidi profiline etkisi

Calismanin ilk asamasinda, Chlorococcum novae-angliae’nin biiylime
performansi farkli kiiltiir kosullar ile degerlendirildi. Sekil 4.7, azotsuz kiiltiir
ortaminda lipid veriminin 0,098 + 0,012 g lipid/g yas biyokiitle oldugunu ve bu
degerin, azotlu kiiltiir ortaminda gézlemlenen 0,082 + 0,01 g lipid/g yas biyokiitle
lipid verimine kiyasla nispeten daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Azotlu kiiltiir
ortami ile azotsuz kiiltiir ortam1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlemlenmemistir. Bu bulgu, azotsuz besin ortaminda Chlorococcum sp.'de lipid
birikimini artirdigin1 géstermektedir. Azot eksikligi, biiyiik olasilikla mikroalglerde
bir stres yanitini tetikleyerek, besin kitligina kars1 basa ¢ikma stratejisi olarak lipid

uretimini artirmaktadir.
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Sekil 4.7: Azotlu ve azotsuz iiretimlerde elde edilen lipid verimi

Ayrica azotun etkisini gorebilmek i¢ini, C. novae-angliae'nin yag asidi profili
degerlendirildi, Tablo 4.2'de goriildigii gibi, azotsuz ortamda yetistirilen
mikroalglerde doymus yag asitleri (SFAs) igerigi %86,532 ile oldukga yiiksek bir
oranda bulunmustur. Ozellikle tridekanoik asit (C13:0) ve palmitik asit (C16:0) gibi
doymus yag asitlerinin orani, azotsuz ortamda sirasiyla %65,747 ve %11,933 olarak
tespit edilmistir. Bu oranlar, biyoyakit iiretimi i¢in ideal bir yag asidi profili
olusturdugunu gostermektedir. Ayrica, tekli doymamis yag asitleri (MUFAs) ve
¢oklu doymamis yag asitleri (PUFAs) igerikleri, azotlu kiiltiir ortamina kiyasla
azotsuz ortamda daha diisiik seviyelerde gdzlemlenmistir. Ornegin, linolenik asit
(C18:3n3) azotlu ortamda %9,218 iken, azotsuz ortamda %21,543 oraninda
bulunmustur. Bu sonuglar, azotsuz besin ortaminda doymus yag asitlerinin baskin
oldugu, biyoyakit iiretimi i¢in uygun bir yag asidi profili olusturdugunu ortaya
koymaktadir. (Rehman & Anal, 2019).
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Tablo 4.2 C. novae-angliae'in farkl kiiltiir ortamlarindaki yag asidi igerigi.

Yag asidi metil esterleri (FAMEs) Sembol N°li iiretim  N’siz iiretim
(%) (%)
Doymus Yag Asitleri (SFAs) 81,311 86,532
Kaprilik asit C8:0 2,749+0,24  2,926+0,19
Tridekanoik asit C13:0 61,081+7,86 65,747+8,62
Pentadekanoik asit C15:0 0,144+0,01  0,145+0,08
Palmitik asit C16:0 10,757+3,14 11,933+2,93
Stearik asit C18:0 3,341+1,852  3,261+1,34
Arakidik asit C20:0 3,239+2,042 2,520+0,24
Tekli Doymamis Yag Asitleri 5,817 9,580
(MUFAS)
Palmitoleik asit Ci16:1 0,671+0,02  2,012+0,03
cis-10-heptadekanoik asit Ci7:1 0,403+0,01  1,774+0,07
Oleik asit Ci18:1 4,023+0,60 5,345+0,66
Erusik asit C22:1 0,346+0,01 0,188+0,01
Nervonik asit C24:1 0,374+0,04 0,261+0,01
Coklu Doymams Yag Asitleri 12,872 3,888
(PUFAS)
Linoleik asit C18:2 3,6544+0,41 2,345+0,21
Linolenik asit C18:3n3 9,218+0,32  1,543+0,08
Toplam 100 100

4.4 Chlorococcum novae-angliae Ekstraksiyon Optimizasyonu

4.4.1 Ultrasonik Destekli Lipid Ekstraksiyon (UAE) Optimizasyonu

Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon (UAE) siirecinin optimizasyonu, solvent

secimi, biyokiitle-¢coziicii

yogunlagmustir.

orani, siire
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Sekil 4.8: UAE’de Solvent Segimi.

Ilk olarak etanol ve etilasetat ¢dzgenleri 1:25 biyokiitle:solvent orani, 180 W
gii¢, 20 Khz, 2 saniye dongii ¢alisma kosullar1 altinda karsilagtirilmigtir. Yapilan
deneme sonucu etanol verimi daha yiiksek bulunmus ve sonraki denemelerde
solvent olarak etanol kullanilmistir. Sekil 4.8’de goriildiigii gibi, etanol solventi, etil
asetata kiyasla daha yiiksek bir yag verimi saglamistir (0,0085 g yag/g 1slak
biyokiitle). Bu sonug, etanoliin yag ekstraksiyonu i¢in daha etkin bir ¢oziicii

oldugunu gostermektedir.

Biyokiitle-¢oziicli orani (Sekil 4.9a) agisindan, 1:25 orani ile en yiiksek lipid
verimi elde edilmistir ve bu deger 0,018 + 0,001 g lipid/g yas biyokiitle olarak
kaydedilmistir. Bu oran, 180 W gii¢, 20 kHz frekans ve 2 saniye dongii ile 2 dakika
siiresince gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar, 1:25 biyokiitle-¢6ziicli oraninin,
biyokiitle miktar1 ve ¢dziicii hacmi arasinda dengeli bir iliski sagladigini ve boylece
C. novae-angliae’nin yas biyokiitlesinden etkin lipid ekstraksiyonu yapildigini
gostermektedir. 1:20 orani ise en diisiik verimi gostermistir, bu durum biyokiitle
yogunlugunun ¢ok yiiksek olmasinin, ¢6ziicliniin etkin sekilde niifuz etmesini

engelleyebilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.9: UAE optimizasyonu: a: Biyokiitle C6zgen orani, b: Zaman, c. Déngii.

Siire (Sekil 4.9 b) degiskenine odaklanildiginda, 2 dakika siiresince yapilan
ekstraksiyonun, 6 dakika siiren islemlere kiyasla lipid icerigini 1,16 kat artirdig1
gozlemlenmistir. Bu da daha kisa sonikasyon siiresinin, daha uzun siireye gére daha
yiksek lipid verimi sagladigini gostermektedir. 1 saniyelik dongiide, 2 saniyelik
dongiiye gore %46 daha yiiksek bir lipid verimi (0,026 £ 0,001 g lipid/g yas
biyokiitle) elde edilmistir. Kisa dongiiler (Sekil 4.9 ¢), numunenin yogun
sonikasyona maruz kaldig: siireyi en aza indirerek asir1 1sinma ve biyolojik aktif
bilesenlerin bozulma riskini azaltabilir. Bu bulgular, daha onceki arastirmalarla
uyumludur ve sonikasyon kullanilarak yapilan ekstraksiyonlarda lipid igeriginin
arttigin1 gostermektedir. Shen et. al (2023) ¢aligmasinda belirtildigi gibi, ultrasonik
destekli ekstraksiyon siirecinde parametrelerin optimize edilmesi 6nemlidir, ¢linki
birgok faktor bu siirecin etkinligini etkileyebilir. Bu ¢calismada ideal kosullar; 1:25
biyokiitle-¢coziicii orani, 1 saniyelik dongii, 180 W gii¢, 20 kHz frekans ve etanol
kullanilarak 2 dakika siiresince gerceklestirilen ekstraksiyon olarak belirlenmistir.
Bu kosullarda C. novae-angliae'den 0,026 + 0,001 g lipid/g yas biyokiitle verimi

elde edilmistir.
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4.4.2 Mikrodalga Destekli Lipid Ekstraksiyonu (MAE) Optimizasyonu

Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon (MAE) siirecinde biyokiitle-¢oziicii
oraniin lipid ekstraksiyonu lizerindeki etkisi incelenmis, ¢Oziicii olarak etanol
kullanilmigtir. Yapilan deneylerde, 1:20, 1:25 ve 1:30 biyokiitle-¢oziicii oranlari
kullanilmig ve en yiiksek lipid verimi (0,022 + 0,002 g lipid/g yas biyokiitle) 1:30
oraninda elde edilmistir (Sekil 4.10 a). Biyokiitle-¢6ziicli oraninin artirilmas,
¢Oziicliniin biyokiitle boyunca daha etkin sekilde dagitilmasini saglamis ve bu da

lipid ¢Oziliniirligiinii ve ekstraksiyon verimliligini artirmistir.

Ekstraksiyon sicakliginin lipid verimi {izerindeki rolii de incelenmistir (Sekil
4.10 b). 35, 50 ve 65 °C sicakliklarinda yapilan ekstraksiyonlarda, sicakligin
artirllmasiyla lipid veriminde diislis gozlemlenmistir. 35 °C'de 0,018 + 0,001 g
lipid/g yas biyokiitle olarak kaydedilen verim, 65 °C'de 0,006 + 0,001 g lipid/g yas
biyokiitleye diigsmiistiir. Yiiksek sicakliklar, lipidlerin bozunmasina veya ugucu hale

gelmesine neden olarak verimi azaltabilir.

Mikrodalga giicii a¢isindan yapilan deneylerde (Sekil 4.10c), 300 W, 400 W
ve 500 W giicleri degerlendirilmistir. Maksimum lipid verimi 300 W'da (0,021 +
0,001 g lipid/g yas biyokiitle) kaydedilmis, en diigiik verim ise 500 W'da (0,017 +
0,001 g lipid/g yas biyokiitle) elde edilmistir. Bunun sebebi daha yiiksek gii¢
seviyeleri kullaniminda, sicakligin asir1 artabilmesi ve lipidlerin veya diger
bilesenlerin termal bozulmasina yol agabilmesidir (Georgiopoulou et al., 2023). Bu
bulgular 15181nda en yiiksek lipid verimini elde etmek i¢in, 1:30 biyokiitle-¢oziicii
orani, 300 W gii¢, 35 °C sicaklik ve 2 dakikalik ekstraksiyon siiresi ile etanol
kullanilarak mikrodalga destekli ekstraksiyon kosullari en uygun parametreler

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.10: MAE optimizasyonu: (a) Biyokiitle:C6zgen, (b) Sicaklik, (c) Gii¢ ve (d) Zaman.

4.5 Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon (UAE) ve Mikrodalga Destekli
Ekstraksiyon (MAE) ile Lipid Ekstraksiyonunun Karsilastirilmasi

UAE ve MAE yontemleri kullanilarak yapilan lipid ekstraksiyonu ¢aligmalari,

iki yontemin lipid verimi ve yag asidi profili tizerindeki etkilerini karsilastirmak

amaciyla gergeklestirilmistir. Sonuglar, UAE'in daha yiiksek lipid verimi

sagladigimi (Sekil 4.11 a) ve SFA'larin oranini artirdigini gostermistir. MAE ise

daha yiiksek PUFA orani ile 6ne ¢ikmistir (Sekil 4.11b).

UAE yo6ntemi, diisiik enerji titkketimi ve kisa islem siiresi ile 6n plana ¢ikarken,

yiksek SFA oranlariyla biyoyakit {iretimi i¢in uygun bir profil sunmaktadir. Buna

karsilik, MAE yontemi daha yiiksek PUFA igerigi ile 6zellikle gida ve saghk

sektorleri icin uygun bilesikler saglamaktadir. Bu bulgular, her iki yontemin farkli

endiistriyel uygulamalar i¢in uygun oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.11: Optimal kosullar altinda Ultrasonik destekli ekstraksiyon siireci ve Mikrodalga destekli

ekstraksiyon siireci: (a) Lipid verimi; (b) Yag asidi profili.

Tablo 4.3, palmitik asidin (C16:0) en yaygin doymus yag asidi oldugunu (%
49,19 + 3,4) ve bunu %2153 + 2,44 ile stearik asidin (C18:0) izledigini
gostermektedir. Bu oranlar, UAE yontemi i¢in gegerli olup, MAE yontemi i¢in bu
yag asidi icerikleri yaklasik %55 daha diisiik olarak tespit edilmistir (Tablo 4.3).
Tekli doymamis yag asitleri (MUFAs) arasinda oleik asit (C18:1) MAE yontemi
icin en yaygin olarak bulunmus ve %13,93 + 1,94 oraninda tespit edilmistir. Ayrica,
MAE yonteminde linoleik asit (C18:2) ve linolenik asit (C18:3) gibi 6nemli
miktarda coklu doymamus yag asitleri (PUFAs) tespit edilmistir. Veriler, yag asidi
kompozisyonu agisindan UAE ve MAE arasindaki farkliliklari, 6zel ekstraksiyon
kosullarindan kaynaklanan farklarla ortaya koymaktadir. Ultrasonik dalgalarin
yiksek yogunlugu, belirli yag asidi tiirlerinin segici olarak ekstrakte edilmesine yol
acabilir (Kumar et al., 2021), bu da daha stabil dogalar1 nedeniyle doymus yag
asitlerini tercih edebilir. Ote yandan, PUFAs, oksidasyona ve bozulmaya daha
yatkindir (Tao, 2015). Ultrasonik ekstraksiyon sirasinda olusan kavitasyon ve 1s1,
PUFAs'in bozulmasina neden olabilir ve bu da ekstrakte edilen lipitte bu yag
asitlerinin daha diisiik bir oranda bulunmasia yol agar (Shen et al., 2023).
Mikrodalga ekstraksiyonu, genellikle ultrasonik ekstraksiyona kiyasla daha
kontrollii bir 1sitma saglar, bu da PUFAs gibi hassas bilesiklerin biitiinliigliniin

korunmasina yardimei olabilir.
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Tablo 4.3 Ultrasonik destekli ekstraksiyon (UAE) ve mikrodalga destekli ekstraksiyon

(MAE) ile elde edilen yag asidi igerikleri.

Yag Asidi Metil Esterleri (FAMEs) Sembol UAE MAE

(%) (%)
Doymus Yag Asitleri (SFAs) 88,984 61,527
Kaprilik asit C8:0 5,310+0,95 8,065+1,48
Kaprik asit C10:0 0,899+0,04 2,163+0,34
Laurik asit C12:0 ND 1,461+0,16
Tridekanoik asit C13:0 2,415+0,32 0,905+0,06
Miristik asit C14:0 4,962+0,68  2,019+0,28
Pentadakanoik asit C15:0 1,093+0,08 ND
Palmitik asit C16:0 49,187+£3,42  24,103+2,16
Heptadekanoik asit C17:0 1,844+0,18 0,748+0,05
Stearik asit C18:0 21,529+2,44  6,697+1,14
Arakidik asit C20:0 0,654+0,05  12,095+1,82
Behenik asit C22:0 1,091+0,08 1,751+0,19
Lignoserik asit C24:0 ND 1,520+0,21
Tekli Doymamis Yag Asitleri (MUFAs) 5,739 16,492
Miristoleik asit Cl14:1 0,777+0,04 ND
Palmitoleik asit Cl6:1 1,435+0,11 1,003+0,07
cis-10-heptadekanoik asit Cir:1 0,432+0,02 1,561+0,12
Oleik asit ci18:1 3,095+0,44 13,928+1,94
Coklu Doymamis Yag Asitleri (PUFAs) 5,278 21,981
Linoleik asit asit C18:2 0,288+0,01 4,630+0,66
Linolenik asit C18:3n3 0,546+0,02 3,159+0,52
cis-11,14-eikosadienoik asit C20:2 1,178+0,09 1,556+0,14
cis-8,11,14-eikosatrienoik asit C20:3n3 1,022+0,08 1,966+0,19
cis-11,14,17-eikosatrienoik asit C20:3n6 0,977+0,07 ND
cis-13,16-dokosadienoik asit C22:2 1,267+0,12 2,739+0,31
cis-4,7,10,13,16,19-dokosaheksaenoik asit  C22:6 ND 7,931
Toplam 100 100

Not: ND = tespit edilmedi
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alisma, Chlorococcum novae-angliae mikroalginin biyoyakit iiretimi igin
potansiyel bir kaynak olarak degerlendirilmesi ve bu siirecte kullanilan gesitli
ekstraksiyon yontemlerinin verimliliginin aragtirilmasi amaciyla
gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar, hem Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon
(UAE) hem de Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon (MAE) yontemlerinin farkli

avantajlar sundugunu ortaya koymaktadir.

5.1 Nitrojen Simirlamasi ve Lipid Birikimi

C. novae-angliae’nin lipid iiretiminde nitrojen sinirlamasinin 6énemli bir rol
oynadigi gézlemlenmistir. Azotsuz besin ortaminda, 0,098 + 0,012 g lipid/g yas
biyokiitle verimi ile en yiiksek lipid iiretimi elde edilmistir ve bu lipitlerin %77'si
tridekanoik ve palmitik asitlerden olusmustur. Buna karsilik, en yiiksek biyokiitle
konsantrasyonu 1,18 + 0,03 g/L azotlu kiiltiir ortaminda elde edilmistir. Bu bulgular,
hiicre biiyiimesi ile lipid {retimi arasinda bir denge kurmanin Onemini
vurgulamaktadir. Yiiksek lipid veriminin kritik oldugu biyoyakit iiretimi gibi
uygulamalar i¢in azotsuz besin ortami daha etkili bir strateji olabilir. Ancak, hayvan
yemi gibi daha yiliksek biyokiitle gerektiren uygulamalar i¢in yeterli azot

seviyelerinin korunmasi daha avantajhdir.

5.2 Lipid Ekstraksiyonu ve Ekstraksiyon Verimliligi

UAE yontemi ile en yiiksek lipid verimi 0,026 + 0,001 g lipid/g yas biyokiitle
olarak elde edilmistir. Bu verim, 1:25 biyokiitle-¢oziicii orani, 2 dakikalik
ekstraksiyon siiresi, 1 saniyelik dongii ve 180 W giic kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu kosullar altinda elde edilen lipid verimi, MAE yontemi ile
elde edilen verimden %21 daha fazladir. MAE ydntemi ise 1:30 biyokiitle-¢oziicii
orani, 2 dakikalik ekstraksiyon siiresi, 300 W gii¢ ve 35 °C sicaklik kullanilarak
optimize edilmistir. Her iki yontem de farkli yag asidi profilleri sunmakta olup,
UAE daha yiiksek doymus yag asitleri (SFA) oran1 saglarken, MAE daha yiiksek
coklu doymamus yag asitleri (PUFA) igerigi saglamistir. Bu durum, her iki yontemin

farkl1 endiistriyel uygulamalar i¢in uygun oldugunu gostermektedir.
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5.3 Yag Asidi Profili ve Ekstraksiyon Yontemlerinin Etkisi

UAE ve MAE yontemleri, yag asidi profilleri acisindan farkliliklar
gostermektedir. UAE yontemi ile elde edilen lipidler, daha yiiksek oranda doymus
yag asitleri (SFA) igerirken, MAE y0ntemi ile elde edilen lipidler, daha yiiksek
oranda c¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA) igcermektedir. UAE’nin yiiksek
yogunluklu ultrasonik dalgalari, belirli yag asitlerinin secici olarak ekstrakte
edilmesine yol acabilirken, MAE yoOntemi daha kontrollii bir 1sitma saglayarak
hassas bilesiklerin, 6zellikle de PUFA'larin, biitiinliigiinii korumaktadir. Her iki
yontemin de yag asidi kompozisyonu lizerindeki etkisi, ekstraksiyon siire¢lerinin
dogas1 geregi farklilik gostermektedir. Bu durum, yag asitlerinin endiistriyel
kullanim alanlarina yonelik spesifik ekstraksiyon yontemlerinin seg¢ilmesinin

onemini vurgulamaktadir.

5.4 Gelecek Calismalar ve Oneriler

Bu c¢alisma, UAE ve MAE yoOntemlerinin endistriyel Olgekte
uygulanabilirligini ve optimize edilmis siireclerini arastirmak i¢in 6nemli bir temel
sunmaktadir. Ancak, C. novae-angliae kullanilarak biiyiikk o6lgekli biyodizel
iiretiminin ekonomik fizibilitesi hakkinda sinirlt bilgi bulunmaktadir. Gelecekteki
caligmalar, bu silire¢lerin maliyet analizlerine ve 6l¢ek bliyiitme caligmalarina
odaklanabilir. Ayrica, azotsuz besin ortaminda lipid birikimini artirmak i¢in genetik
veya metabolik milhendislik yaklasgimlarmin  potansiyeli tam olarak
kesfedilmemistir. Bu alandaki ¢alismalar, lipid verimlerini artirmak i¢in genetik
modifikasyonlarin nasil 1yilestirilebilecegini  arastirabilir. Bu  bosluklarin
giderilmesi, Chlorococcum sp.'nin biyodizel ftretimi i¢in etkin bir sekilde

kullanilmasina yonelik daha ayrintili ve pratik bir anlayis saglayabilir.

Sonug olarak, yesil ekstraksiyon parametrelerinin optimize edilmesi, verimi
maksimize ederken enerji tiiketimini minimize etmek i¢in dnemlidir. Ekstraksiyon
ekipmanlarinda, siirecin verimliligini ve ¢evresel parametreleri izlemek i¢in gercek
zamanlt izleme sistemlerinin dahil edilmesi gerekmektedir. Siireclerin
baslangicindan sonuna kadar cevresel etkilerini degerlendirmek i¢in kapsamli
yasam dongiisii degerlendirmeleri (LCA) yapilmalidir. Bu tiir yaklagimlar,

stirdiiriilebilir kalkinma hedefleri dogrultusunda biyoyakit iiretimi ve diger
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biyoteknolojik uygulamalar i¢in daha c¢evre dostu ve verimli ekstraksiyon

stireglerinin gelistirilmesine katkida bulunacaktir.

36



KAYNAKLAR DiZiNi

Arguelles, E. D. L. R., 2022, Nitrogen Starvation Induced Lipid Accumulation by
Chlorococcum infusionum (EAU-10) as Potential Renewable Source of Lipid
for Biodiesel Production, Journal of Microbiology, Biotechnology and Food
Sciences, 11(5), 1931 p.

Azmir, J., Zaidul, I. S. M., Rahman, M. M., Sharif, K. M., Mohamed, A., Sahena,
F., Jahurul, M. H. A., Ghafoor, K., Norulaini, N. A. N. ve Omar, A. K. M,
2013, Techniques for Extraction of Bioactive Compounds from Plant
Materials: A Review, Journal of Food Engineering, 117(4), 426-436 p.

Bhagavathy, S., Sumathi, P. ve Madhushree, M., 2011, Antimutagenic Assay of
Carotenoids from Green Algae Chlorococcum humicola using Salmonella
typhimurium TA98, TA100 and TA102, Asian Pacific Journal of Tropical
Disease, 1(4), 308-316 p.

Blackwell, J. R., Cox, E. J. ve Gilmour, D. J., 1991, The Morphology and
Taxonomy of Chlorococcum submarinum (Chlorococcales) Isolated from a
Tidal Rockpool, British Phycological Journal, 26(2), 133-139 p.

Borowitzka, M. A. ve Moheimani, N. R., (y1l yok), Algae for Biofuels and Energy,
Springer, New York, 7591 p.

Brondz, 1., 2017, Influence of Modifiers, Extractants, and Trappers on Lipid
Composition with Liquids in Standard State Extraction, Supercritical Fluid
Extraction and Trapping by Supercritical Fluid Extraction, Part II,
International Journal of Analytical Mass Spectrometry and Chromatography,
05(04), 87-95 p.

Caliskan, E. ve Haznedaroglu, B. Z., 2022, Characterization of Omega-3 and
Omega-6 Fatty Acid Accumulation in Chlorococcum novae-angliae
Microalgae Grown under Various Culture Conditions, International Journal
of Life Sciences and Biotechnology, 5(3), 346-369 s.

37



KAYNAKLAR DIZiNi (devam)

Cecilia, ", Eskilsson, S. ve Bjorklund, E., 2000, Analytical-Scale Microwave-
Assisted Extraction, Journal of Chromatography A, 902, 323-331 p.

Del Rio, E., Garcia-Gomez, E., Moreno, J., Guerrero, M. G. ve Garcia-Gonzalez,
M., 2017, Microalgae for Oil: Assessment of Fatty Acid Productivity in
Continuous Culture by Two High-Yield Strains, Chlorococcum oleofaciens

and Pseudokirchneriella subcapitata, Algal Research, 23, 37-42 p.

Georgiopoulou, 1., Tzima, S., Louli, V. ve Magoulas, K., 2023, Process
Optimization of Microwave-Assisted Extraction of Chlorophyll, Carotenoid
and Phenolic Compounds from Chlorella vulgaris and Comparison with
Conventional and Supercritical Fluid Extraction, Applied Sciences
(Switzerland), 13(4), 2740 p.

Hakalin, N. L. S., Paz, A. P., Aranda, D. A. G. ve Moraes, L. M. P., 2014,
Enhancement of Cell Growth and Lipid Content of a Freshwater Microalga
Scenedesmus sp. by Optimizing Nitrogen, Phosphorus and Vitamin
Concentrations for Biodiesel Production, Natural Science, 06(12), 1044-1054

p.

Halim, R., Gladman, B., Danquah, M. K. ve Webley, P. A., 2011, Oil Extraction
from Microalgae for Biodiesel Production, Bioresource Technology, 102(1),
178-185 p.

Hamedi, S., Mahdavi, M. A. ve Gheshlaghi, R., 2016, Improved Lipid and Biomass
Productivities in Chlorella vulgaris by Differing the Inoculation Medium from
the Production Medium, Biofuel Research Journal, 3(2), 410-416 p.

Herrero, M., Cifuentes, A. ve Ibafiez, E., 2006, Sub- and Supercritical Fluid
Extraction of Functional Ingredients from Different Natural Sources: Plants,
Food-By-Products, Algae and Microalgae - A Review, Food Chemistry,
98(1), 136-148 p.

38



KAYNAKLAR DIZiNi (devam)

Isleten-Hosoglu, M., Ayyildiz-Tamis, D., Zengin, G. ve Elibol, M., 2013, Enhanced
Growth and Lipid Accumulation by a New Ettlia texensis Isolate under
Optimized Photoheterotrophic Condition, Bioresource Technology, 131, 258-
265 p.

Jaiswal, P. K., Nandi, B. K. ve Saxena, V. K., 2024, Potential of Coal Fly Ash as
Low-Cost Culture Medium for Cultivation of Microalgae Chlorococcum and
Sustainable Nutrient Recovery from CFA Culture Medium, Environment,
Development and Sustainability, 26(3), 8045-8063 p.

Kadam, S. U., Tiwari, B. K. ve O’Donnell, C. P., 2013, Application of Novel
Extraction Technologies for Bioactives from Marine Algae, Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 61(20), 4667-4675 p.

Kapoore, R. V., Butler, T. O., Pandhal, J. ve Vaidyanathan, S., 2018, Microwave-
Assisted Extraction for Microalgae: From Biofuels to Biorefinery, Biology,
7(1), 1001 p.

Kumar, K., Srivastav, S. ve Sharanagat, V. S., 2021, Ultrasound Assisted Extraction
(UAE) of Bioactive Compounds from Fruit and Vegetable Processing By-
Products: A Review, Ultrasonics Sonochemistry, 70, 105325 p.

Lewis, T., Nichols, P. D. ve Mcmeekin, T. A., 2000, Evaluation of Extraction
Methods for Recovery of Fatty Acids from Lipid-Producing
Microheterotrophs, Journal of Microbiological Methods, 43, 329-337 p.

Lucchesi, M. E., Chemat, F. ve Smadja, J., 2004, Solvent-Free Microwave
Extraction of Essential Oil from Aromatic Herbs: Comparison with
Conventional Hydro-Distillation, Journal of Chromatography A, 1043(2),
323-327 p.

39



KAYNAKLAR DIZiNi (devam)

Martinez-Guerra, E. ve Gude, V. G., 2014, Synergistic Effect of Simultaneous
Microwave and Ultrasound Irradiations on Transesterification of Waste
Vegetable Oil, Fuel, 137, 100-108 p.

Prochazkova, G., Branyikova, 1., Zachleder, V. ve Branyik, T., 2014, Effect of
Nutrient Supply Status on Biomass Composition of Eukaryotic Green
Microalgae, Journal of Applied Phycology, 26(3), 1359-1377 p.

Rehman, Z. U. ve Anal, A. K., 2019, Enhanced Lipid and Starch Productivity of
Microalga (Chlorococcum sp. TISTR 8583) with Nitrogen Limitation
Following Effective Pretreatments for Biofuel Production, Biotechnology
Reports, 21, 200298 p.

Richard, T. L., 2010, Challenges in Scaling up Biofuels Infrastructure, Science,
329(5993), 793-796 p.

Saifuddin, N., Amzar, A. B. ve P. Priatharsini, A., 2016, Improvement in Oil
Extraction from Microalgae/Algae for Biodiesel Production using Microwave
Assisted Oil Extraction with Methyl Ester, Research Journal of Applied
Sciences, Engineering and Technology, 13(4), 331-340 p.

Sandgruber, F., Gielsdorf, A., Schenz, B., Miiller, S. M., Schwerdtle, T., Lorkowski,
S., Griehl, C. ve Dawczynski, C., 2023, Variability in Macro- and
Micronutrients of 15 Rarely Researched Microalgae, Marine Drugs, 21(6),
60355 p.

Sathasivam, R., Radhakrishnan, R., Hashem, A. ve Abd_Allah, E. F., 2019,
Microalgae Metabolites: A Rich Source for Food and Medicine, Saudi
Journal of Biological Sciences, 26(4), 709-722 p.

40



KAYNAKLAR DIZiNi (devam)

Shen, L., Pang, S., Zhong, M., Sun, Y., Qayum, A., Liu, Y., Rashid, A., Xu, B.,
Liang, Q., Ma, H. ve Ren, X., 2023, A Comprehensive Review of Ultrasonic

Assisted Extraction (UAE) for Bioactive Components: Principles, Advantages,
Equipment, and Combined Technologies, Ultrasonics Sonochemistry, 101, 106646
p.

Tao, L., 2015, Oxidation of Polyunsaturated Fatty Acids and Its Impact on Food
Quality and Human Health, Advances in Food Technology and Nutritional
Sciences - Open Journal, 1(6), 135-142 p.

Teker, S., (y1l yok), Haematococcus pluvialis Flotow Mikroalginin Uretim Tesisi

Planlanmasi ve Endiistriyel Astaksantin Uretimi, yayimlanmamus.

Vale, M. A, Ferreira, A., Pires, J. C. M. ve Gongalves, G. A. L., 2020, CO2 Capture
Using Microalgae, Advances in Carbon Capture: Methods, Technologies and
Applications, 381-405 p., Elsevier.

Wang, L. ve Weller, C. L., 2006, Recent Advances in Extraction of Nutraceuticals
from Plants, Trends in Food Science and Technology, 17(6), 300-312 p.

41



TESEKKUR

Bu calisma siirecinde degerli bilgileri ve rehberligi ile bana yon gosteren
damisman hocam Dog. Dr. Esra Imamoglu’na sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
Kendisi, arastirma boyunca beni her zaman desteklemis ve bilimsel anlamda

gelisimime biiylik katki saglamistir.

Ayrica, tez calismam siiresince degerli katkilariyla bana destek olan ve
stirecin her asamasinda yanimda bulunan sevgili arkadasim Buse Dingoglu’na
tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Onun bilimsel katkilar1 ve ydnlendirmeleri, bu

caligmanin ilerleyisine 6nemli dl¢giide katki saglamis ve siireci daha etkin kilmastir.

Son olarak, beni bu zorlu siiregte hep destekleyen, anlayislart ve sabirlariyla

her zaman yanimda olan aileme ve tiim dostlarima siikranlarim1 sunarim.

Ekim 2024

Alperen ALPURAL

42



