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CHLORELLA VULGARIS BiYOFIiLM KULTURLERINDE AZOT ACLIGININ LiPiD
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OZET

Yapilan bu ¢aligmada Chlorella vulgaris mikroalginin biyofilm formu tizerinde azot (N)
stresinin lipit tiretimine etkisi arastirilmustir. C. vulgaris mikroalgi 40 giin siiresince %100 N ve
%25 N igeren ortamlarda tiiremeye birakilmistir. Laboratuvar ortamina uygun olarak
tasarladigimiz donen algal biyofilm reaktorii ile C. vulgaris’ in biyofilm olusturma yetenegini
gbzlenmistir. C. vulgaris’ in reaktor iizerinde biyofilm olusturabilmesi i¢in ¢esitli malzemeler
denenmistir. Hasat kolayligi ve yiiksek tutunma gibi kriterler nedeniyle polietilen halati
kullanilmasina karar verilmistir. Yapilan denemede en yiiksek kuru agirlik degeri 0,359 g/m? ile
%100 N igeren ortamda elde edilmistir. En yiiksek total lipit miktar1 ise 168,6 mg/g ile azot
stresi uygulanmis %25 N igeren biyofilm formunda oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Azot (N) stresi, Biyofilm, Biyoreaktor, Chloropyceae, Donen algal

biyofilm reaktérii (RABR), Klorofil-a, Kuru madde, Mikroalg, Planktonik form, Polietilen
halat, Chlorella vulgaris, Total lipit.
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THE EFFECT OF NITROGEN STARVATION ON LIPID PRODUCTION OF
CHLORELLAVULGARIS BIOFILM CULTURES
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SUMMARY

In this study, the effect of Chlorella vulgaris microalgae on the production of nitrogen
stress on biofilm form was investigated. C. vulgaris microalgae were allowed to grow in
enviroments containing %100 N and %25 N for 40 days. The ability of C. vulgaris to form
biofilm was observed with the rotating algal biofilm reactor (RABR) designed in accordance
with the laboratuary enviroment. Various materials have been tried to form biofilm on the
reactor of C. vulgaris. It was decided to use polyethylene rope due to criteria such as ease of
harvesting and high adhesion quality. In the experiment, the highest dry weight value was 0,359
g/m? in an environment containing %100 N. The highest total lipit content was determined as
168,6 mg/g on the form of biofilm containing %25 N.

Keywords: Biofilm, Bioreactor, Chlorophyceae, Chlorophyll-a, Dry cell weight, Microalgae,
Nitrogen (N) stress, Planktonic form, Polyethylene robe, Rotating algal biyofilm reactor
(RABR), Chlorella vulgaris, Total lipid.
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1. GIRIS

Giinden giine artan diinya niifusuyla birlikte enerji kaynagi olarak kullandigi fosil
yakitlarda da siirekli bir artis s6z konusudur. 2010 yilinda diinya enerji {iretimi yaklasik 40
yildaki en yiiksek yiizde artisi ile %5,6 artmistir. Bu biiyiime petrol, dogalgaz ve komiir de dahil
olmak tizere fosil yakitlarin tiiketiminde bir artis gostermistir (Jones ve Mayfield, 2012).
Giliniimiizde endiistrinin geligsmesiyle birlikte fosil yakit kullanimimin artis1 saglik problemleri,
asit yagmurlan ve iklim degisikliklerine neden olmasiyla birlikte yiiksek enerji giivenilirligi ve
daha az gevresel etkileri neden olabilecek yenilenebilir bir enerji kaynagmna ihtiyag vardir
(Soydemir, 2016). Giintimiizde petrol ve komiir gibi yenilenemeyen enerji kaynaklari enerji
ihtiyact icin kullanilmakta fakat bu kaynaklar c¢evreye ciddi zararlar vermekle birlikte
kesfedilmesi ve islenmesi zordur (Demirbas ve Demirbas, 2010). Gelisen insan niifusunun
enerji ihtiyacini karsilayabilmek i¢in ilk olarak lipit depolayan bitkiler biyoenerji kaynagi olarak
kullanilmistir. Ekim alanlart ve diisiik enerji gibi cesitli problemler biyodizel {iretimini
kisitlamustir. ikinci nesil biyodizel olarak atiklar, 6zel hammadde, bitki ve orman kalintilar1 gibi
gida dist maddeler kullanilmis fakat diisiik enerji nedeni ile bu yontemde biyodizel iiretimini
kisitlamustir. Ugiincii nesilde ise fototrofik mikroalgler kullanilmis ve diger iki enerji nesline
gbre daha yiiksek yag biriktirdigi belirlenmistir (Ishikaa, vd., 2017). Mikroalgler CO;’ i
kullanabilen canlilar oldugundan alg temelli teknolojiler, komiir ile ¢alisan termik santrallerdeki
sera gazi ve karbon salimiminin azaltilmasinda kullanilabilmektedirler. Mikroalgler bitkiler igin
uygun olmayan kosullarda bile tireyebilirler ve diger hammaddelerden daha yiiksek yag iiretme
potansiyeline sahiptirler. Algal lipitlerin verimi, bitkisel yaglardan elde edilen verime gére daha
fazladir. Bu durum {retimi saglanan alg tiirline gore degisse de %2-%40 arasinda yag
biriktirebilirler. Yesil bir mikroalg olan Chlorella vulgaris yag asidi miktar1 olarak %14-%22’ ye
ulasabilen ve biyodizel {iretimi i¢in kullanilabilecek bazi mikroalglerden daha verimli oldugu
gozlemlenmistir (Demirbag ve Demirbas, 2010). Biyodizel iiretimi i¢in mikroalgler gelecek vaat
etse de ticari anlamda kullanilmasi i¢in gelistirme ¢alismalar1 yapilmalidir (Cheng ve He, 2014).
Mikroalg susunun iyi se¢ilmesi, biyoreaktdriin {iretim amacina uygun dizayn edilmesi,
kiiltiirlenme sonrasi uygulanacak isleme yontemlerinin belirlenmesi, tiiketecegi enerjinin ve
kiltiirlenme maliyetinin iyi hesaplanmasi, biyoyakit {retimi igin gerekli kosullarin
biyomiihendislik c¢aligmalar1 ile optimum hale getirilmesi gibi c¢aligmalarin yapilmasi
gerekmektedir (Chen vd., 2018). Fotosentetik canlilar olan mikroalgler aci, tatli ve tuzlu sularda
yasayabilirler. Bu canlilar giines 151811 biyokiitle liretimi ya da biyodizel iiretiminde kullanilan
triagilgliserolleri (TAG) biriktirmek i¢in kullanirlar (Gour, vd., 2016). Mikroalg temelli

biyodizel karbonhidrat, biyokiitle ve lipit verimliligi optimize edilerek ekonomik olarak



uygulanabilirligi arttirilabilir. Sicaklik degimi, pH degisimi, azot veya fosfor eksiltmesi, 151k
yogunlugu gibi uyaricilarla mikroalglerin lipit ve karbonhidrat igerigi arttirilabilir (Pancha vd.,
2014). Besin eksikligi alg biyokiitlesinin lipit birikimini énemli derecede arttirabilecegini bazi
calismalarla ortaya konulmustur. Ornegin; C. vulgaris’ in bazi suslan iizerinde Griffiths ve
arkadaglarinin (2011), yapmus olduklari ¢alismada azot eksiltmesi uygulanan kiiltlirlerde 7.
giinde %39, 14. giinde %57’ ye varan lipit konsantrasyonlar1 gézlemlemistir (Griffiths, vd.,
2011), Nannochloropsis sp. tizerinde calisan Rodolfi ve arkadaglari (2009), 3 giinliik azot
acligiyla lipit birikiminde 4 kat artis belirlemistir (Schnurr, vd., 2013). Her ne kadar mikroalgler
biyoyakit iiretiminde umut verse de iiretim sonrasi biyokiitle hasadi ekonomik a¢idan sikinti
olusturmaktadir (Christenson ve Sims, 2011), (Uduman, vd., 2010). Siradan bir yetigtirme
yontemi olan sivi ortamda mikroalg tiiretmenin bazi gereksinimleri karsilamada yetersiz
olmasindan ¢alismalar kisitlanmaktadir. Bu gereksinimler arasinda hasat islemindeki zorluklar,
isletme maliyetleri, fazlaca su ihtiyact ve az miktarda biyokiitle iiretimi gosterilebilir.
Glinlimiizde biyofilm temelli iiretim mekanizmalarinda su ve enerji ihtiyacinin diisiik
olmasindan dolayr oldukca ilgi gormektedir. Mikroalglerin kati bir substrata adsorbsiyonu
sonucunda biyofilm olusturduklari yerler tikanmaktadir. Fakat bu yenilik¢i teknoloji geleneksel
kiiltiirlenme sistemlerine gore daha avantajlidir. (Mantzorou ve Ververidis, 2019). Bu sebeple,
mikroalglerin ticari olarak iiretim maliyetlerini minimuma indirebilmek igin biyofilm sistemleri
diger kiiltiirleme sistemlerinin bir alternatifi olabilmektedir. Fakat yapilan ¢aligmalar kisitlidir
(Christenson ve Sims, 2012; Johnson ve Wen, 2010; Ozkan, vd., 2012; Irving ve Allen, 2011).
Bu c¢alismada geleneksel siispansiyon kiiltiirinden farkli olarak isleme maliyetlerini
azaltabilmek i¢in mikroalglerde biyofilm olusumunun saglanabilecegi ortam kurulmus olup, bu
kiiltiirlenme ortaminda 6nemli bir stres kosulu olan azot stresi uygulanmis ve bu degiskenlerin

lipit Giretim mekanizmasi tizerindeki etkileri incelenmistir.



2. LITERATUR OZETIi

2.1. Alglerin Tanmim

Tek veya ¢ok hiicreli formlar1 bulunan sucul fotosentetik organizmalardir. Algler ilk
zamanlarda suda yasayan Dbitkiler olarak tamimlanmasina ragmen bitkiler gibi vaskiiler
sistemleri, kokleri olmadigi ve embriyolar1 olusturamadiklart icin ayr1 bir kategoride
siiflandirilmaktadirlar (Sankaran, vd., 2018). Algler, denizlerde ve tatli sularda gelisim
gosterebilen ototrofik canlilardir. Cyanobacteria ve diatomlar gibi tek hiicreli kiigiik
mikroalglerden, kelp yosunu gibi ¢ok hiicreli makroalglere kadar genis bir yelpazeye sahiptirler
(Bule, 2018). Boyutlar1 3 p’ dan 70 cm’ ye kadar farklilik gosterebilir. Giin igerisinde 50 cm’ ye

varan biiyiime gosteren alg tiirleri de mevcuttur (Aktar ve Cebe, 2010).

Algler kolayca tanimlanamazlar. Bunun nedeni tek bir monofiletik gruplarinin
olmamasidir. Ozgiin tiirleri belirli habitatlarda yasayabilse de, algler her yerde bulunabilir. Bazi
algler hayvanlar gibi hareketli, bazilar1 su i¢inde asili bir sekilde, bazilar1 ise diger canlilarla
ortak bir yasam birlikteligi gosterebilirler (Richmond, 2013).

2.2. Taksonomideki Yeri

Mikroalg ve makroalg olmak iizere iki sinifi ayrilan algler fotosentetik sucul canlilardir.
Mikroalgler fotosentez yapabilen, tatli ve tuzlu su ortamlarinda yasayabilen mikroskobik
canlilardir. Hiicre yapilarina, pigmentlerine ve yasam dongiilerine gore siniflara ayrilmislardir.
En 6nemli ii¢ alg sinifi; yesil algler (Chlorophyceae), siyanobakteriler (mavi-yesil algler),

diatomlar (Bacillariophyceae) dir.

Makroalgler pigmentlerine gore ii¢ genis gruba ayrilmistir. Bunlar; yesil deniz yosunu
(Chlorophyceae), kirmizi deniz yosunu (Rhodophyceae), kahverengi deniz yosunu
(Phaeophyceae) (Demirbas, 2010).

2.3. Alglerin Evrimi

Bulunan kalintilarda takribi 3,8 milyar yil dncesine ait oldugu diisiiniilen prokaryotik
siyanobakteri fosilleri, bilinen tarihten bu yana diinyanin oksijenini saglayan fotosentezi
gergeklestirdigi bilinmektedir. Yine takribi 2 milyar yil dnce ortaya ¢iktigi diigiiniilen 6karyotik
alglerin, kokeni heniiz kesin olarak bilinmemektedir. Okaryotik alglerin plastid yapist onlart
fotosentetik protistalardan ayirmaktadir. Plastid genomunun kokeni primer endosimbiyosise
dayanmaktadir. Primer endosimbiyosis, 2 milyar yil once bir siyanobakterinin fotosentetik

Ozellik gostermeyen bir Okaryot canlinin igerisine girmesiyle baglamaktadir. Fotosentetik



olmayan oOkaryotik canli, igeriye giren bu siyanobakteriyi sindirim enzimleri ile par¢alamak
yerine onu bir ig¢i gibi kullanmaya baglamig ve zamanla bu is¢i konak igine yerleserek

kloroplasta doniistiigii diisiiniilmektedir (Richmond, 2013).
2.4. Alglerin Anatomik Yapilari

3,5 milyarlik evrimsel siire¢ ve ¢evre adaptasyonlar1 sayesinde alglerin yapisi genis bir
filogenetik gesitlilige sahiptir. Siyanobakteriler kismen daha basit hiicre yapisina sahiptir ve bu
nedenle bakterilerle biiyiik 6lgiide benzerlik gostermektedirler. Okaryotik &zellik gdsteren
hiicreler daha karmasik bir yap1 gostermektedir. 2 milyar yillik bir evrim siireci sonucunda
olugan bu Okaryotik yapilar, tanimlanan alg siniflar1 igerisinde ve tiir icinde 6nemli Olgiide
farkliliklar gosterir. Okaryotik alglerin bir ¢ekirdegi, mitokondrisi, endoplazmik retikulumu,
golgi cisimcigi, bir veya daha fazla kloroplastlar1 ve diger tipik Okaryotik alg organellerini
bulundururlar (Richmond, 2013).

2.4.1. Hiicre duvan

Algal hiicre duvari, sitoplazmayr komple saran, turgor basincinda gerceklesen
degisikliklere bagli olarak hiicrenin patlamasini engelleyen ¢ok saglam bir yapidadir. Alg
gruplart arasinda hiicre duvarmin biyokimyasal yapist farkliliklar gdstermektedir. Ornegin;
Chlorophyta (yesil algler)’ da hiicre duvari glikoprotein, seliiloz, peptidoglukan, hemiseliiloz ve
pektik  bilesiklerden olusurken, siyanobakterilerde genellikle fibril tabakalar ve
peptidoglukandan olusmaktadir (Richmond, 2013).

2.4.2. Hiicre organelleri

Alglerdeki endoplazmik retikulum ve golgi cisimcigi gibi organeller yapi olarak dkaryot
organellerine benzerler ve bu organelleri flagella ve diger yapilar iiretmekte kullanirlar. Flagella
olusumu bircok asamadan olusur. ilk olusturulan flagellaya “olgunlasmamis flagella” adi
verilir. Hiicre boliinmesinde olgunlasmamis flagella yerini “olgunlagmis flagellaya” birakir. Bu
siirece “flagellar doniisiim” adi verilir. Alglerde g6z lekeleri bulunur ve bunlar flagella ile ortak
calisirlar. Gorevleri 1518 yoniini  tespit edip flagella ile birlikte fototaksis olayini
gerceklesmesini saglamaktir. Alglerdeki vakuoller hiicre elemanlarinin yeniden islenmesinden
ve parg¢alanmasindan olusan yan {riinleri depolamak i¢in kullanirlar. Hayvanlara ve bitkilere
gore alglerdeki mitokondrinin c¢esitliligi daha fazladir. Bitki veya hayvanlardaki yassilasmig
mitokondriyal kristaya yesil ve kirmizi alglerde sahiptirler (Richmond, 2013). Okaryotik

alglerde kloroplast baskin bir organeldir. Tilakoid zarlarinda fotosentez icin gerekli olan 15181



yakalamakla goérevli olan pigmentler bulunmaktadir. Alg gruplar arasinda tilakoid zarlar sekil
olarak farklhilik gosterir. Fotosentatlarini kloroplastta depolayan sadece yesil alglerdir. Bu
yiizden plastidlerinin i¢inde nisasta tanecikleri gozlenebilir. Diger algler lipit ve karbonhidrat
depolamasini plastid disinda gergeklestirir. Lipit cisimleri sayis1 ve bilyiikliigii besin aglig1 ve

yiiksek 151k stresi ile atar (Ball, vd., 2011).
2.5. Mikroalglerin Biiyiimesi Uzerine Etkili Olan Faktorler

Tiirler arasinda gelisen rekabet ve kiiltiirlenme sistemlerine virlis bulagsmasi gibi
biyolojik faktorler, 151k ve sicaklik gibi fiziksel faktorler, besin elementleri ve karbondioksit gibi
kimyasal faktorlerden alglerin biiyiime hizi etkilenir. Reaktor tasarimi, seyreltme orani ve

karistirma gibi operasyonel faktorler yukaridaki durumlan etkiler (Larsdotter, 2006).
2.5.1. Mikroalg kiiltiirlenme sistemleri

Acik ve kapali sistem olmak {izere mikroalg yetistirmede kullanilan iki sistem vardir.
Acik kiltirlenme sistemleri atmosferik havayla temas halinde oldugundan burada bulunan
etmenlerden kolayca etkilenebilirler. Kapali sistemlerde biiyiime kosullar1 agik sistemlere gore
daha iyi kontrol edilebilir. Ancak acik kiiltiirlenme sistemlerin insa edilmesi ve sistemin
calistirilmas1 kapali sistemlere gore daha kolay oldugundan daha fazla tercih edilmektedir
(Larsdotter, 2006).

Acik sistemler

Biiyiik 6lgekli alg endiistrisinde, oluklu havuz biciminde veya yuvarlak goletler halinde
donen bir kol ile karistirilan sistemler kurulur (Sekil 2.1). Kivriml bir sekilde tasarlanan oluklu
havuzlar kiirek seklinde yavas donen carklarla karistirilir. Bir metreden daha derin olan
fakiiltatif havuzlarda algler ylizeye yakin bulunurlar. Bu havuz dibinin oksijensiz olmasindan
kaynakhidir (Larsdotter, 2006). Atmosferdeki giines 1s181 ve karbondioksiti kullanarak agik
sistemlerdeki maliyet diigiiriilebilir. Ancak mevsimsel olarak degisen durumlar mikroalgleri
olumsuz etkileyebilir. Kurulan agik havuz sistemleri veya oluklu kanallar 0,2-0,3 m derinlige
gore kurulur. Bunun nedeni mikroalglerin giines 151811 daha verimli alabilmesini saglamaktir.
Agik sistemlerde sterilizasyon saglamak imkansiza yakin oldugundan kontaminasyonun Oniine
gecilemez. Fotobiyoreaktore gore acik sistemlerin bazi avantajlar1 olsa da disiik

verimliliklerinden dolay1 dezavantajlar1 da vardir (Gong ve Jiang, 2011).



=

Sekil 2.1. Biyik oOlgekli alg iretiminde kullamilan agik  havuz  sistemi

(http://www.biocenturyresearchfarm.iastate.edu/facilities/algal productionfacility.html).

Kapali sistemler

Fototrofik canlilarin {iretildigi veya fotobiyolojik bir reaksiyonun gergeklestirildigi
reaktorler fotobiyoreaktor olarak adlandirilir. Agik sistemlere gore fotobiyoreaktorler, mantar,
bakteri gibi mikroorganizma kontaminasyonu ya da tiirler arasi rekabetten kaynakli inokiile
edilen orijinal tiiriin diger mikroalg tiirlerinin baskilanmasindan korunmasini saglar ve istenilen
tiriin baskinhigim saglayacak kosullarin daha iyi kontrol edilebilecegi kapali kiiltiir ortami

saglar (Richmond, 2014).

Tibiler reaktorler (Sekil 2.2) ve kapali fotobiyoreaktorler (Sekil 2.3) olmak iizere iki
ana tip foto-reaktor vardir. Tiibiiler fotobiyoreaktorlerde 151gin temas yiizeyi oldukga genistir.
Dis mekan Kkiiltiirlenmesine ve ticari anlamda biiyiik biyokiitle iiretimine elverislidir. Ig
mekanda kurulan fotobiyoreaktorler de giines 15181 kullanilamadigi i¢in halojen lambalar
kullanilir. D1g mekan fotobiyoreaktolerinde kiiltiir ortamlarinin karigsmamasi ve maksimum
verimlilige ulasabilmek igin hava pompalart kullanilmaktadir. Sicaklik degisimleri, 151k, pH,
CO, ve ¢oziinmiis O. degerleri fotobiyoreaktorlerin iiretkenliklerini etkileyebilir. Biyokiitle
konsantrasyonu, aydinlatma siiresi ve 1s1k doygunlugu mikroalglerin biiyiime hizini

etkileyebilmektedir (Chisti, 2008).

Fotobiyoreaktorler, kiiltiiriin  atmosferden dogrudan gelecek olan gazlarin ve
kirleticelerin gegisini engellerken aym1 zamanda kiiltiir ortamima simrlayic1 etki gdstermez
(Richmond, 2014). Diisiik kirlenme, minimum buharlagma, yiiksek verimlilik, diisitk CO; kaybu,

yiiksek alg yogunlugu ve kiiltiir ortaminin kontroliiniin daha iyi olmasiyla fotobiyoreaktorler


http://www.biocenturyresearchfarm.iastate.edu/facilities/%20algalproductionfacility.html

acik sistemlere gore avantajlidir. Kurulum, igsletme ve bakim maliyetleri fotobiyoreaktorler igin
dezavantaj olsa da yiiksek biyokiitle verimliligi bu durumu telafi edilebilmektedir. Buna ragmen
kurulum maliyetinin yiiksek olmasi, algal biyodizelin dretimi sinirlandirmaktadir (Gong ve
Jiang, 2011).
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Sekil 2.2. Tubiiler alg sistemi (http://www.variconaqua.com/products-services/phyco-flow/).


http://www.variconaqua.com/products-services/phyco-flow/

Sekil 2.3. Kapali fotobiyoreaktor (https://qubitbiology.com/photobioreactors-2/).

Donen algal biyofilm reaktorii

Donen algal biyofilm reaktorii (RABR), suyla temas eden, iizerinde biyofilm olusumu
igin yerlestirilmis bir substrat yiizeyi olan silindirin, mikroalgal biyokiitleleri su igine ve disina
dondiirerek giines 1s181na ve besine mikroalgal biyokiitlenin esit sekilde temas etmesini saglayan
biyofilm temelli bir reaktordiir (Sekil 2.4). Geleneksel biiyiitme sistemlerine kiyasla donen algal
biyofilm reaktorleri santrifiijleme, polimer ve sedimantasyon iglemlerini ortadan kaldirarak
maliyetli hasat islemlerini azaltabilir. Toplanan biyofilmlerden zengin besinli hayvan yemi,

biyoplastik, farmasoétik bilesikler ve biyoyakit elde edilebilir (Fica ve Sims, 2016).

RABR kanal havuzlarina kiyasla {i¢ boyutlu olmasinda dolayr dikey olarak alg
iiretebilmesi iki boyutlu olan kanal havuzlarina gore daha az bir alanda kurulabilip mekan

sikintisinin oldugu yerlerde ekim yapilmasinda avantaj saglar (Gross, vd., 2015).


https://qubitbiology.com/photobioreactors-2/

Sekil 2.4. Donen algal biyofilm reaktor (Smith, vd., 2013).

2.5.2. pH

Mikroalglerin metabolik faaliyetlerini gergeklestirebilmesi i¢in pH degeri 6nemli bir
faktordiir. pH degeri 10-11 diizeyini astigindan mikroalg gelisimi engeller. 7-9 arasindaki pH
degerleri ¢cogu alg tiirlinlin gelisimi igin optimum degerdir, fakat baz1 alg tiirleri asidik veya
alkali kosullarda gerekli gelisimi gdsterebilirler. pH degerleri nitrat ve karbondioksit aliminda
yiikselirken amonyak aliminda azalmaktadir. Ayn1 zamanda fotosentez esnasinda CO2’ i
kullandiklarindan ortam pH’1 yiikselir. pH degerinin yilikselmesini kontrol altinda tutmak igin
asetik asit (CH3COOH) ya da hidroklorik asit (HCI) kullanilmaktadir. CH;COOH mikroalgler
icin bir karbon kaynagi oldugundan, mikroalg gelisiminde HCI’ ye gore daha fazla avantaj
vardir (Elcik ve Cakmake1, 2017).

2.5.3. Isik

Fotosentetik canlilarin yagamlarin1 devam ettirebilmeleri i¢in 151k zorunlu bir faktordiir.
Biyokiitle tiretiminde 151k optimum diizeyde olmalidir. Bunun nedeni fotosentetik biiyiimenin
hiicrelerin kullandig 151k enerjisi ile dogru orantida olmasindandir. Isik yogunlugunun artmasi
fotosentetik biiylimenin hizin1 arttiracagi gibi belirli bir diizeyin {stiine ¢ikmasi durumunda
biiylimeyi kisitlayabilmektedir. Organizmalarin yiiksek 1518a maruz kalmalar1 fizyolojik

dengelerini bozabilir hatta organizmada biiyiik zararlara yol agabilmektedir (Richmond, 2014).
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Mikroalgler 15181 yakalamak i¢in fotosistemlerinde bulun antenleri kullanirlar ve bu
antenler fotonlarn yakalayarak fotosentez reaksiyon merkezine gondermede gorev alir. Farkli
151k yogunluklarma adapte olmak icin mikroalgler antenlerin boyutunda ve fotosistem
sayilarinda degisik yapabilirler. Kiiltiir ortamlarinda 151k kaynagi dogal ya da yapay olarak
kullanilabilir. Ornegin, laboratuar ortamlarinda giines gibi dogal bir 151k kaynag
kullanilamayacagindan yapay 1sik kaynagi olarak floresan lambalar kullanilmaktadir. Fakat
floresan lambalarin gesitli tipte ve buna bagli olarak yaydigr 151tk miktarinin farkli olmasindan

dolayi kullanilacak lambanin 6zelliklerine dikkat edilmelidir (Cakmak, 2013).

Fotosentetik mikroalgler, fotosentez reaksiyonlarimi gergeklestirebilmek igin 151k ve
karbondioksiti  kullanmaktadirlar. Emilen 151k enerjisi, adenozintrifosfat (ATP) ve
nikotinamidadenindiniikleotit fosfat (NADP)’ a donistiriilii. Mikroalgler fotosentez
tepkimelerini gergeklestirebilmek igin 400-700 nm arasindaki 1siktan faydalanirlar. Mikroalg
tiiriine gore sogurulan 1513m dalga boylar1 farklihik gostermektedir. Ornegin, yesil mikroalgler
450-475 nm ile 630-675 nm dalga boyundaki 1$181 fotosentezde kullanmak igin
sogurmaktadirlar. Genel olarak g¢ogu fotosentetik mikroorganizmalarin 200 pmol-m?-s-

laydinlatma diizeyinde doygunluga ulastig1 bilinmektedir (Elcik ve Cakmakg1, 2017).
2.5.4. Sicakhk

Sicaklik biyokimyasal reaksiyonlar iizerinde bir etkiye sahiptir. Bu da sicakligin alglerin
biyokimyasal yapilar1 iizerinde etkili olan en Onemli c¢evresel etmen haline getirmektedir.
Biiyiime i¢in gerekli olan optimal sicakligin diigiiriilmesi membran sistemindeki doymamus lipit
miktarini  arttirmaktadir. Tilakoid membranlarin artan akiskanlhi§i ve stabilitesi diisiik
sicaklilarda meydana gelen foton inhibasyonuna karsi fotosentetik canliyr korumaktadir

(Cakmak, 2013).

Bazi alg tiirleri yiiksek sicakliklarda hayatim1 devam ettiremezken, bazilar yiiksek
sicakliklardan etkilenmeden canliligin1 = siirdiirebilmektedirler. Bu yiizden kiiltiirlenmesi
saglanacak alg tiirliniin yasayabildigi sicaklik degerleri bilinmelidir. Mikroalglerin tiretiminde
genellikle 16-27°C sicaklik degerleri tercih edilmektedir. Ciinkii 16°C’ nin altindaki
sicakliklarda tireme minimuma inerken, 35°C’ nin {istiine ¢ikan sicakliklar &ldiiriicii etki

gostermektedir (Cakmak, 2013).

Fotosentez ve solunum reaksiyonlarinin oranlarint koruyabilmek icin biiyiime
sicakliginin optimal degerlerin altina disiiriilme mekanizmast kullanilabilir. Ancak bunun

tiretilen enzim miktarinin artmasina neden olabilecegi de tespit edilmistir. Ayrica optimal
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degerin altinda kalan sicakliklar aminoasitlerin ve tlirevlerinin hiicre igerisinde birikimini
arttirir. Biriken bu maddeler mikroalgin soguk havaya karst olan toleransim1 ve dayanikliligini

arttirabilir (Richmond, 2014).
2.5.5. Besin elementleri

Mikroalgler fototrofik iiremelerinde mikro elementleri, makro elementleri ve
vitaminleri kullanirlar. Makro elementlerden olan azot (N), aminoasitlerin ve niikleik asitlerin
temelini olusturdugundan en gereksinim duyulan elementtir. Bundan dolay1 azot eksikligi
mikroalg gelisimi etkiyen bir faktordiir. Yapilan ¢aligmalarda yag biyosentezinde ve
biriktirilmesinde azot sinirlamasiyla ve azotun ortamdan cekilmesiyle basarili olunmustur
(Chisti, 2007). Nitrit (NO>), nitrat (NO3), amonyum (NH.) veya tire mikroalgler tarafindan azot
kaynag1 olarak kullanilirlar. Kullanimlarinda oncelik sirasina NHg-iire-NO3-NO; seklinde

gerceklesmektedir (Elcik ve Cakmake1, 2017).

Yapisal ve fonksiyonel maddeleri olusturmakta, hiicre i¢i metabolik olaylarda ve
mikroalglerin gelismesinde fosfor (P) elementi 6nemli rol alir. Fosfor ortamda K>HPOL,,
KH,PO4, NaHPO4.12H,0, Na;HPO4.7H,0, NaH.PO4.7H,O gibi P tuzlart bigiminde
bulunmaktadirlar. Mikroalgler ilizerinde fosfor sinirlamasi uygulamak lipit liretimini uyarici
etkisi oldugu bilinmektedir (Cakmak, 2013). Fosfor fotosentez, solunum reaksiyonlari ve enerji
transferi gibi hiicre igin 6nemli olan reaksiyonlarda gorev alan bir elementtir (Elcik ve
Cakmakgi, 2017). Biotin ve tiamin gibi vitaminlerin yapisinda bulunan kiikiirt (S), N ile beraber
proteinlerin yapitagini  olusturmaktadir. Molekiiler S hiicre iginde organik kiikiirde
donustiiriilerek siilfat iyonu seklinde tekrar kiikiirt iiretilebilmesi ig¢in biriktirilir (Cakmak,
2013). Eriyebilir tuz halinde organizmalarda bulunan potasyum, hiicre ozmatik basincinin
diizenlemesinde rol alir. Ozellikle erimis K* Kkatyonu halinde bulunarak turgor basmcinin
olusmasini da saglar. Bunlarin yaninda solunum ve fotosentez enzimlerinin aktiflestirmede de
rol oynarlar (Cakmak, 2013). Hiicre ¢eperinin sentezlenmesinde rol alam kalsiyum, hiicre iginde
Ca* iyonu seklinde bulunurlar. Organizmanin cevresel etkilere verdigi tepkilerin sekonder
habercisi olarak gorev aldigi da bilinmektedir (Cakmak, 2013). Klorofil molekiiliiniin yapisinin
olusumunda gerekli olan magnezyum ayrica hiicre iginde Mg*? iyonlar1 halinde bulunarak DNA
ve RNA sentezindeki enzimlerin aktif hale gelmesinde, solunum ve fotosentez reaksiyonlarinda
da rol alir (Cakmak, 2013).
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2.6. Mikroalglerin Fotosentez Tepkimeleri

Fotosentez, giines 1s1gindaki enerjinin doniistiirilmesini simgeleyen bir reaksiyondur.
Bu reaksiyonda, fototroflar giinesten gelen 15181 ve inorganik bilesikleri kullanarak organik
bilesikleri sentezlemektedir. Diinya iizerindeki biitiin canlilar, metabolizmal reaksiyonlar1 ve
biiylimelerinin gerceklesebilmesi icin direkt ya da indirekt olarak fotosentez olayina gereksinim

duymaktadirlar (Elcik ve Cakmakg1, 2017).

Okaryotik ve ototrofik 6zellik gdsteren mikroalgler icerdikleri pigmentlere gore su
siiflara ayrilmaktadirlar; Rhodophyta, Chrysophyceae, Phaeophyceae ve Chlorophyta. Bu
fotosentetik pigmentler kloroplastin igerisindeki tilakoid membranlarda ve kloroplastin

stromasinda bulundurmaktadirlar (Elcik ve Cakmakg1, 2017).

Oksijenin kullanildig: fotosentez reaksiyonlar1 karbondioksit ve suyun karbonhidratlara
donistiiriilmesi  i¢in ~ sogurulan  1518in yardimc1  oldugu  bir  tepkime  olarak
nitelendirilebilmektedir. Fotosentez iki asamada gergeklesen bir reaksiyon dizisidir. Bu
asamalar, 1518a bagimli reaksiyonlar ve 1siktan bagimsiz reaksiyonlar olarak isimlendirilir. Isiga
bagimli tepkimelerde fotosentetik zarlar 1sik enerjisini, NADPH ve ATP’ ye donistiirir.
Kloroplastin stromasinda meydana gelen isiktan bagimsiz tepkimelerde ise karbondioksit
karbonhidrata doniistiiriiliirken, 1s18a bagimli tepkimelerde iretilmis olan ATP ve NADPH
kullanilmaktadir (Elcik ve Cakmakg1, 2017).

Yapilan calismalara gore 151k foton adi verilen paket formlar seklinde yayilmaktadir.
Fotosenteze yardimci olan pigmentler fotonlarin enerjisini sogurur ve kimyasal olaylar igin
gerekli olan tepkime merkezine aktarir. Fotondaki elektronlar1 klorofilden koparabilmek i¢in
ATP’ ye ihtiyac vardir. Goriinen 15181n dalga boylar1 380 nm’ den, 750 nm’ ye kadar degiskenlik
gostermektedir (Sekil 2.5). Fotosentetik etkinlik 1518 dalga boyu ile iligskilendirilebilmektedir.
Mikroalgler fotosentez tepkimesini gergeklestirebilmek i¢in 400 ve 700 nm dalga boylarindaki
15181 tercih  ederler. Sogurulan 1s18in  dalga boyu mikroalg tiiriine gore gesitlilik
gosterebilmektedir (Elcik ve Cakmake1, 2017).

Fotosentez yapan canlilar 1giktaki enerjiyi sogurabilmek icin bazi pigmentlere
gereksinim duymaktadir ve bu pigmentler klorofil, karotenoid ve fikobilinler olmak iizere 3 ayr1
baslikta incelenmektedirler (Richmond, 2014).

Klorofil pigmenti, ortasinda Mg*? atomu ihtiva eden tetrapirol bir halka ve uzun zincirli

bir alkoliin birlesiminden olusmaktadir. Klorofil pigmentinin a, b, ¢, d olarak isimlendirilen
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gesitli yapisal formlar1 bulunmaktadir. Klorofil a tiim fototroflarda reaksiyon merkezinde
bulunmaktadir. Fotosentez icin kullanilacak olan 1s18in absorbsiyonunda ise klorofil b ve ¢
bulunmaktadir. Anten pigmentleri olarak gorev yapan klorofil b, ¢ ve d 1518in absorbsiyon
araliklarinin  genisletilmesinde gorevli olan pigmentlerdir (Richmond, 2014). Klorofil ve
karotenoid pigmentlerinin miktarlarinin 6lgiilmesi igin metanol, etanol gibi organik maddeler
kullanilmaktadir. Organik maddelerde ¢6ziinen orneklerin absorbansi spektrofotometrik olarak
belirlenebilir ve belirlenen matematik formiilleriyle hesaplanabilmektedirler (Lichtenthaler ve
Wellburn, 1983).

Fotosentez  tepkimelerindeki 1518a  bagimli  reaksiyonlar tilakoid  zarlarda
gerceklesmektedir. Gelismis bitkilerin kloroplastinda grana olarak isimlendirilen st tiste
dizilmis tilakoidler bulunmaktadir. Bu grana yapist ““stromal lamella’ ile birbirlerine baglidirlar.
Cogu alg tiirtinde bu tilakoid zarlar Gglii diziler halinde istiflenmistir. Bu tilakoidler 5 ana
yapidan olugmaktadir. Bunlar 1g1k absorbsiyonunu saglayan anten pigmentleri, fotosistem Il
(PSII) ve fotosistem | (PSI), sitokrom-be/f, fotosentetik elektronlarin tasinmasimi ve

fotofosforilasyonu saglayan ATPsentaz pompasidir (Richmond, 2014).

Isiga bagimh reaksiyonlarin ana gorevi, karbon 6ziimlemesi igin gereken NADPH ve
ATP’ nin tretim tepkimelerini gergeklestirmektir. Isik, fotosistem | ve fotosistem 1l olarak
adlandirilan bir kompleks tarafindan absorbe edilir ve bu sistemler Z seklinde dizayn edilmis bir
elektron tagima sistemi (ETS) ile birlikte galigmaktadir. Isigin absorbsiyonunun akabinde su
hidrolize edilir, sudan gelen iki elektron ve hidrojenlerin katkisiyla NADPH {iretilmis olur.
Bununla birlikte bir pH degisikligi olusturmak igin hidrojenler tilakoid bosluga
pompalanmaktadir. Kemiosmotik hipoteze gore ATPsentaz pompasi adi verilen yapi1 sayesinde

pompalanan hidrojenlerin yardimiyla ATP iretilir (Richmond, 2014).

Isikga bagimli olmayan reaksiyonlarda karbondioksitin 6ziimlenmesi igin iki molekiil
NADPH’ a ve ii¢ molekiil ATP’ ye gereksinim duyulmaktadir. Bu mekanizma 1940’ lar da
Calvin ve Benson isimli bilim insanlar1 tarafindan kesfedilmis ve karbondioksitin sekerlere
doniistliriilebilmesi icin dort farkli asamadan gecmesi gerektigini rapor etmislerdir.
Karbondioksit oncelikle Rubisko olarak adlandirilan bir enzim yardimiyla kataliz edilir. Bu
reaksiyon sonucunda elde edilen ilk 6C’ lu kararsiz ara bilesikten karbon azaltmak i¢in NADPH
ve ATP kullanilarak gliseraldehid (PGAL) olusturulmaktadir. Elde edilen PGAL’ nin bir kisimi
dongiiniin siirdiiriilebilmesi i¢in riibilozbifosfat adi verilen bilesige doniisiimii saglanir ve bu

basamaklarin her biri birer enzimatik reaksiyondur. Gerg¢eklesen dongiiniin neticesinde elde
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edilen birincil {irin karbonhidratlardir. Fakat bunun yaninda organik asitler, aminoasitler ve yag

asitleri de fotosentez tepkimesinin karbon yakalama basamaginda tiretilir (Richmond, 2014).

Yag asitleri ve triagilgliseroller (TAG), fotosentezin karbon fiksasyonunda
sentezlenmektedir. Bu tepkimelerin meydana gelme basamaklari herhangi bir organizmanin
iiretilecek yag asitlerinin 6nciil maddelerinin eldesini ve buna bagli olarak TAG’ larin
sentezlenme ve depolanabilme kabiliyetlerini etkileyebilmektedir. Elde edilecek yag asitinin
sentezi asetil koenzim-A (asetil CoA)’ nin karboksilasyon tepkimesi ile baslamaktadir. Malonil
koenzim-A (malonil CoA)’ nin elde edilebilmesi i¢in bir molekiil ATP hidrolize edilir. Malonil
CoA, tastyici olan bir agil protein ile birlestirilir ve bu reaksiyon agil protein zinciri uzayana dek
devam eder ve Kkloroplasttaki uygun boélgeden ayrilarak endoplazmik retikuluma girer.
Endoplazmik retikulumda istenilen lipitlere doniistiiriilmeden once birkag farkli isleme maruz
kalabilirler. Islemlerin sonucunda iiretilen yag asitleri gereksinim duyulan lipit molekiillerine
doniisimii saglanir ya da farkli lipitlere donistiiriilmek tizere endoplazmik retikulumda
depolanir. Uretilen TAG’ lar hiicre tarafindan genellikle enerji rezervuari ya da membranlarin
yapt tast olarak depolanir ve gereksinim duyuldugunda depolanan bu TAG’ lar istenilen

reaksiyonun gergeklesmesi i¢in kullanilirlar (Schuhmann, vd., 2014).

Transeterifikasyon iglemi ile mikroalglerdeki TAG’ lar kolaylikla biyodizele doniisebilir
ozelliktedir. Ticari olarak mikroalglerin kiiltiirlenmesiyle, biyodizel eldesi saglanan diger
maddelerden 10 ile 20 kat daha fazla verim elde edilmesi saglanabilir. Biyodizelin elde
edilebilmesi i¢in gereken yogun enerjiye sahip olan organik bilesiklerin {iretilebilmesini

saglayan tek islem fotosentezdir (Sharma, vd., 2012).
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Sekil 2.5. Goriiniir 151k semas: (https:/fullbilgi.net/egitim/kimya/elektromanyetik-dalga-

spektrumu-nedir-ozellikleri-ve-cesitleri/comment-page-2/).

2.7. Alglerin Lipit Kompozisyonlari ve Uretim Mekanizmalar

Mikroalglerin ~ fotosentezi  bitkilerle fazlaca benzerlik gostermektedir. Fakat
mikroalglerde gergeklesen fotosentezin hizi ve mikroalgal hiicrelerin biiyiime hizi bitkilere gore
daha hizli gerceklesmektedir. Bu yiizden bitkilere gore lipit biriktirme oranlar1 daha yiiksektir
(Gour, vd., 2016). Mikroalglerin tirettigi lipitler non-polar lipitler (TAG) ve yapisal polar lipitler
olmak tizere ayr1 kategorilerde incelenmektedir (Luna, 2016). Besinlerin eksikligi gibi stres
olusturan kosullarda mikroalg tiirleri yag asitlerini hiicre zarinin yapisim olusturan lipitlerden,
triagilgliserol (TAG) sentezine ve dnceden olusturulmus membran lipitlerini triagilgliserollere
donistiirerek hiicre icerisinde biiyiilk miktarda lipit birikimini saglayabilmektedir. Hiicre
icerisinde depolanan lipitler okaryotik 6zellik gosteren birgok hiicrede yag damlacigi olarak
depolanir (Xu, vd., 2016). Hiicre icerisinde biriktirilen bu lipitler agirlikli olarak doymus yag
asitlerinden ve transesterifikasyon islemine tabi tutulup biyodizel yapiminda kullanilabilen bazi
doymamig yag asitlerinden (TAG) olusmaktadir. Yapisal lipitler ise sucul hayvanlar ve insalar
i¢in gerekli olan doymamis yag asitlerini igerir. Polar lipitler ve steroller, hiicre ve organeller

icin segici gegirgen Ozellikte olan hiicre zar1 yapisina katilirlar (Sharma, vd., 2012).

Cogu mikroalg ortam kosullarinin degisikligine cevap olarak lipit metabolizmasin
degistirebilmektedir. Stres kosullarinda iiretilen bu lipitler biyodizel iiretimi i¢in uygundur.
TAG’ lerin olusum sekli ve igerigi mikroalglerin tiirline 6zglindiir (Sharma, vd., 2012).
Mikroalglerde biyodizel olarak kullanilan lipitlerin sentez yollar1 yag asidi sentaz (FAS) ve
triagilgliserol (TAG) biyosentez yoluna dayanir. Genel olarak FAS enzim kompleksi lipit temelli
biyodizel iiretimi i¢in doymus yag asitlerini (SFA) sentezler. Doymus ve tekli doymamig C12:0,
C14:0, C16:0, Cl16:1, C18:0, C18:1 gibi biyodizel iiretimi i¢in en uygun yag asitleridir.
Mikroalgler C14:0, C16:0, C18:0’ da dahil olmak tizere doymus yag asitlerini sentezlemek i¢in


https://fullbilgi.net/egitim/kimya/elektromanyetik-dalga-spektrumu-nedir-ozellikleri-ve-cesitleri/comment-page-2/
https://fullbilgi.net/egitim/kimya/elektromanyetik-dalga-spektrumu-nedir-ozellikleri-ve-cesitleri/comment-page-2/
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asetil-CoA karboksilaz ve tipll yag asiti sentaz1 (FAS) kullanabilmektedir (Sun, vd., 2018). Yag
asidi biyosentezinde acil tastyici protein (ACP) malonil Coa’ y1 iizerine alir ve ilk olarak apo-
ACP’ yi bir fosfopantetiniltransferaz (PPTase) ile translasyonla modifiye eder. Modifikasyon
sonras1 elde edilen “kol” yag asidi biyosentezi siiresince gelisen yag asidini tioester bagi ile
baglar. A¢il-ACP iizerinde B-ketoagil-ACP sentaz IlI, B-keton uzatilmig 2-karbon birimi
meydana getirebilmek i¢in malonil-CoA’ y1 asetil-CoA ile yogunlastirir. Bu yogunlagsmadan
sonra enoilrediiktaz (ER), ketorediiktaz (KR), dehidrataz (DH) enzimleri ile doymus metilen
birimlerine indirgenir. Bu dongii KASI (C4’ti C16’ya uzatan) ve KASII (C16’y1 C18’e uzatan)
ile yedi kez tekrar eder. Hedef uzunluguna ulasan olgun yag asidi, ya sitozole bir tioesteraz (TE)
bolgesinin etkisiyle hidrolize edildigi 0karyotik yol ile ihra¢ edilen yag asidi, plastid ihracat:
icin FAS’ tan salinir ya da membran lipitlerine dahil edilmek tizere bir agiltransferaz ile gliserol-
3-fosfata aktarilir ve prokaryotik yol ile plastidde korunur. Bitkilerde, yag asitleri tioesterazlarla
ACP’lere hidrolize edilip plastid zarfina yayilirlar. CoAligaz enzimi ile CoA ile esterlenir ve
buradaki yag acil-CoA, membran fosfolipitleri ve depolama triglisetileri iceren hiicresel

lipitlerde dahil olmak i¢in kloroplasttan ayrilir (Blatti, vd., 2013).

Yag asitleri kloroplasttan giktiktan sonra bir ag¢il-CoAsentetaz sayesinde CoA’ ya
baglanir ve endoplazmik retikuluma alimir. Burada gliserollii lipitlerin biyosentezinde ana
metabolit olan fosfatidik asidin TAG, fosfatidiletanolamin ve fofatidilkolin de dahil olmak
tizere- gliserol-3-fosfata aktarilmadan uzama ve desatiirasyona maruz kalabilirler. Olusan
iiriinler agiltransferazlardan dolay1 acil boliimlerini degistirebilirler. Bu nedenle hiicrenin yag
asitlerini depo lipitlerinin olusturmak i¢in membrandan geri tahvilini temin edebilir ve gliserollii
lipitlerin tiirlerini arttirabilir. Triagilgliseroller hiicre gereksinim duyana kadar enerji kaynagi ve
yag asidi kaynag1 olarak biriktirildikleri lipit cisimlerine ya da damlaciklarina aktarirlar (Sekil

2.6) (Schuhmann, vd., 2014).

Bitkilerde Okaryotik ve prokaryotik lipit sonlandirma ydntemi arasinda tioesterazlar
karbon akigini tayin eder ve lipit biyosentezindemetabolik bir koruyucu goérevi iistlenir.
Mikroalglerde de bitkilerde bulunan bu enzimler tanimlanmistir. Bundan dolay1 mikroalglerin
prokartotik ve Okaryotik yollar arasinda uyguladiklar1 ayrimin, bitkilerle benzeri sisteme sahip
olmasi olasidir. TE, islevsel olarak yag asidi tipini tayin ettifinden alg suslarinda yiiksek
biyodizel kalitesi i¢in algal yag asidi zincir uzunlugunu planlamada &ne ¢ikmaktadir (Blatti, vd.,
2013).

D1s mekanlarda ya da laboratuar ortamlarinda mikroalg {tiretip yliksek lipit icerigi

alabilmek i¢in lipit indiikleme yontemlerine ve dig stres sartlarina gereksinim vardir.
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Kombinasyon veya tek halde tasarlanmis kimyasal, fiziksel ya da cevresel uyaricilarla
olusturulan stres kosullar1 altinda lipit ve yag asitlerinin bilesimlerindeki mithim degisiklikler
yiiksek miktarlarda TAG’ lerin sentezini ve birikiminin gerceklesmesini saglar. Mikroalglerde
lipit indiiklenmesinde sicaklik, agir metaller, 151k, pH, azot ve/veya fosfor aglig gibi ¢ok ¢esitli
caligmalar yapilmigtir (Sharma, vd., 2012).
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Sekil 2.6. Lipit biyosentezinin sematize hali (https://www.researchgate.net/figure/A-simplified-

scheme-proposed-for-the-lipid-biosynthesis-pathway-in-the-microalgae_figd 235396878).

2.8. Alglerin Lipit Uretim Mekanizmalarim Etkileyen Stres Kosullar1 ve
Olusturduklar: Cevaplar

Sicakligin, 151k yogunlugunun ve pH’ in optimum degerlerde oldugu durumlarda
mikroalglerde biyokiitle artis1 olurken, mikroalgal lipitlerin iiretiminde artis1 saglayabilmek igin
sicaklik, tuzluluk, pH, azot, fosfat ve agir metaller gibi ¢esitli stres kosullar1 uygulanmasi
lazimdir (Wong, vd., 2016).


https://www.researchgate.net/figure/A-simplified-scheme-proposed-for-the-lipid-biosynthesis-pathway-in-the-microalgae_fig4_235396878
https://www.researchgate.net/figure/A-simplified-scheme-proposed-for-the-lipid-biosynthesis-pathway-in-the-microalgae_fig4_235396878
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2.8.1. Sicaklik stresi

Mikroalglerin iireyebilmeleri i¢in gerekli olan sicaklik 20-30°C olmasina ragmen bu
durum tiire gore farklilik gosterebilir. Optimum araliktaki sicakliklarda mikroalgler yiiksek
biyokiitle verimliligi gosterir. Sicaklik optimum degerleri gectiginde ise mikroalg biyokiitlesine

zarar vererek 6lmelerine neden olabilmektedirler (Cheng ve He, 2014).

Bir¢ok mikroalgde polar 6zellik gosteren lipitlerin tiretimi sicakligin miktar1 azaldik¢a
arttigl, sicaklik arttikga polar Ozellik gostermeyen yani triagilgliserollerin miktariin artig
gosterdigi bilinmektedir (Cheng ve He, 2014). Mikroalglerin ¢ogunda polar lipit iiretiminin
sicaklik azaldikca artigi, sicaklik arttikga polar olmayan lipitlerin (TAG) arttig1 gozlenmektedir
(Paliwal vd., 2017). Bundan dolay1 yiiksek kalite ve miktarda lipit tiretimini saglayan sicaklik
biyodizel iiretiminde kullanilabilecek bir ¢evresel kosul olabilir (Cheng ve He, 2014).

2.8.2. Fosfor stresi

Fosfor (P), mikroalglerdeki temel besin maddesidir ve ayni zamanda iiremesinde,
membran gelisiminde, fosfolipit biyosentezinde, niikleik asit biyosentezinde ve enerji
transferinde 6enmli bir gorevi olan bir elementtir (Paliwal vd., 2017). Mikroalglerde lipit
birikimi P stresi ile arttig1 bilinmektedir (Cheng ve He, 2014).

2.8.3. Tuz stresi

Ozmotik basmcm ya da tuzluluk artisina karsi birgok mikroalg tiirii cevap olarak
ozmoregiilator maddeler olusturmak igin kiiglik maddeler biriktirebilirler (Richmond, 2014).
Tuzluluk oraninin yiiksek olmasi mikroalg hiicrelerindeki lipit bilesimi ve igerigini etkileyen
etmenlerden biridir. Tuz stresi, iiretilen yag asitlerindeki doygunluk miktarimi arttirdigi igin
biyodizel verimini arttirabilmektedir (Xu ve Beardall, 1997).

2.8.4. Isik stresi

Cesitli 151tk miktarlarinda mikroalgler, kimyasal kompozisyonlarinda &nemli
degisiklikler meydana getirebilmektedir. Yiiksek 1sikta doymus yag asitleri artarken, diistik
1sikta doymamis yag asitleri artis gostermektedir. Biyodizel {iretimi i¢in uygun olan doymus ve
tekli yag asitlerinin yiiksek 1sikta artig gostermesinden dolay1 yiiksek 11k stresi mikroalglerde
lipit birikiminde kullanilabilecek olan ¢evresel kosullardan biridir (Cheng ve He, 2014).
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2.8.5. Biyofilm formasyonu

Mikroorganizmalar retikleri hiicre dist polimerik molekiillerle (EPS) substrata
gomiiliip kat1 ylizeylerde iireyebilmesine olanak saglayan bir yapi olustururlar. Bu yap1
mikroorganizmalarin koalisyonu olarak da tanilanabilir fakat giniimiizde yaygmn ismi
biyofilmdir (Mantzorou, vd., 2018). Az sayida ¢alisma yapilmasina karsilik, kesfedilmis en eski
biyofilm kalintis1 3,5 milyar yil 6ncesine ait oldugu diistiniilmektedir (Roeselers, vd., 2008).
Ekstraseliiler matrisle ¢evrilenmis ve sivi ortamla miinasebette olan bir substrata baglamis bu
olusuma Costerton ve arkadaslari biyofilm ismini vermislerdir (Polizzi, vd., 2017). Biyofilm
mekanizmasi, ekosistemlerin igleyisinde miihim rol iistlenirler ve dogada neredeyse her kati/sivi
yiizeylerde olusabilirler. Dogadaki enerji akigsina ve besin dongiisiine mithim bir katkida
bulunmaktadirlar (Mantzorou ve Ververidis, 2019). Mikroalgal biyofilmler, ototrofik biyofilmler
olarak da tanimlanirlar, bunun nedeni igerinde heterottofik mikroorganizmalar1 (bakteriler,
protozoalar ve mantarlar) ve mikroalgleri (siyanobakteriler dahil) bulundurmasindandir
(Mantzorou, vd., 2018). Mikroalgal biyofilm yapilart kompleks bir yapida oldugundan
¢oziimlenememis bir yontem olarak da adlandirilmaktadir (Katarzyna, vd., 2015). Mikroalgin
tirtine bagh olarak biyofilmin biiylimesi ve olusum siiresi degismektedir (Mantzorou ve
Ververidis, 2019). Mikroalgler biyofilm olustururken gerceklesen ilk asama, tiirtin absorbsiyon
sistemiyle kat1 yiizeye tutmasidir. Fakat bu asama geri doniistiiriilebilen bir adimdir. ikinci
asamada, hiicre disi polimerik molekiillerle (EPS) meydana geldiginden geri doniisiimii
olmayan adhezyon islemi mevcuttur (Shen, vd., 2014). Yiizeylerde gelisen mikroorganizmalarin
bliylimesini ve bu tiir biyofilmleri destekleyen yapilar katyonlar, organik maddeler ve
proteinlerdir. Biyofilm ortamdan serbest partikiilleri tutmaktansa tiim evrelerde olan
mikroorganizmalarin hiicre boliinmesiyle biiyiir. Boylece katmanli bir yap1 olusturup ii¢ boyutlu
gbzlemlenebilen bir yapi meydana getirir. Hareketsiz hale gelen hiicreler hiicresel bir kiime
meydana getirmistir. Mikroalglerin olusturdugu bu biyofilm difiizyon yontemi ile beslenirler.
Belirli bir kalinliga ulasan biyofilm parazitlerin bulagmasi ya da hiicre 6liimleri ile biiyiime ve
6lim hiz1 hemen hemen esittir. Biyofilm olusturan mikroalgler gesitli iklim kosullarina adapte
olabilirler. Bunun yaninda biyofilm formunun zararli mikroorganizmalara kargt korunakli
gelisim oldugu diisiiniilmektedir (Mantzorou ve Ververidis, 2019). Ozellesmis EPS salgilayarak
mikroalgler ve bakteriler farkli yiizeylere yapisir ve dengelenmelerini saglarlar (Zippel, vd.,
2007; Choudhary, vd., 2017). EPS’ lerin bilesimleri, polisakkarit, protein, niikleik asitler ve
fosfolipit gibi organik bilesiklerden, hidroksil, fosforik, amino gruplart ve karboksilik gibi
islevsel bolgelerden meydana gelmektedir. Bu EPS’ ler biyofilmin bir arada durmasini, kati

ylizeye tutunmayi ve tutunulan yerde bagh kalmayi sagladigi i¢in ¢ok Onemlidir. Ayrica
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polimerik molekiillerin matrisi stres meydana getiren gevresel sartlara ve zararli kimyasallara
karsi koruma saglamanin yaninda besin maddelerini saklama alani olarak kullanabilirler
(Mantzorou ve Ververidis, 2019). Biyofilmde bulunan tiirlerin kompozisyonu, stres sartlari,
besin, biyofilmin yas1 gibi faktorler hiicre disi polimerik molekiilleri etkiyebilmektedir.
Mikroalglerin biyofilm ile kiiltiirleme uygulamalar1 son yillarda yiiksek ilgi gormiistiir. Bunun
nedeni mikroalglerin en ucuz yolla toplanabilmesine ihtiya¢ duyulmasindan meydana gelmistir.
Bu yontem ile biyoyakit {iretimini ve su artitma ihtiyaclar1 karsilanabilir. Cogunlugu laboratuar
ortamlarinda kullanilmak {izere birkac tane sekilleri ve tasarimlar1 amaclarina gore belirlenmis
biyofilm sistemi gelistirilmistir (Mantzorou ve Ververidis, 2019). Geometrik yapilari, kullanilan
malzemeler ve tasarimin mantigi biyofilm sisteminin uygulamasina gore ¢esitlidir (Gross,
2015).

Avantajlar ve dezavantajlar

Avantajlar

e Planktonik forma gore su ihtiyaci daha azdir.

e Kurulum maliyeti daha ucuzdur ve tutunmay1 saglayan malzemeler tekrar kullanilabilir.

e Uretilen biyokiitle, klasik siispansiyon kiiltiirlenmesine gére daha yiiksek oldugu
belirlenmistir.

e Planktonik forma nazaran kiigiik bir alanda iireyebilirler.

e Planktonik forma goére hasat islemi basittir ve ylizey iizerinden kolayca siyrilarak
almabilir.

e Planktonik forma gdre nem orami diisiiktiir, bu sebepten dolay1 ek bir kurutma islemi
uygulamaya gerek kalmayabilir.

e Planktonik forma gore 151k kullanimi daha yiiksektir (Mantzorou ve Ververidis, 2019).

Dezavantajlar

e Yiizey lizerindeki biyofilmin kopmasiyla biyokiitle kayb1 yasanabilir.
e Kullanilan yiizeyler zarar gorebilir ve hem biyokiitle hem de ekonomik olarak sikinti

yaratabilir (Mantzorou ve Ververidis, 2019).
2.8.6. Azot stresi

Azot, mikroalglerdeki tiretilen lipitlerin kompozisyonu iizerinde 6nemli bir etkiye sahip

olan elementtir. Protein ve klorofil olusturmada kullanilir (Wong, vd., 2016). Lipit iceriginin
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arttirllmasinda azot eksiltme yonteminin kullanilmasinin nedeni ucuz, kolay ve farkl alg tiirleri
tizerinde gliclii ve giivenilir etki gosterir (Griffiths, vd., 2011). Azot sinirlamasi, lipit iiretiminde
ekonomik olarak uygulanabilecek etkili bir yontem olsa da biyokiitle verimliligi azalmas1 endise
konusudur (Concas vd., 2016). Biiyiimeleri yavasladiginda alg hiicreleri yag asitlerini
triacilgliserollere gonderip biriktirirler, bunun nedeni membran bilesigi sentezi igin lipit
gereksinimi olmadigindandir. Biyokiitle olusumunda fotosentez ile olusan ATP ve NADPH
kullanilir. Akabinde olusan tepkimelerden dogan ADP ve NADP fotosentezde alict molekiil
olarak kullanilabilir. Hiicre ¢ogalmasi ortamdaki besin kitligindan dolay1r bozuldugunda ana
elektron alicist NADP bitebilir. Isik ile bagli olan fotosentez olay: istemli bir sekilde 1s18in
ortamdan c¢ekilemeyecek olmasindan dolay1 hiicre igerigine zarar verebilmektedir. Yag asidi
biyosentezinde ortamdaki NADPH harcanir ve fazla olan yag asitleri NADP havuzunda
depolanir (Sharma, vd., 2012). Triagilgliseroller ortamdaki karbon ve enerjinin depolanmasinda
gorev alir. Ayn1 zamanda ortamdaki fazla iiretilmis elektronlar1 dahil ederek fotooksidatif
hasardan korur. Optimum kosullar altinda mikroalglerde triagilgliserol {iretimi diisiik olmasina
ragmen azot sinirlamasi uygulandiginda triagilgliserol tiretimi hiicrelerin kuru agirliklarinin
%40’ n1 olusturabilir (Breuer, vd., 2013). Yapilan bir ¢alismada C. vulgaris ve Scenedesmus sp.
mikroalglerinin azot sinirlamasi altinda lipit {iretiminde artis meydana getirdigini bildirmislerdir
(Griffiths, vd., 2011). Azot sinirlanmis kosullarin uygulanacag tiiriin dikkatli se¢ilmesi énemi
ve orta diizeydeki azot sinirlamasinin basarili oldugu yapilan bazi ¢alismalarda raporlanmistir
(Hsieh ve Wu, 2009; Stephenson, vd., 2010; Takagi, vd., 2000; Rodolfi vd., 2009).

2.9. Mikroalglerin Endiistriyel Biyoyakit Uretiminde Kullanilmasi

2.9.1. Elde edilen biyoyakit tiirleri

Biyodizel

Uzun zincirli yag asitlerinin mono alkil esterleri olarak tanimlanan biyodizel,
yenilenebilir hammaddelerden (mikroalgler, bitkisel yaglar, hayvansal yaglar gibi) elde edilir.
Petrol dizeliyle yarigabilecek nitelige sahip olmasinin yaninda biyodizel, biyolojik ayrismaya
miisait, karbondioksit emisyonunun azalmasinda etkin ve yenilenebilen bir yakittir. Kullanilan
alkol ve hammaddeye gore biyodizelin 6zellikleri farklilik gosterebilmektedir. Yine de direkt
veya karisim halinde yakit olarak kullanilabilirler (Soydemir, 2016). Biyodizel, yagmn
transesterifike edilmesiyle petrol dizelinin viskozitesine ulastirilarak iretilir (Demirbag ve
Demirbas, 2010).
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Biyometan

Biyometan fermentasyonu ile degerli bir iiriin olan biyogaz olusumunu saglamak
biyometan iiretimine ilgiyi ¢ekmistir (Rawat, vd., 2010). Biyogaz anaerobik canlilarin anaerobik
sindirim ile olusur. Temelin de CO, (%25-45) ve metan (%55-75) karisimui vardir. Anaerobik
sindirim ile metan olusturulurken artik kalan biyokiitle giibre iiretmek i¢in tekrardan islenebilir.
Biyogaz ¢esitli ¢evresel etmenlerden etkilenebilir. Bunlarin basinda sicaklik, pH, reaktorde
bulunma siiresi ve organik yiiklemeler gelebilir. Mikroalglerden biyogaz iiretimi her ne kadar iyi
bir potansiyel olmasi ragmen giiniimiizde heniiz ticari bir uygulama bulunmamaktadir. Ozellikle
metan eldesi i¢in yapilan alg yetistiriciligi ile atik su aritma tesisinin birlestirilmesiyle {iretim
maliyeti az ve karli bir girisim olabilir Bu girisim aym zamanda Otrofikasyonu

engelleyebilecegi i¢in atik sularin temizlenmesine de sebep olabilir (Singh ve Gu, 2010).

Biyoetanol

Son zamanlarda mikroalgler {izerinden biyoetanol iiretilebilmesi i¢in fermantasyon
isleminin kullanildigt ¢okg¢a deneme yapilmaktadir. Bu durumun nedeni mikroalgler,
fermantasyon igin gerekli olan protein ve karbondioksitin bolca biinyesinde bulundurmasidir.
Yapilan caligmalarda mikroalglerin biyoetanol iiretiminde kullanilabilecek iyi bir substrat
oldugu rapor edilmistir. Alglerden biyoetanol elde etmek icin fermantasyon ve gasifikasyon

yontemleri kullanilmaktadir (Singh ve Gu, 2010).

Mikroalglerin fermantasyonla biyoetanol iiretebilmelerinde birincil olarak anaerobik ve
151k almayan yerde bekleterek etanol meydana getirmesi beklenilmelidir. Daha sonra iiretilen
etanoliin saflastirilmas1 ile biyoetanol formuna doniistiiriilebilir. Ikincil olarak fermantasyon
isleminin sonucunda mikroalg biyokiitlesi anaerobik sindirim islemiyle elektrik {iretimi igin

metan formuna getirilebilir (Singh ve Gu, 2010).

Mikroalglerden fermantasyon ile biyoetanol {retimi prosediirii, mikroalglerden
biyodizel iiretimi i¢in uygulanan prosediirden daha kolaydir. Ayrica fermantasyon neticesinde
meydana gelen karbondioksit alglerin besiyerleri i¢in doniistiiriilecek bir formasyondadir.
Yapilan bu ydntemle sera gazinin yayilimi azaltilabilir (Singh ve Gu, 2010). Alglerden
biyoetanol iiretiminin heniiz ticarilesmemesinin nedeni yapilan ¢aligmalarin baslangig

asamasinda olmasindandir (Rawat, vd., 2010).
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2.10. Mikroalglerden Biyodizel Eldesi i¢cin Uygulanan Prosediirler

Alglerden biyodizel olusturulmas i¢in ilk olarak lipit ekstraksiyonu islemi sonrasinda
gereksiz olan solventin buharlastirilmast ve mikroalglerden tiretilen lipitin biyodizele

doniisiimiiniin saglanmasi i¢in ilgili prosediirlerin uygulanmalidir (Robles-Medina, vd., 2009).

Bitkilerden elde edilen lipitler, petrol dizeli ile belli bir miktarda karistirildiginda direkt
biyodizel yerine kullanilabilirler. Ancak bitkisel yaglardan elde edilen bu biyodizel, yiiksek
akigkanligi sebebiyle, dizel motorlu araglarda dogrudan kullanilacak durumda degildir ve
bundan dolay1 bazi iglemlerden gegirilmelidir (Robles-Medina, vd., 2009).

2.10.1. Piroliz

Biyokiitlelerin piroliz olayi, likit, gaz yakitlari, aktif karbon ve miihim kimyasallarin
eszamanli olusturulmasi i¢in gelecek vaadeden bir teknik olarak diisiiniilebilmektedir (Minkova,
vd., 2001). Mikroalglerin biyokiitlesinin O, eksikliginde 1sitilmasiyla ya da bir nebze diisiik O
kaynagi mevcudiyetinde yandigi termokimyasal yontemdir. Pirolizle firetilen dizel, petrol
dizeliyle benzerlik gosteren kimyasal bilesime sahiptir fakat piroliz islemi neticesinde meydana
gelen agir karbon birikintilerinin gz ardi edilebilir bir boyutta olmadig1 bilinmektedir (Pragya,
vd., 2013).

2.10.2. Mikro-emiilsifikasyon

Mikro-emiilsifikasyon igleminde metanol/etanol gibi alkol tiirevleri kullanilir. Son
zamanlarda etanol ve metanole benzeyen kisa zincirli karismayan alkol tiirevleri ve iyonik olan
veya non-iyonik amfipillerle mikro-emiilsifikasyon islemini gerceklestirerek, bitkilerden elde
edilen yaglarin yiiksek akigskanliklarinin diistiriilmesi tistiine deneyler yapilmaktadir (Demirbas,
2009). Ancak bu islem ile bitkisel igerkli yaglarin viskozitesinin azaltilmig olsa bile yagin
yaniciligimin azalmasindan dolay1 enerji kaybina neden olmus, agir karbon birikmesiyle

neticelenmistir (Pragya, vd., 2013).
2.10.3. Transesterifikasyon

Mikro-emiilsiyon ile piroliz islemlerinin maliyeti yiiksektir ve {iretilen biyodizelin
kalitesi ¢ok diisiiktiir. Biyodizel tiretiminde transesterifikasyon islemi son zamanlarda yayginca
kullanilan yontemdir. Bundan dolayi, transesterifikasyon neticesinde olusturulan yag asidi metil

esterlerinin, petrol dizeli bilesimine benzemektedir (Pragya, vd., 2013).
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Transesterifikasyon yontemi, akiskan mikroalgal lipitin molekiil agirlikligi disiik yag
asidi alkil esterlerine doniistiirmektedir. Uygulanan bu yontem, temel yag ile kisa zincirli alkol
arasinda katalizor ile gergeklesen bir reaksiyondur. Uygulanan yontem neticesinde FAME ve

gliserol meydana gelmektedir (Pragya, vd., 2013).

Transesterifikasyon da kullanilan etanol, mayalanma neticesinde olusabilir, bu nedenle
yenilenebilen ve toksikitesi diisiik bir alkol c¢esididir. Buna karsin ekonomik ve reaktif
olmasindan kaynakli olarak FAME ve metanol olusturulmasinda daha g¢ok kullanilan bir
alkoldiir (Pragya, vd., 2013).

Transesterifikasyonun tepkime hizi  ve verimliligi elverisli bir Kkatalizoriin
kullanilmasiyla arttirilabilir. Bu katalizor maddeler dogada enzimatik formlarda bulunabilirken
asidik veya bazik ¢ozelti formunda da bulunabilirler. Potasyum hidroksit, sodyum hidroksit ve
sodyum metoksit bazik katalizor olarak kullanilabilir. Hidroklorik asit, siilfiirik asit ve siilfonik
asit, fosforik asit asidik katalizér olarak kullanilabilir. Lipazlar ise enzimatik katalizor olarak
kullanilabilir (Pragya, vd., 2013).

Mikroalgler tizerinde gergeklestirilen transesterifikasyon deneylerinde, ¢ogunlukla
kurutulmus biyokiitle kullanilmstir. Hasatlanan mikroalg biyokiitlesinin kurutma yontemi,
biyodizel {iretiminde maliyet artis1 sagladigindan dezavantaj olarak sayilamaktadir ve biyodizel
tiretimi i¢in kullanilacak biyokiitlenin 1slak veya kurutulmus olmasinin biyodizel verimi ve yag

asidi metil esterlerinin karakterizasyonuna etki ettigi belirtilmistir (Soydemir, 2016).
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3. MATERYAL METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan alg tiirii ve Kiiltiir ortamm

Bu ¢alisma igerisinde yesil alglerden, Chlorophyceae grubuna ait Chlorella vulgaris

kullanilmistir. C. vulgaris’ in sistematik olarak siniflandirilmasi asagidaki gibidir;
Ust Alem: Eukaryotic
Alem: Protista
Grup: Chlorophyta
Simif: Trebouxiophyceae
Takim: Chlorellales
Aile: Chlorellaceae
Cins: Chlorella
Tiir: Chlorella vulgaris

3.2. Metod

3.2.1. Kiiltiir kosullar

Bu calismada planktonik form ve biyofilm formu olmak tizere iki farkli formda,
standart miktarda azot iceren (%100) M3N-BBM besiyeri (Cizelge 3.1) ve 1/4 (%25) azot
iceren M3N-BBM besiyeri (Cizelge 3.2) kullanilmustir.



Cizelge 3.1. %100 N M3N-BBM besiyeri igerigi.
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STOK SOLUSYONLAR 1L ICIN
NaNO; 30 mL/L
CaCl;2H:0 10 mL/L
MgSo, 7H20 10 mL/L
K2HPO4 10 mL/L
KH2PO4 10 mL/L
NaCl 10 mL/L
P-IV Metal Soliisyon 6 mL/L

Soilwater (Green House Soil) 40 mL/L
Vitamin B1, 1 mL/L

Biotin 1 mL/L

Tiamin 1 mL/L

Cizelge 3.2. %25 N M3N-BBM besiyeri icerigi.

STOK SOLUSYONLAR 1L’ de

NaNO; 7,5 mL/L
CaCl, 2H,0 10 mL/L
MgSO, 7H20 10 mL/L
K2HPO4 10 mL/L
KH2PO4 10 mL/L
NaCl 10 mL/L
P-IV Metal Soliisyon 6 mL/L

Soilwater (Green House Soil) 40 mL/L
Vitamin B1, 1 mL/L

Biotin 1 mL/L

Tiamin 1 mL/L

Planktonik form

M3N-BBM kat1 kiiltiir ortaminda yetistirilmis C. vulgaris’den, ilk olarak 10 mL’ lik s1v1

kiiltiir ortamina pasajlama yapilip ve 2242°C 130 umol-m™-s? isikta inkiibasyona birakildi. Bu

inkiibasyon iglemlerine her seferinde 5 kat artacak sekilde devam edildi.1250 mL’ den itibaren

stv1 kiiltiirler bir hava kompresorii yardimi havalandirilarak 2242°C” de ve 130 umol-m?-s’
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1s1ikta inkiibasyonuna devam edildi. Total de 12 L’ lik stok kiiltiir elde edilene kadar ¢ogaltma

islemlerine devam edildi.

Yeterli biyokiitleye ulasinca, baslangigta belirlenmis olan 0,3’liik optik dansiteye (OD)
ulasabilmek i¢in 12 L’ lik stok kiiltiirden 800 mL alg 6rnegi 3200 mL’ lik standart miktarda azot
iceren (%100) M3N-BBM besiyerine pasajlama yapilip 40 giinliik inkiibasyona birakild1 ve
bdylelikle kontrol grubu olusturuldu. N stresine sokulmus diger grup elde edebilmek i¢in 12 L
lik stok kiiltiirden 800 mL alg 6rnegi 3200 mL’ lik 1/4 (%25) azot iceren M3N-BBM besiyerine
pasajlama yapilip 0,3’ likk optik dansiteye sahip N eksiligi grubu olusturuldu (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Planktonik formda %100 N M3N-BBM besiyeri ve %25 N M3N-BBM besiyeri
(Orijinal).

Biyofilm formu

Hazirlanan reaktore, 12 L’ lik stok kiiltiirden OD 0,3 olacak sekilde 800 mL alg &rnegi
3200 mL’ lik M3N-BBM besiyerine pasajlamp 224+2°C 130 pmol'm?'s 1gikta 40 giinliik
inkiibasyona birakildi.

Hazirlanan diger reaktore ise planktonik formda oldugu gibi 12 L’ lik stok kiiltiirden OD
0,3 olacak sekilde 800 mL alg 6rnegi 3200 mL’ lik %25 oraninda N azaltilmis M3N-BBM
besiyerine pasajlanip 22+2°C 130 umol-m?-s 1s1kta 40 giinliik inkiibasyona birakildi.
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3.2.2. Donen algal biyofilm reaktoriiniin (RABR) tasarlanmasi

Bu calismada Chlorella vulgaris mikroalginin biyofilm olusturma potansiyellerinin
belirlenebilmesi i¢in donen algal biyofilm reaktoérii, laboratuvar kosullarina uyarlanarak

tasarland.

Reaktor tasariminda, ¢ergeveyi olusturacak suntalam malzeme 52x34x13 cm Olgiilerine
uygun bir bi¢imde birlestirildi. Bu ger¢evenin igerisine girebilecek biiyiikliikte bir plastik tank

yerlestirildi. Tankin alabilecegi sivi miktar1 9 L olarak 6lgiildii.

RABR tasariminda, 20 cm g¢apinda krom malzemeden iiretilen bir silindir tekerlek
kullanilmis ve rulman ile reaktoriin ¢ercevesine sabitlendi (Sekil 3.2). Bu silindir tekerlegin
etrafi cesitli kaplama malzemeleriyle (pamuk ip, plastik halat, polietilen halat, yumusak
seramik, hava tasi) kaplandi. Bu kaplama malzemelerinde, kullanilan materyalin yapisina bagl

olarak, C. vulgaris mikroalginin biyofilm olusturma kapasitesi karsilastirildi.

RABR tasariminda kullanilan silindir tekerlegin donebilmesi i¢i 12 V 30 rpm rediiktorlii
dc motor kullanildi. Reaktoriin calistirildigi ortam 1sis1 22+2°C ve biyofilm olusturan
mikroalglerin 1sitan faydalanabilmeleri i¢in reaktoriin tasariminda floresan lamba kullanildi. Bu
floresan lambalarin 151k yogunlugu 130 pmol-m?-s? olarak olgiildii (Lux METER) (LX-101).
Plastik teknenin igerisine, silindir tekerlegin en fazla yarisinin disarida kalacagi miktar
hesaplanip, OD 0,3 olacak sekilde ayarlanan 4 L’ lik alg ve besi ortamindan olusan soliisyon
dokiildii. Dokiilen soliisyon igerisinde dibe ¢oken biyokiitle kalintilarini olusmamasi igin cam
parcalar kesilerek rulmana sabitlendi. Reaktoriin ¢izimleri Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’ de

gosterilmistir.
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Sekil 3.2. RABR’ da kullanilacak silindir tekerlek ve motorun goriiniimii (Orijinal).

1 )

13,00cm

34,00cm

Sekil 3.3. RABR 1 yan goriintimii (Orijinal).
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Sekil 3.4. RABR’ n perspektif goriintiisii (Orijinal).

3.2.3. Kuru madde analizi (DCW-Dry cell weight)

Kuru madde analizinin yapilabilmesi i¢in 10-20-30-40. giinlerde ornekler alindi.
Olgiimleri gergeklestirebilmek icin C. vulgaris mikroalginin %100 azot ve %25 azot iceren
ortamlarinda kiiltivasyonu saglanan plantonik ve biyofilm formasyonlarinda kuru madde

miktarlar1 incelendi.

Planktonik form

Hazirlanan C. vulgaris stok kiiltiiriinden steril kosullar olusturularak 10- 20- 30 ve 40.
giinlerde 50 mL 6rnek alinarak steril falcon tiiptine aktarildi. 50 mL 6rnek vakum makinesi
yardimiyla GF/C filtresinden gegirildi. Bu filtre daha sonra 50°C etiivde tamamen kuruyuncaya
kadar birakildi. Kuruyan bu ornekler desikatére alinip sogutulduktan sonra kuru madde

miktarlan belirlenen formiile gére hesaplanarak kaydedildi.

Biyofilm formu

Biyofilm reaktoriindeki C. vulgaris kiiltiiriiniin tutunmasi i¢in reaktor tizerinde 3’ li

tekrar alinabilecek sekilde sarili olan 150 cm’ lik polietilen halatlardan 75 cm’ lik numuneler
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kesildi. Biyofilm olusumu sekillenen halatin agirligindan, kullanilan halatin ilk halinin agirlig:

cikartild1 ve sonuglar g/m? cinsinden hesaplandi.
3.2.4. Optik dansite dl¢iimii

Planktonik form igin C. vulgaris stok kiiltiriinden, biyofilm form icin ise reaktdr
tankindan 10-20-30 ve 40. giinlerde 200 pL 6rnek alinarak mikropleyte 3’ li tekrar seklinde
konuldu. Mikropleyt spektrofotometre cihazina yerlestirilip 680 nm’ de o&lgim yapilip
kaydedildi.

3.2.5. Klorofil-A tayini

Klorofil-a tayini gergeklestirebilmek igin 10-20-30-40. giinlerde numuneler alinarak
belirlenen prosediir uygulandi. Olgiimleri gerceklestirebilmek icin C. vulgaris mikroalginin
%100 azot ve %25 azot igeren ortamlarinda kiiltivasyonu saglanan plantonik formda klorofil-a
tayinleri gerceklestirildi. Donen algal biyofilm reaktoriine asilanan mikroalgler halatlara tutunup
biyofilm olusturmasi sebebi ile tank igerisindeki soliisyondan klorofil-a tayini

gercgeklestirilemedi.

Planktonik form

%100 azot i¢eren besi ortamindaki C. vulgaris kiiltiiriinden 10-20-30 ve 40. giinlerde 5
mL 6rnek alindi. Alinan 6rnek GF/C filtreden vakum makinasi yardim ile siizdiiriildi ve bu
filtre bir falcon tiipiiniin igerisine alindi. Bu falcon tiipiiniin igine 5 mL metanol eklenerek
70°C’lik su banyosunda 3 dakika bekletildi. Su banyosundan sonra 3500 rpm’ de 5 dakika
santrifiij edildi. Santriftij isleminin ardindan mikropipet yardimi ile 200 puL 6rnek alinip 3’ li
tekrar halinde mikropleyte konulup spektrofotometre ile 665 nm ve 750 nm dalga boyunda

olgtildii. Klorofil-A miktar1 agsagidaki denkleme gore belirlendi.
Klorofil-a (mg/L) = 13,9 x (AB665 — AB750)
3.2.6. Total lipit ekstraksiyonu

Planktonik form

10.-20.-30. ve 40. giinlerde C. vulgaris kiiltiiriinden 50 mL 6rnek falcon tiipiine alinip
6500 rpm hizda 15 dakika siiresince santrifiij islemi gerceklestirildi. Islem sonucunda falcon
tiipiinde iist kisimda kalan siipernatant bdlgesi uygun bir enjektor ya da cam pipet yardimiyla
tiipten uzaklastirildi. Kalan alg 6rnegi kurutularak total lipit ekstraksiyonu igin saklandi. 50 mg

kurutulmug alg 6rnegi alinarak iizerine 10 mL metanol:kloroform (2:1) eklendi ve 2200 rpm
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hizda 2 dakika vorteks islemi uygulanip 5 dakika beher igerisinde kaynar suda bekletildi.
Bekletilen bu 6rnege 5 mL kloroform eklenip 2200 rpm hizda 2 dakika vorteks islemi uygulandi
ve 5 dakika kaynar su bulunduran beher igerisinde bekletildi. Kaynar suda bekletilen 6rnege 5
mL saflastirilmig su eklendi ve 2200 rpm hizda 2 dakika vorteks islemi uygulandi. Bu soliisyon
5 dakikalik siireyle kaynar su igerisinde bekletildi. Bu islemin sonrasinda 6000 rpm hizda 10
dakikalik santrifiij islemi uygulandi. Santrifiij islemi bittikten sonra falcon tiipiiniin alt
kismindan, kalan koyu yesil faz kismi enjektor ile alinip farkli bir falcon tiipiine aktarildi.
Alinan koyu yesil faza 5 mL saflastirilmis su eklenerek bir dakika 6000 rpm hizda santrifiij
islemi uygulandi. Su ile yikama islemi 2-3 kez tekrarlanarak klorofil uzaklastirma islemi

gerceklestirildi ve kloroform ugurma islemi uygulanarak total lipit miktar1 hesaplamasi yapildi.

Biyofilm formu

Biyofilm reaktoriindeki C. vulgaris kiiltiiriiniin tutunmasi i¢in reaktor tizerinde 3’ li
tekrar alinabilecek sekilde sarili olan 150 c¢m’ lik polietilen halatlardan 75 cm boyunda
numuneler kesildi. Kesilen polietilen halatlar 100 mL % 0,9 luk NaCl ¢ozeltisi iginde
calkalandi. Elde edilen ¢ozelti 6000 rpm hizda 10 dakikalik santrifiij islemine tabi tutuldu.
Santrifiij isleminin sonucunda falcon tiipiiniin {ist kisminda kalan silipernatant uzaklastirild.
Kalan alg 6rnegi kurutularak total lipit ekstraksiyonu i¢in muafaza edildi. Bu 6rneklerden 50 mg
tartildi ve planktonik forma uygulanan total lipit ekstraksiyon prosediirii biyofilm formunada

uygulandi.
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4. BULGULAR

4.1. Kullanilan Alg Tiiriiniin Morfolojisi

Chlorella vulgaris yesil mikroalgi kiiresel ya da elipsoidal tipte hiicreler olup ¢aplari 2-
10um arasinda degismektedir (Ahmad, vd., 2018). Hiicre duvalarinin yapisinin %20 si
proteinden olusur ve bunlarin %50’ sinden fazlasi hiicre matrisinin i¢indedir. Gelisim evresinde
hiicre duvarlart 2 nm kalinhiginda kirilgan bir unilamellar tabakadan olusur. Olgunlagma
evresinde 17-20 nm kalinliga kademeli olarak ulasir ve bu da glukozaminden olusan
mikrofibriler tabakada olusturur (Safi, vd., 2014). Bu ¢alismada kullanilan C. vulgaris
mikroalginin mikroskobisi Sekil 4.1’ de verilmistir.

Sekil 4.1. C. vulgaris mikroalginin mikroskobisi(Orijinal).
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4.2. Reaktorde Kullanilacak Materyalin Se¢cimi

Donen algal biyofilm reaktoriinde (RABR) kullanilacak silindir tekerlegin {izerinde
biyofilm olusturulacak malzemenin sec¢imi icin silindir tekerlek plastik halat, hamak halati,
pamuk ip, jit ip, hava tasi, sert seramik ve yumusak seramik ile kaplanip bir 6n deneme

yapilmstir.

Bu deneme sonucunda silindir tekerlek {izerine sarilan plastik halat iizerinde biyofim
olusturma oraninin yiiksek olmasi, vorteksleme yontemiyle iizerinde olusan biyofilmin biiyiik
bir kismi almabilirken ipin lifli yapisindan dolay1 lif aralarinda biyokiitle kalintisinin kaldigi

gbzlemlenmistir (Sekil 4.2.A).

Bu deneme sonucunda silindir tekerlek etrafina sarilan hamak halat iizerinde biyofim
olusturma oraninin yiiksek olmasi, vorteksleme yontemiyle {izerinde olusan biyofilmin ¢ogunun
hasatlanabildigi gézlenmistir. Ancak sivi igerisinde ¢alkalama isleminin sonucunda az miktarda

ip kalintilar1 kaldig1 gézlenmistir (Sekil 4.2B).

Bu deneme sonucunda silindir tekerlek etrafina sarilan pamuk ip iizerinde biyofim
olusturma oraninin yiiksek olmasi, vorteksleme islemi kullanilarak tizerinde olusan biyofilmin
rahatga alinabildigi gozlemlenmistir. Fakat pamuk ipin diger kullanilan iplere gére daha ince
oldugundan hizli doygunluga ulastigindan deney siiresi olarak belirlenen (40 giin) i¢in elverigsiz

oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4.2C).

Bu deneme sonucunda silindir tekerlek etrafina yerlestirilen yumusak seramik iizerinde
biyofim olusturma orani yiiksektir. Kazima yontemi ile yapilan hasat isleminde biyokiitle kayb1
yasanmast ve kazima esnasinda biyokiitlenin seramik tozlari ile kirlendigi g6zlemlenmistir

(Sekil 4.2D).

Bu deneme sonucunda silindir tekerlek etrafina yerlestirilen sert seramige iizerinde
biyofim olusturma oran1 yumusak seramige gore daha azdir. Kazima yontemi ile yapilan hasat
isleminde {izerinde olusan biyofilmin alinamamasindan c¢ok fazla biyokiitle kaybina neden

oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4.2E).

Bu deneme sonucunda silindir tekerlek tizerine yerlestirilen hava tas1 tizerinde biyofim
olusturma orani yiiksek iken delikli yiizeyi nedeniyle olusan biyofilmi hasatlamanin gii¢ oldugu

gbzlemlenmistir (Sekil 4.2F).



35

Bu deneme sonucunda silindir tekerlek etrafina sarilan jiit ip tiizerinde biyofim
olusturma oraninin yiiksek olmasi, vorteksleme yontemiyle ilizerinde olusan biyofilmin ¢ogunun
hasatlanabildigi goézlenmistir. Ancak vorteksleme isleminin sonucunda ¢ok miktarda ip
kalintilar1 kaldig1 gozlenmistir. Jiit ip iizerinde olusan biyofilmin taramali elektron mikroskobu

(SEM) goriintiileri Sekil 4.3’ da gosterilmistir.

Sekil 4.2. Silindir tekerlegin iizerinde biyofilm formasyonunun olusmasi i¢in denenen
materyaller (A. plastik halat, B. polietilen halat, C. pamuk ip, D. yumusak halat, E. sert seramik,
F. hava tas1) (Orijinal).
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Sekil 4.3. Jiit ip tizerinde C. vulgaris’ in olusturdugu biyofilmin SEM goriintiileri (Orijinal).

4.3.0ptik Dansite

Yapilan deneyde planktonik form ve biyofilm formu iizerine ¢esitli muameleler
uygulanmigtir. Bu muameleler %100 azot igeren besiyeri ve %25 azot i¢eren besiyeri olup en
diisiik OD degeri 0,526 (+0,02) iken en yiiksek OD degeri 1,887 (+0,002) olarak bulunmustur.
Bu galisma giin stirmiistiir ve 10.-20.-30.-40. giinlerde alinan 6rneklerden elde edilen sonuglar

asagida belirtilmistir.

Bagslangi¢ optik dansitesi 0,3’ ¢ ayarlanip kiiltivasyona birakilan % 100 azot iceren C.
vulgaris planktonik formundan deney 6ncesinde belirlenmis olan giinlerde numune alip 680 nm’
de incelenerek olgiilen en diisiik OD degeri 0,526 (+0,02) iken en yiiksek OD degeri ise 1,680
(+0,02) olarak saptanmustir.

Baglangi¢ optik dansitesi 0,3’ ¢ ayarlanip kiiltivasyona birakilan %25 azot igeren C.

vulgaris planktonik formundan deney oncesinde belirlenmis olan giinlerde numune alip 680 nm’
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de incelenerek 6l¢iilen en diisiik OD degeri 0,594 (+0,013) ve en yiiksek OD degeri ise 1,887
(#0,002) olarak saptanmustir.

C. vulgaris’in planktonik formu tizerinde uygulanan %100 azot igeren besiyeri ile %25

azot igeren besiyerinde yapilan OD olgtimlerinin kiyaslamasi Sekil 4.4’ de verilmistir.

2,000
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1,400 —

1,200 —
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1,000 I _—

0,800 —

0,600 T _—

0,400 - _—

0,200 - -

0,000 -
10 20 30 40

B Planktonik form %100 N ortam 0,526 0,992 1,268 1,680
Planktonik form %25 N ortam 0,594 1,044 1,479 1,887
Giin

Sekil 4.4. %100 azot ve %25 azotlu ortamlardaki planktonik formlarin OD karsilagtirilmasi.

Baglangigta OD 0,3 olacak sekilde ayarlanan C. vulgaris’ in biyofilm formundan,
metod kisminda bahsedildigi gibi olusturulan reaktdriin tankindan 10.- 20.- 30.- 40. giinlerde
numuneler alimip spektrofotometre yardiymiyla 680 nm’ de dlgiimleri yapilmistir. %100 azot
igeren biyofilm formundan alinmis numunelerde 6lgiilen en disiik OD degeri 0,106 (+0,005)
iken en yiiksek OD degeri 0,738 (+£0,06) olarak saptanmistir.

Baslangigta OD 0,3 olacak sekilde ayarlanan C. vulgaris’ in biyofilm formundan, metod
kisminda bahsedildigi gibi olusturulan reaktoriin tankindan 10.- 20.- 30.- 40. giinlerde

numuneler alimip spektrofotometre yardimiyla 680 nm’ de Slgtiimleri yapilmistir. %25 azot
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igeren biyofilm formundan alinmig numunelerde 6lgiilen en diisik OD degeri 0,064 (+0,003)
iken en yiiksek OD degeri 0,746 (+0,009) olarak saptanmustir.

C. vulgaris’ in biyofilm formunun %2100 azotlu ortam ile %25 azotlu ortamin OD

olgtimlerinin kiyaslanmasi Sekil 4.5’ de gosterilmistir.
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0,064

0,480

0,444

0,746

Giin

Sekil 4.5. %100 azot ve %25 azot ortamlarindaki biyofilm formlarinin OD karsilastiriimasi.

C. vulgaris’ in biyofilm ve planktonik formun %100 azotlu ortamdaki belirlenen OD

degerlerinin kiyaslanmasi Sekil 4.6” da verilmistir.
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Sekil 4.6. %100 N ortamindaki biyofilm formu ve planktonik formunun OD kiyaslanmasi.

C. vulgaris’ in biyofilm ve planktonik formunun %25 azot bulunduran ortamlardaki

belirlenen OD degerlerinin kiyaslamas: Sekil 4.7 de verilmistir.



40

2,000

1,800

1,600

1,400

1,200

1,000

ODGSO

0,800

0,600 - —

0,400 - —

0,200 - —

0,000 -
10 20 30 40

M Planktonik form %25 N ortam 0,594 1,044 1,479 1,887
Biyofilm form %25 N ortam 0,064 0,480 0,444 0,746
Giin

Sekil 4.7. %25 azot ortaminda biyofilm formu ile planktonik formunun OD kiyaslamasi.

4.4. Klorofil-A tayini

Yapilan deneyde %100 azot bulunduran C. vulgaris planktonik formundan belirlenmis
giinlerde numune alip 665 nm ve 750 nm’ de spektrofotometre yardimiyla oOlgiimleri
gergeklestirilmistir. Yapilan hesaplamalar sonucunda, %100 azot bulunduran C. vulgaris
kiiltiriindeki en disiik Klorofil-a miktar1 7,172 mg/L iken en yiiksek klorofil-a miktar1 ise
19,1959 mg/L olarak belirlenmistir.

Yapilan deneyde %25 azot bulunduran C. vulgaris planktonik formundan belirlenmis
ginlerde numune alip 665nm ve 750 nm’ de spektrofotometre yardimyla 6l¢iim
gergeklestirilmistir. %25 azot bulunduran C. vulgaris kiiltiriindeki en disiik klorofil-a miktart

7,3762 mg/L iken en yiiksek klorofil- a miktar1 15,707 mg/L olarak saptanmustir.
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C. vulgaris kiiltiiriiniin tizerinde gerceklestirilen bu deneyde %100 azot bulunduran ve

%325 azot bulunduran ortamlarin klorofil-a miktarlarinin kiyaslamasi Sekil 4.8 de gosterilmistir.

25
20
- 15 |
S~
[T}
€
10 -
5 _ .
0
10 20 30 40
- : .
® %100 N igeren plantonik | ) | 10,981 14,2614 19,1959
formun klorofil-a miktar
- . .
%25 N iceren planktonik |/ o, 14,178 12,9965 15,707
formun klorofil-a miktar
Giin

Sekil 4.8. %100 azot iceren ve %25 azot igeren planktonik formdaki klorofil-a miktarinin

kiyaslanmasi.
4.5. Kuru Madde Analizi

45.1. Planktonik form

C. vulgaris’ in planktonik olarak kiiltiirlendigi %100-%25 N igerikli besi ortamindan
10.-20.-30.-40. giinlerde 50 mL Ornek almip materyal metotta belirtilen prosediirlere tabi
tutulmustur. Bu uygulamanin sonucunda %100 N igerikli ortamdan 6lgiilen en diisiik ve en

yiiksek DCW sirast ile 0,356 g/L ve 1,22 g/L olarak hesaplanmustir.
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C. vulgaris’ in planktonik olarak kiiltiirlendigi %25 N iceren besi ortaminda uygulama
sonucunda elde edilen en diisiik ve en yiiksek DCW miktarlari sirasi ile 0,328 g/L ve 1,16 g/L

olarak hesaplanmustir.

C. vulgaris mikroalginin iizerinde uygulanan bu ¢aligmada %100-%25 N igerikli besi

ortamlarinda 6l¢iilen kuru madde miktarlarinin karsilastirilmas: Sekil 4.9 da verilmistir.

1,4
1,2
1 [
L, 08 —
&
0,6 —
0,4 —
0,2 - —
O .
10 20 30 40
B %100 N iceren Planktonik
Formun Kuru Agirhk Miktarlar 0,356 0,592 0,766 1,22
(s/L)
%25 N iceren Planktonik
Formun Kuru Agirhk Miktarlar 0,328 0,524 0,75 1,16
(8/L)
Giin

Sekil 4.9. Planktonik formasyonlarinda azot eksikligine bagl kuru madde miktarlart (g/L).

4.5.2. Biyofilm formu

RABR’ da kiiltirlenen C. vulgaris’ in biyofilm olusum 6zelliklerinin incelenmesinin
gerceklestirildigi %100-%25 N igerikli ortamlardan 10.-20.-30.-40. giinlerde alinan &rneklere
materyal metot kisminda belirtilen prosediirler uygulanmigtir. Uygulama sonucunda hesaplanan
en diisiik ve en yiiksek DCW miktarlar1 0,067 (+0,003) g/m? ve 0,359 (+0,014) g/m? olarak

belirlenmistir.
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Calismanin 10. giiniinde elde edilen 6l¢iim sonuglarinda %100 N igerikli ortamda m?’ye
diisen DCW miktar1 0,068 g/m? olarak belirlenmistir. %25 N igerikli ortamdan elde edilen m?’
ye diisen DCW miktar1 ise 0,067 (£0,003) g/m?olarak hesaplanmistir. Calismanin 20. giiniinde
elde edilen 6l¢iim sonuglarinda %100 N igerikli ortamda m?’ye diisen DCW miktar1 0,139
(£0,038) g/m? olarak belirlenmistir. %25 N igerikli ortamdan elde edilen m?’ ye diisen DCW
miktari ise 0,121 (+0,034) g/m? olarak belirlenmistir. Caligmanin 30. giiniinde elde edilen 6lgiim
sonuglarinda %100 N igerikli ortamda m?’ye diisen DCW miktar1 0,204 (+0,002) g/m? olarak
hesaplanmstir. %25 N igerikli ortamdan elde edilen m? ye diisen DCW miktar1 ise 0,179
(£0,003) g/m? olarak hesaplanmstir. Calismanin 40. giiniinde elde edilen 6lgiim sonuglarinda
%100 N iceren ortamdaki m?» ye diisen DCW miktar1 0,359 (+0,014) g/m? olarak
hesaplanmstir. %25 N igerikli ortamdan elde edilen m? ye diisen DCW miktar1 ise 0,342
(£0,019) g/m? olarak hesaplanmistir.

Biyofilm formasyonunun %100-%25 N igerikli besi ortaminda m?’ ye diisen DCW
miktarinin karsilagtirmali grafigi g/m? cinsinden hesaplanarak Sekil 4.10° da verilmistir.
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Sekil 4.10. Biyofilm formasyonlarinda azot eksikligine bagl kuru madde miktarlar1 (g/m?).

4.6. Total Yag Miktarlar:

C. vulgaris mikroalginin kiiltivasyonunun saglandigi %100 azot bulunduran ve %25

azot bulunduran biyofilm ve planktonik formundan 10.- 20.- 30.- 40. giinlerde alinan

numunelerde metot boliimiinde deginildigi gibi total yag ekstraksiyon yontemi uygulanmustir.

Bu uygulama neticesinde meydana gelen sonuglar % ve mg/g olmak {izere ayri ayri

hesaplanmustir.

C. vulgaris mikroalginin %100 azot bulunduran biyofilm ve planktonik formu {izerinde

yapilan incelemede elde edilen yag miktar1 en diisiik 0 mg/g iken en yiiksek yag miktari ise 145

mg/g olarak belirlenmistir. 10. giinde prosediirii uygulayabilmek igin gereken kuru madde

miktar1 elde edilemediginden total yag ekstraksiyonu yapilamamistir ve 10. giiniindeki deger 0

olarak kabul edilmistir (Cizelge 4.1).
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C. vulgaris mikroalginin %25 azot bulunduran biyofilm ve planktonik form iizerinde
yapilan incelemede elde edilen en diisiik yag miktar1 0 mg/g iken en yiiksek yag miktar1 ise
168,6 mg/g olarak belirlenmistir. 10. giinde prosediirii uygulayabilmek i¢in gereken kuru madde
miktar1 elde edilemediginden total yag ekstraksiyonu yapilamamistir ve 10. giiniindeki deger O

olarak kabul edilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. %100 azot bulunduran ve %25 azot bulunduran biyofilm ve planktonik formunun

total yag miktarlar1 (mg/g).

Total lipid (mg lipid/g kuru mikroalg biyokiitle)

10. Giin 20. Giin 30. Giin 40. Giin
%100 N igeren Planktonik Ortam 0 64,4 97,8 121,8
%25 N Igeren Planktonik Ortam 0 71,6 97 127,8
%100 N Iceren Biyofilm Ortami 0 66,6 107,2 145
%25 N ic;eren Biyofilm Ortami 0 75 91,2 168,6

C. vulgaris mikroalginin %100 azot bulunduran biyofilm ve planktonik formu tizerinde
yapilan incelemede elde edilen % yag miktari en diisiik %0 iken en yiiksek % yag miktari ise
%14,51 olarak belirlenmistir. Denemenin 10. giiniinde prosediirii uygulayabilmek i¢in gereken
kuru madde miktar1 elde edilemediginden total yag ekstraksiyonu yapilamamistir ve 10.
giiniindeki deger 0 olarak kabul edilmistir. %100 azot bulunduran biyofilm ve planktonik

formundan elde edilen % cinsinden total yag miktar1 grafigi Sekil 4.11” de verilmistir.
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Sekil 4.11. Biyofilm ve planktonik formlarda kuru hiicre agirhigin (DCW) %2100 azot

bulunduran ortamda % yag miktart iizerine etkisi.

C. wvulgaris’ in %25 N igeren biyofilm ve planktonik formunda gergeklestirilen

incelemede elde edilen en diisiik % yag miktar1 %0 iken en yiiksek % yag miktar1 ise %16,85

olarak saptanmigtirr. Denemenin 10. giiniinde prosediirii uygulayabilmek igin gereken kuru

madde miktar1 elde edilemediginden total yag ekstraksiyonu yapilamamistir ve 10. giiniindeki

deger 0 olarak kabul edilmistir. %25 azot bulunduran biyofilm ve planktonik formundan elde

edilen % cinsinden total yag miktar1 grafigi Sekil 4.12° de verilmistir.
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Sekil 4.12. Biyofilm ve planktonik formda kuru hiicre agirhigin (DCW) N eksiltmesi uygulanan

kosullarinda % yag miktarina etkisi.

C. vulgaris’ in %100 azot bulunduran planktonik formunun % total yag miktarlari ile

kuru madde miktarlarinin kiyaslanmasi neticesinde en diisik DCW’ nin 0,356 g/L oldugu giinde

% total yag miktar1 %0 oldugu saptanmstir. Kiyaslama neticesinde olusan en yiiksek DCW’ nin

1,22 g/L oldugu giinde ise % total yag miktar1 %12 oldugu saptanmistir. %100 azot bulunduran

planktonik formdaki % total yag miktarlart DCW’nin kiyaslamasi Sekil 4.13’ de gosterilmistir.
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Sekil 4.13. %100 azot bulunduran planktonik formdaki % total yag miktarlar1 ile kuru madde
miktar1 (g/L) kiyaslamasi.

C. vulgaris’ in planktonik olarak kiiltiirlendigi % 25 azot igerikli formundaki 6l¢iilen
DCW ve % total yag miktarlarinin karsilastirmali olarak degerlendirilmesinin sonucunda en
diisiik DCW miktar1 10. giinde 0,328 g/L olarak belirlenmis ve 10. giindeki % total yag miktari
%0 olarak hesaplanmstir. Yapilan bu karsilastirmali degerlendirme sonucunda en yiiksek DCW
miktar1 40. giinde 1,16 g/L olarak belirlenmis ve 40. giindeki % total yag miktar1 %12,79 olarak
hesaplanmustir. %25 azot igerikli planktonik olarak kiiltiirlenmesi saglanan formun DCW ve %

total yag miktarlariin karsilagtirildig: grafik Sekil 4.14’ de verilmistir.
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Sekil 4.14. %25 N igeren planktonik formun kuru madde (g/L) ve % total yag miktarlarinin

karsilastirmasi.

C. vulgaris’ in biyofilm olusumunun incelenebilmesi igin olusturulan %100 azot

icerikli besi ortaminda oOlciilen DCW ve % total yag miktarlarinin karsilastirilmali olarak

degerlendirilmesinin sonucunda en diisik DCW miktar1 10. giinde 0,064 g/m? olarak

belirlenmis ve 10. giinde 6lgiilen % total yag miktar1 %0 olarak hesaplanmustir. Yapilan bu

karsilastirmali degerlendirme sonucunda en yiiksek DCW miktar1 40. giinde 0,359 g/m? olarak

belirlenmis ve 40. giindeki % total yag miktar1 %14,51 olarak hesaplanmistir. %100 azot
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icerikli biyofilm formasyonunda dl¢iilen DCW ve % total yag miktarinin karsilastirildigr grafik

Sekil 4.15” de verilmistir.
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Sekil 4.15. %100 N igeren biyofilm formun kuru madde (g/m?) ve % total yag miktarlarinin

karsilastirmasi.

C. vulgaris’ in biyofilm olusumunun incelenebilmesi i¢in olusturulan %25 azot igerikli

besi ortammda Olgilen DCW ve 9% total yag miktarlarimin karsilagtirilmali

olarak
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degerlendirilmesinin sonucunda en diisik DCW miktar1 10. giinde 0,067 g/m? olarak
belirlenmis ve 10. giinde dlgiilen % total yag miktar1 %0 olarak hesaplanmistir. Yapilan bu
karsilastirmali degerlendirme sonucunda en yiiksek DCW miktar1 40. giinde 0,342 g/m? olarak
belirlenmis ve 40. giindeki % total yag miktar1 %14,51 olarak hesaplanmustir. %25 azot igerikli
biyofilm formasyonunda 6l¢iilen DCW ve % total yag miktarinin kargilagtirlldigi grafik Sekil
4.16’ da verilmistir.
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Sekil 4.16. %25 N igeren biyofilm formun kuru madde (g/m?) ve % total yag miktarlarinin

karsilastirmasi.

C. vulgaris’in planktonik olarak kiiltiirlendigi %100 N igerikli besi ortaminda 6lg¢iilen

klorofil-a ve % total yag miktarlarini karsilastirilmali olarak degerlendirilmesinin sonucunda en
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diisiik % total yag miktar1 10. giinde %0 olarak belirlenmisg ve 10. giindeki klorofil-a miktar
10,98 mg/L olarak hesaplanmistir. Yapilan bu karsilagtirmali degerlendirme sonucunda en
yiiksek % total yag miktar1 40. giinde %12 oldugu ve 40. giindeki klorofil-a miktar1 19,20 mg/L
olarak hesaplanmstir. %100 azot icerikli planktonik olarak kiiltiirlenmesi saglanan formun
klorofil-a ve % total yag miktarlarinin karsilastirildig: grafik Sekil 4.17° de verilmistir.
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Sekil 4.17. %100 N iceren planktonik formun klorofil-a (mg/L) ve % total yag miktarlarinin

karsilastiriimasi.

C. wulgaris’ in planktonik olarak kiiltiirlendigi %25 N igerikli besi ortaminda 6lgiilen

klorofil-a ve % total yag miktarlarini karsilastirilmali olarak degerlendirilmesinin sonucunda en
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diistik % total yag miktar1 10. giinde %7,17 olarak belirlenmis ve 10. giindeki klorofil-a miktar
14,18 mg/L olarak hesaplanmistir. Yapilan bu karsilagtirmali degerlendirme sonucunda en
yiiksek % total yag miktar1 40. giinde %12,79 oldugu ve 40. giindeki klorofil-a miktar1 15,71
mg/L olarak hesaplanmistir. %25 azot igerikli planktonik olarak kiiltiirlenmesi saglanan formun

klorofil-a ve % total yag miktarlarinin karsilastirildig: grafik Sekil 4.18° de verilmistir.
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karsilastirilmasi.
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5. TARTISMA

Chlorella vulgaris ticari olarak tiretimi saglanan bir ¢ok mikroalg tiiriiniin igerisinde yer
almaktadir. Bu c¢alisma igerisinde C. vulgaris biyofilm kiiltiirlerinde azot agligmin lipit birikimi

iizerine etkisi incelenmistir.

Bu ¢alismanin igerisinde C. vulgaris mikroalginin gelisim gosterebilmesi igin %100 ve
%25 N iceren besi ortamlar1 olusturulmus ve buna bagli olarak planktonik form ve biyofilm
formu {lizerinde yag depolama kabiliyetleri incelenmistir. Mikroalgdeki biyofilm olusumunu

inceleyebilmek i¢in laboratuvar kosullarina uygulanarak RABR tasarlanmustir.

Yapilan calismalarda besinlerin kullanilabilme oranlarimin alglerdeki yag iiretim
tepkimelerinde ¢ok 6nemli bir rol oynadigi ve buna bagli olarak mikroalglerde besin stresinin
uygulanmasi sonucunda yag miktarinin arttigi fakat hiicrenin mitotik aktivitesinin zaman
igerisinde azalma gosterdigini rapor etmislerdir (Thompson, 1996). Bu c¢alisma igerisinde
deneyin yiiriitiilebilmesi amaciyla C. vulgaris mikroalgi kullanilmis olup ve standart azot
icerikli (%100) planktonik formun OD degerlerinin azot eksiltmesi uygulanan (%25) planktonik
forma gore daha diisiik oldugu belirlenmistir. Standart azot icerikli (%100) planktonik ortamdan
olgiilen en yiiksek OD degeri 40. giinde elde edilmis ve 1,680 (+£0,02) olarak hesaplanmistir.
Azot eksiltmesi uygulanan (%25) planktonik ortamdan 6lgiilen en yiiksek OD degeri ise 40.
giinde elde edilmis ve 1,887 (+0,002) olarak hesaplanmustir. C. vulgaris’ in biyofilm olusum
potansiyelinin incelenebilmesi i¢in laboratuvar kosullarina modifiye edilerek kurulan donen
algal biyofilm reaktoriinde, standart azot igerikli (%100) ortamdan Sl¢iilen OD degerlerinin azot
eksiltmesi uygulanan (%25) ortama nazaran daha diisiik oldugu belirlenmistir. Standart azot
icerikli biyofilm formundan Olciilen en yiiksek OD degeri 40. giinde elde edilmis ve 0,738
(+0,06) olarak hesaplanmustir. Azot eksiltmesi (%25) uygulanan biyofilm formundan 6lgiilen en
yiiksek OD degeri ise 40. giinde elde edilmis ve 0,746 (+0,009) olarak hesaplanmistir. % 100
azot ve %25 azot igerikli planktonik ortamdan &lgiilen OD degerlerinin, %100 azot ve %25 azot
icerikli biyofilm formuna gore daha fazla miktarlarda olmasinin nedeni biyofilm
formasyonlarinda OD tayinin reaktor teknesi igerisinden yapilmasi ve mikroalglerin polietilen
halat tizerinde biyofilm meydana getirmesidir. Prochazkova ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir
calisma icerisinde mikroalglerin {izerinde azot agliginin uygulanmasina bagli olarak hiicredeki
bazi kimyasal bilesenlerin miktarinin artig gosterdigini fakat azot stresinin mikroalglerden elde
edilecek biyokiitlelerin veriminde azalma meydana geldigini bildirmislerdir (Prochazkova, vd.,

2013). C.vulgaris mikroalginin planktonik olarak kiiltiirlendigi, standart azot icerikli ve azot
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eksiltmesi uygulanan ortamlardan elde edilen DCW verilerine gore, %100 azot igerikli
ortamdan elde edilen DCW miktarinin %25 azot igerikli ortama gore daha yiiksek oldugu
hesaplanmigtir. C.vulgaris’ in biyofilm olusturmak i¢in kiiltiirlendigi RABR’ da, standart azot
icerikli ve azot eksiltmesi uygulanan ortamlardan elde edilen DCW verilerine gore, %100 azot
icerikli ortamdan elde edilen DCW miktarinin %25 azot igerikli ortama gore daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Azot eksiltmesi uygulanan planktonik ve biyofilm ortamlarindan elde
edilen DCW miktarlarinin, standart azot igeren ortamlara gore daha yiiksek miktarlarda
olmasinin nedeni azot eksiltme isleminin mikroalglerin mitotik hizin1 azaltmasi ve buna bagh
olarak hiicre sayisinin diigmesine neden olmasidir. Azot stresinin kuru madde miktar1 ve OD
iizerine olan etkisini arastirmak i¢in yiiriitilen bu ¢alisma igerisinde elde edilen sonuglar
1s1ginda mikroalgler iizerinde azot stresinin uygulanmasinin OD miktarlarini arttirict etkisinin
oldugu sonucuna varilmistir. Elde ettigimiz bu veriler daha dnce yapilmis olan ¢alismalarla ayn1
dogrultuda degildir ve bunun nedenin kullanilan mikroalg tiiriiniin farkli olmasi, deney siiresinin

uzunlugu ve kullanilan besi ortaminin farkliligindan kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Mikroalgler,  kiiltirlendigi  kosullarin ~ degistirilmesine  yanit  olarak lipit
metabolizmasinda etkin bir bigimde degiskenlik meydana getirebilmektedirler. Uygun olmayan
¢evre kosullarinda ya da stres ortamlar olusturuldugunda agirliklarinin %20-50’ si kadar nétral
yag biriktirebilirler ve bu sayede degisen ¢evre kosullarina karsi dayanikliliklarini arttirabilirler
(Sharma, vd., 2012). Mutlu ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada kontrol grubu, %50 N
iceren ortam ve %0 N igeren ortamlarda C. vulgaris’in lipit depolama kabiliyetlerini incelemis
ve azot miktarinin %0 oldugu besi ortaminda C. vulgaris mikroalginde lipit {iretiminin en
yiksek seviyeye ¢iktigini rapor etmislerdir (Mutlu, vd., 2010). Bu ¢alisma sonucunda elde
edilen verilere gore %100 azot igerikli ve %25 azot igerikli planktonik olarak kiiltiirlenmesi
saglanan ortamlardan Olciilen total yag miktarlarinda artis meydana geldigi yapilan
hesaplamalarla belirlenmistir. %100 azot igerikli planktonik ortamin en yiiksek total yag
miktaria 40. giinde ulasilmis ve 121,8 mg/g oldugu saptanmustir. %25 azot igerikli planktonik
ortamin en yilksek total yag miktarina ise 40. giinde ulasilmis ve 127,8 mg/g oldugu
saptanmistir. Planktonik olarak kiltiirlendigi ortamlarda olgiilen total yag miktarlarinin %
cinsinden degerleri ise standart azot i¢eren ortamda en yiiksek %12, azot eksiltmesi uygunanan
ortamda ise %12,79 olarak belirlenmistir. Elde edilen bu veriler 1s18inda planktonik ortamda
uygulan azot eksiltme isleminin mikroalgler {izerinde total yag miktarlarini arttirict yonde etki
ettigi sonucu ¢ikmaktadir. Donen algal biyofilm reaktoriinde yapilan %100 azot igerikli ve %25
azot igerikli ortamda oOlgiilen total yag miktarlarinin gilinliik olarak artis gdstermis oldugu

belirlenmistir. Standart azot iceren biyofilm formasyonundan elde edilen en yiiksek total yag
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miktarina 40. giinde ulasilmis ve 145 mg/g olarak belirlenmistir. Azot eksiltmesi uygulanan
biyofilm formasyonundan elde edilen en yiiksek total yag miktarina ise 40. glinde ulagilmis ve
168,6 mg/g olarak saptanmigtir. % 100 azot igerikli biyofilm formasyonundan elde edilen total
yag miktarlarinin % cinsinden degerlerine bakildiginda en yiiksek %14,51, % 25 azot igerikli
biyofilm formasyonunda ise en yiiksek 9%16,85 olarak hesaplanmistir. Elde edilen veriler
151g¢1nda biyofilm formasyonunun iizerinde azot eksiltme isleminin total yag miktarlarini arttirict
yonde etki ettigi sonucu ¢ikmaktadir. Ayn1 zamanda elde edilen verilere bakildiginda %100 azot
igerikli ortamin DCW miktarinin, %25 azot igerikli ortama gore daha yiiksek ¢iktigini fakat elde
edilen DCW’ lere oranlandiginda yag miktarinin %25 azot igerikli ortamda daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. %100 azot igerikli ortamin en yiiksek DCW miktarimin 1,22 g/L oldugu giinde
total yag miktariin %12 oldugu, %25 azot igerikli planktonik ortamm en yliksek DCW
miktarinin 1,16 g/L ise total yag miktarinin %12,79 oldugu belirlenmistir. % 100 azot icerikli
biyofilm formasyonundan elde edilen en yiiksek DCW miktarmin 0,359 g/m? oldugu diinde
total yag miktar1%14,51, %25 azot igerikli biyofilm formasyonunda en yiiksek DCW miktarinin
0,342 g/m? oldugunda ise total yag miktarinin %16,85 oldugu belirlenmistir.

Yapilan ¢alismalarda mikroalgler {izerinde azot stresinin uygulanmasinin olusan
hiicrelerin sayisini ve klorofil-a miktarlarini azaltici etki gosterdigini fakat mikroalgal hiicrelerin
biyokimyasal kompozisyonlarinda lipitler gibi organik molekiillerin miktarlarinda artis
gozlendigini belirtmislerdir. Bununla birlikte azot stresinin uygulanmasi klorofil-a miktarlarin
azaltirken karoten miktarlarinda arttis meydana getirdigi igin besi ortamlarinda sararmalar
olusturdugunu rapor etmislerdir (Shifrin ve Chisholm, 1981; Sukenik, vd., 1989). Mutlu ve
arkadaglar1 yaptiklar1 calismada klorofil-a miktarimin, lipit iceriginin en yliksek oldugu %0 N
iceren besi ortaminda en diisiik seviyeye geldigini rapor etmislerdir (Mutlu, vd., 2010). 40 giin
stiresince devam eden bu calismada, standart azot igerikli ve azot eksiltmesi uygulanan
planktonik ortamlarin iizerinde yapilan klorofil-a tayininin sonucunda elde edilen verilere
bakildiginda standart azotlu ortamdaki klorofil-a miktarmin, azot eksiltmesi uygulanan ortama
gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir ve yapilan morfolojik incelemelerde azot eksiltmesi
uygulanan besi ortaminda sararmalar olustugu gozlemlenmistir. Bu morfolojik gozlem
sonucunda azot eksiltmesi uygulanan planktonik ortamin standart azotlu ortama gore yag

iceriginin daha fazla olabilecegi diisliniilmiistiir.

Gross ve digerlerinin yaptiklar1 bir ¢alisma igerisinde, mikroalglerin kiiltiirlenmesi igin
kurulan siispansiyon temelli sistemlere nazaran RABR sisteminin, maliyetli olmayan hasat

islemine ve yiiksek miktarlarda biyokiitlenin elde edilmesi sebebiyle alg liretim sistemleri
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igerisinde daha fazla avantaja sahip olan bir sistemdir (Gross ve Wen, 2014). Ticari olarak alg
yetistiriciliginde, mikroalglerin kiiltiir sisteminden hasatlanarak biyokiitlenin elde edilmesi
islemi en Onemli olaydir ve siispansiyon bazli kiiltiir sistemlerinde hasat iglemi oldukga
maliyetlidir.bu uygulama igerisinde denenen planktonik kiiltiirlenme sistemindeki, biyokiitlenin
hasatlanmasi i¢in fazla miktarda santrifiij islemi ¢ok maliyetli bir islemdir. Bu nedenle, ticari
olarak alg yetistiriciliginde biyofilm bazli kiiltiirlenme sistemlerinin kullanilmasinin,
hasatlanacak biyokiitlenin isleme ve hasatlama maliyetini diisiirecektir ve bu uygulama

sonucunda elde edilen sonuglar daha dnce yapilmig ¢aligmalarla paralellik gostermektedir.

Donen algal biyofilm reaktoriiniin tespit edilen avantajlart ve dezavantajlart vardir.
Dezavantajlardan birincisi kiiltivasyon sisteminin agik bir sistem olmasindan kaynakli olarak
farkli tiirdeki alg ve bakteri kontaminasyonuna sebebiyet vermesidir. Tespit edilen bir diger
dezavantaj ise kapali bir sistem olmadigi i¢in buharlagsmanin goriilmesidir. Bu yilizden sistem
kuruldugunda besiyeri miktarina dikkat edilmeli ve besiyeri miktar1 gereken limitin altina
indiginde besiyeri eklemesi yapilmalidir. Gross ve digerlerinin yapmis olduklar1 bir ¢caligmada
RABR sisteminin, fotobiyoreaktorler ve agik havuz sistemlerine oranla daha fazla avantajlara
sahip oldugunu rapor etmislerdir (Gross ve Wen, 2014). Bu avantajlarin igerisindeki en énemli
olani, kiiltiirlenmesi saglanan mikroalglerin 151k kaynagina ve besin ortamina esit derecede
maruz kalabilmeleridir. Laboratuar ortamina modifiye edilecek olan RABR sisteminde dikkat
edilecek en onemli nokta, silindir tekerlegin iistiine kaplanmasi planlanan materyalin biyofilm
olusumuna uygun olmasidir. Gross ve arkadaslarinin yaptiklar1 baska bir ¢alisma igerisinde
biyofilm reaktorlerini kullanarak gergeklestirilen kiiltivasyon sistemlerin daha ¢ok laboratuvar
ortamlarinda uygulandigini ve biyofilm olusturabilmesi i¢in se¢ilen kaplama materyalinin
pamuk icerikli malzemelerden, polimerlesmis tabakalara kadar farklilik gostermekte oldugunu
rapor etmiglerdir. Daha Once yapilan bagka ¢alismalarda ise kaplama materyali olarak cam
tabaka, polisitren kopiik, tiilbent kumas, pamuk ipi, jiit ip, karton plaka, cam elyafi, vermikiilit
gibi materyalin denendigini rapor etmislerdir (Gross, vd., 2013; Shen, vd., 2014; Johnson ve
Wen, 2010). Bu konuda yapilmis olan bir diger ¢alisma igerisinde tutunma matertallerinin
seciminde dikkat edileceken Onemli olayin, malzemenin dayaniklilifi ve yeniden
kullanilabilirliginin yan1 sira mikroalgal hiicrelerin absorbsiyon yeteneklerinin olmasi
gerektigini bildirmislerdir. (Gross, vd., 2013). Kaplanacak malzeme deneyleri yapilmadiginda
mikroalglerin yeterli, diizeyde biyofilm olusturmalari ve istenilen biyokiitlenin eldesinde
basarisizlik meydana gelecektir. Bu nedenle ticari olarak alg iiretim tesislerinde maliyeti
minimuma indirebilmek i¢in bu denemelerin mutlaka gerceklestirilmesi gerekmektedir.

Mantzorou ve arkadaglarmin yaptiklar1 bir calismada, biyofilmin olusturulmasi istenilen
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kaplama materyalinin dokusunun piiriizlii bir ylizey olmasinin, biyofilm olusumu i¢in 6nemli bir
yer teskil ettigini bildirmislerdir (Mantzorou ve Ververidis, 2019). Bu deneyde caligilan en
pliriizli yiizey hava tasidir ve elde edilen verilere bakilarak, mikroalglerin absorbsiyon
Ozellikleri hava taginda oldukga yiiksektir fakat mikroalglerin ortamdan hasatlanmasi esnasinda
biyokiitle kaybi1 yasandigi icin kaplama materyali olarak tercih edilmemigtir. Donen algal
biyofilm reaktoriinde kaplama materyali olarak uyguladigimiz polietilen halatin yiizeyi, hava
tasina nazaran daha az piriize sahiptir fakat alglerin yiliksek biyofilm olusturmas: ve
biyokiitlenin hasatlanmasinin kolay olmasi sebebiyle kaplama materyali olarak tercih edilmistir.
Bununla birlikte yapilmis olan c¢aligmalarda biyofilm olusumunun gergeklestirilebilmesi igin
kullanilacak standart ozelliklere sahip bir kaplama malzemesinin bildirilmedigini rapor
etmislerdir (Mantzorou ve Ververidis, 2019). Bu nedenle RABR sisteminde kiiltiirlenmesi
saglanacak mikroalgin biyofilm olusturabilmesini saglayabilmek amaciyla daha fazla malzeme
deneylerinin yapilmasi gerekmetedir. Ayrica Mantzorou ve digerlerinin yaptiklart bir ¢alisma
icersinde, siispansiyon bazli kiiltivasyonu saglanan mikroalglerin hasatlanmasinda birgok
sorunun ortaya ¢iktigini, biyofilm kiiltivasyonunda ise biyokiitlenin hasatlanmasinin oldukga
kolay oldugunu ve kaplama malzemesinden siyirarak gergeklestirebilinecegini bildirmislerdir
(Mantzorou ve Ververidis, 2019). RABR sisteminde silindir tekerlegin distiinde biyofilm
olusturmus mikroalgleri, tutunma materyalinin yapisina gére kazima ya da soliisyon igerisinde
calkalama yontemi kullanilarak hasatlamak miimkiindiir. Bu deney sonucunda sonucunda

raporlanan avantajlar daha 6nce yapilmis olan diger ¢alismalarla paralellik gostermektedir.

Mikroalglerin tiiriine baglh olarak farkli 6zellikleri ve davraniglart vardir ve bu yilizden
bazi alg tiirleri biyofilm olusturarak, bazilarinin ise planktonik formda gelisim gdsterdigi
bilinmektedir. Biyofilm sistemlerini kurarken goz 6niinde bulundurulacak en miithim husus
elverigli mikroalg tiiriiniin seg¢ilmesidir (Katarzyna, vd., 2015). Bu denemede laboratuar
kosullarinda ¢aligilmak tizere dizayn edilen RABR sistemiyle gerceklestirilen 6lgiimlerin
sonucunda C. vulgaris’ in biyofilm olusturabilme kapasiteleri gozlemlenmistir ve polietilen
halatin istinden hasatlanan DCW miktarina bakilarak C. vulgaris mikroalginin biyofilm

meydana getirme kapasitesinin yiiksek oldugu sonucuna varilmistir.

Griffiths ve digerlerinin yaptigi bir deneyde besi ortamlarindaki N miktarmin
azaltilmasinin, biriktirilen lipit miktar1 arttiriminda ¢ogunlukla kullanilmis bir sistem oldugunu
rapor etmislerdir (Griffiths, vd., 2011). Yapilan bu deneyde biyofilm ve planktonik formasyonu
istiinde gergeklestirilen stres kosularindan N eksiltme yontemi neticesinde olusan lipit

miktarinim artig gosterdigi gézlemlenmistir. Griffiths ve digerlerinin yaptig1 baska bir deneyde
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lipit rantabilitesinin arttist biyodizel eldesini etkileyen en miihim degisken oldugunu
bildirmislerdir (Griffiths ve Harisson, 2009). Yaptigimiz bu ¢alismadaki veriler 1s18inda N stresi
uygulamasi, lipit olusturma yeteneginin iist diizeye c¢ikarttigi sonucunu vermektedir ve bu

sonuclar daha 6nce yapilan calismalarla paralellik gdstermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Endiistriyel alanlarda mikroalglerle yapilan ¢alismalarda biyokiitle ve lipit miktarlarinda
artis saglayabilmek igin N eksiltmesi ve biyofilm meydana getirebilmesi olduk¢a miihimdir.
Yapilmig olan bu deney sonucunda meydana gelen verilerle dénen RABR sisteminin
kullanilmas1 ve tercih edilen mikroalge N achiginin gergeklestirilmesi lipit meydana
getirilmesini arttirabilecegi diistindiirmektedir. Mikroalglerdeki lipit miktarinin arttirilmasi igin
yapilmis olan denemeler olduk¢a azdir. Mikroalglerde biyofilm formasyonunun meydana
getirilmesine tesir eden faktorler ftizerinde hala arastirilmasi yapilmamis durumlar
bulunmaktadir. Biyofilm parametrelerini belirleyebilmek igin daha once ¢alismalar yapilsa da,
biyofilm formasyonunun incelenebilmesi igin genis ¢apli sistemler ingaa edilmelidir.
Degiskenler iyi tespit edilip, olmasi1 gereken ortamlar saglandiginda ticari anlamda biyokiitle
olugsmasim gergeklestirmek ve mikroalglerle biyodizel olusturmakta kullanilan lipitlerin eldesi

i¢in ¢aligmalar devam edilmelidir.
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