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OZET

Haematococcus pluvialis Flotow MIKROALGININ URETIM TESISI
PLANLANMASI VE ENDUSTRIYEL ASTAKSANTIN URETIMi

Serkan TEKER
Doktora Tezi, Su Uriinleri Miihendisligi Anabilim Dah
Damsman: Prof. Dr. Mehmet GOKOGLU
Haziran 2022; 64 sayfa

Haematococcus pluvialis Flotow, Chlorophyceae sinifina dahil olan, tek hiicreli
cift kamgili bir yesil mikroalgdir. Uygun iireme sartlar1 altinda yesil vejetatif biiylime ve
gelisme fazinda olan H. pluvialis’in hiicreleri stres kosullari altinda morfolojik olarak bir
degisiklik gecirerek hematokistik forma dontisiirler.

Bugiine kadar yapilan c¢alismalarda, H. pluvialis yetistiriciligi bircok agidan
arastirilmistir. Ancak, endiistriyel 6lgekli bir iiretim ve iiretim tesisi planlama c¢aligmasi
yapilmamistir. Bu ¢alismada, H. pluvialis yetistiriciliginin uygun tiretim kosullar
aragtirtlip, bir liretim tesisi planinin yapilmasi amaglanmistir. Boylece ileride yapilacak
olan alg yetistiriciligi isletmelerinin planlanmasina katki saglamasi hedeflenmistir.

Bu calismada kullanilan H. pluvialis kiiltiirii “Kiiltiir Koleksiyon Alg ve Protozoa”
(CCAP) SAMS Limited sirketinden satin alinmis ve laboratuvar ortaminda gogaltilmustir.
Hacim artirrmi yapilarak en son 160 It yesil faz tiretimi yapilmistir. Yesil fazdan elde edilen
160 1t biyokiitle kirmizi faz tretimi i¢in 5 x 2m uzunlugunda ve 15 cm derinliginde
havuzlara inokiile edilmistir. Fototrofik yontemle ve kesikli kiiltiir sistemi ile endiistriyel
mikroalg iiretim tesisi planlanip, liretim yapilmistir. Farkli iiretimler sonucunda, 750-
1250 g civarinda kuru madde elde edilmistir. Elde edilen kuru maddenin astaksantin
icerigi spektrofotometrik yontemlerle % 3.28 - 4.58 olarak belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Astaksantin H. pluvialis, Mikroalg, Tesis planlamasi
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ABSTRACT

PRODUCTION FACILITY PLANNING of Haematococcus pluvialis Flotow
MICROALGAE AND INDUSTRIAL ASTAXANTINE PRODUCTION

Serkan TEKER
PhD Thesis in Aquaculture Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet GOKOGLU
June 2022; 64 pages

Haematococcus pluvialis Flotow is a unicellular bi-flagellate green microalgae
belonging to the class Chlorophyceae. The cells of H. pluvialis, which are in the green
vegetative growth and development phase under appropriate reproductive conditions,
undergo a morphological change under stress conditions and turn into red hematocystic
form.

In studies conducted to date, many aspects of H. pluvialis microalgae cultivation
have been investigated. However, an industrial scale production and production facility
planning study has not been carried out. In this study, it is aimed to investigate the suitable
production conditions of H. pluvialis cultivation and to make a production plant plan.
Thus, it is aimed to contribute to the planning of algae culture enterprises to be built in
the future.

The H. pluvialis culture used in this study was purchased from “Culture Collection
Algae and Protozoa” (CCAP) SAMS Limited and reproduced in the laboratory
environment. By increasing the volume, the last 160 It green phase was produced. 160 It
of biomass obtained from the green phase was inoculated into 5 x 2 m long and 15 cm
deep pools for red phase production. An industrial microalgae production facility was
planned and produced with the phototrophic method and batch culture system. As a result
of different productions, around 750-1250 g of dry matter was obtained. The astaxanthin
content of the obtained dry matter was determined as 3.28 - 4.58 % by spectrophotometric
methods.

KEYWORDS: Astaxanthin, Facility Planning, H. pluvialis, Microalgae
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ONSOZ

Okyanus, deniz gibi tuzlu su ve tath sularda birincil tireticiler olan mikroalgler
besin zincirinin ilk halkasin1 olustururlar. Hiicrelerinde protein, karbonhidrat, yag asitleri,
vitaminler, pigmentler gibi 6nemli metabolitleri iiretme 6zelligi sebebiyle ekonomik
degere sahip organizmalardir. Yil boyunca diizenli kiiltiir yapilabilmesi, suyu, besin
tuzlarmi ve giines enerjisini ¢ok verimli kullanabilmeleri ve daha yiiksek biyokiitle elde
edilebilmesinden dolay1 mikroalg yetistiriciliginin 6nemi hizla artmaktadir.

H. pluvialis, Chlorophyceae sinifina dahil olan, tek hiicreli, ¢ift kam¢ili bir yesil
mikroalgdir. Uygun iireme sartlar1 altinda yesil vejetatif biiyiime ve gelisme fazinda olan
H. pluvialis’in hiicreleri stres kosullar1 altinda morfolojik olarak bir degisiklik gegirerek
hematokistik forma doniisiirler.

Bugiine kadar yapilan c¢alismalarda, H. pluvialis yetistiriciligi birgok agidan
arastirilmistir. Ancak, endiistriyel 6lgekli bir iiretim ve iiretim tesisi planlama c¢aligsmasi
yapilmamistir. Bu c¢alismada, H. pluvialis yetistiriciliginin uygun iretim kosullar
arastirilip, bir iiretim tesisi planinin yapilmas: amaglanmistir. Boylece iilkemizde ileride
yapilacak olan alg yetistiriciligi isletmelerinin planlanmasina katki saglayacagini iimit
etmekteyiz.

Bana bu doktora tez konusunda ¢alisma olanagi saglayan ve ¢alismalarim boyunca
her zaman yardime1 olan tez danismanim, Prof. Dr. Mehmet GOKOGLU’na, destegini
her an yanimda hissettigim sevgili esim Do¢. Menekse Suzan TEKER’e ve biricik kizim
Tuana TEKER e tesekkiirlerimi sunarim.
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AKADEMIK BEYAN

Doktora Tezi olarak sundugum “Haematococcus pluvialis Flotow Mikroalginin
Uretim Tesisi Planlanmas1 ve Endiistriyel Astaksantin Uretimi” adli bu ¢alismanin,
akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak yazildigini belirtir, bu tez ¢aligmasinda
bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagini gosterdigimi beyan ederim.
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1. GIRIS

Birgok bilim insanin da diizenli bir taksonomik siniflandirmada giigliik ¢ektigi
algler genel olarak, bitkiler gibi fotosentez yapan ancak bitkiler gibi kok, gévde, yaprak,
damar yapilanmasi ve bitkiler gibi {iremesi olmayan sucul organizmalardir (Barsanti ve
Gualtieri 2014). Prokaryot veya oOkaryot olabilen algler genellikle tek hiicreli ve
mikroskobik boyutlardan ki bunlara mikroalgler diyoruz, 100 metreyye kadar
bliyliyebilen ve makroalgler olarak tanimladigimiz ¢esitli boyutlara kadar gelisebilirler.

Genel olarak algler renklerine gore siniflandirilir. Mikroalglerin siniflandiriimasi,
pigment c¢esitlerine, depolama iirlinlerinin kimyasal yapisina ve hiicre duvarina
dayanmaktadir (Dragone vd. 2010). Sitolojik ve morfolojik dahil olmak iizere bazi ek
kriterler olan kamg¢ili hiicrelerin olusumu, kamg¢inin yapisi, hiicre béliinmesinin semasi
ve yolu dikkate alinir (Richmond ve Hu 2013; Alam vd. 2012). Algleri ticari biyiikliik
ve ana gruplara gore smiflandirmak istersek; prokaryot algler siyanobakteri
Cyanophyceae simifina dahil olan mavi-yesil algler olarak sadece bir sinifta, 6karyot
algler ise Rhodophyceac (Kirmizi algler),  Phaeophyceae (Kahverengi algler),
Chlorophyceae (Yesil algler), Chrysophyceae (Altin algler), Xanthophyceae (Sar1-yesil
agler) olarak alt1 sinif altinda tanimlanabilir (Borowitzka 2007; Alam vd. 2012).

Algler, genis bir pH, su sicakligi, bulaniklik, ¢6ziinmiis O2 ve CO2 konsantrasyonu
araligina tolerans gostererek, tatl sulardan, tuz goéllerine kadar neredeyse hemen hemen
her yerde bulunur (Barsanti ve Gualtieri 2014). Algabase veritabanindan giincel olarak
aldigimiz bilgilere gore 166.139 tiirii bulundugu bildirilmektedir (Guiry ve Guiry 2022).

Alglerin tarihte ilk defa kullanimi, Shen-Nung’un “Materia Medica” adl1 kitabina
gore M.O. 2700’ lere kadar uzanmaktadir (Hoppe vd. 1979; Sukatar ve Senkardesler 2001;
Kaba ve Caglak 2006). Tibbi iiriin olarak kullanilmasi bu kadar eski tarihlere dayanan
alglerin, yeni farmasdtik ajanlarin iiretilmesinde g¢ok degerli biyoaktiviteli ikincil
metabolitleri vardir. Algler ile yapilan ¢aligsmalar neticesinde antimikrobiyal, antioksidan,
antikanser ve antitimoral aktivitelerin varligi ortaya konmustur. Mikroalglerin
antioksidan, vitamin ve renk kaynaklar1 olmasiyla beraber zengin ¢oklu doymamis yag
asitlerine de sahip olmalar1 (Gokpinar vd. 2001) onemlerini daha da arttirmaktadir
(Gokpinar vd. 2006; Aktar ve Cebe 2010).

Giliniimiizde, Diinya niifusunun hizla artmasindan ve gerekli besin ihtiyacinin
yetersizliginden dolayi ileride ortaya ¢ikmasi muhtemel kitlik tehlikesi, bilim insanlarini
yeni besin kaynaklarini arastirmaya ve mevcut kaynaklar: gelistirmeye yonlendirmistir
(Algay vd. 2017).

Yine ayni sekilde her yil giderek artan enerji ihtiyaci ve karsilamak i¢in kullanilan
fosil kaynaklarmn etkisiyle kiiresel iklim degisikligi sorunu, yenilenebilir enerji
kaynaklarinin kullanimimi neredeyse zorunlu kilmaya baslamistir (Say vd. 2010). Fosil
yakitli enerji santralleri kaynakli CO2 azaltimi i¢in biyolojik bir yontem olarak mikroalg
yetistiriciligi bir ¢6ziim olarak degerlendirilmektedir (Chisti 2007).

Okyanus, deniz gibi tuzlu su ve tatli sularda birincil organik madde treticileri olan
mikroalgler hiicre i¢indeki protein, karbonhidrat, yag asitleri, vitaminler, pigmentler ve
karotenoidler gibi metabolit ve bilesiklerinin 6neminden dolay1 ekonomik degere sahip
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organizmalardir (Gokpmar vd. 2013). Bu degerli metabolitleri iiretebilmeleri ya da
biriktirebilmeleri sebebiyle mikroalgler, tip, eczacilik, gida takviyesi, kozmetik, yem
hammaddesi, giibre, enerji (biyodizel), ¢evre ve atik teknolojisi gibi bir¢cok alanda
kullanilabilen biyoteknolojik organizmalardir (Alam vd. 2012; Duru ve Yilmaz 2013;
Gokpinar vd. 2013; Baytasoglu ve Basusta 2015; Algay vd. 2017).

Mikroalglerin yukarida saydimiz 6zellikleri diginda, yil boyunca diizenli olarak
kiiltiir yapilabilmesi, suyu ve giines enerjisini (fotosentez) ¢ok verimli kullanabilmeleri
ve daha yiiksek biyokiitle elde edilebilmesinden dolay1 mikroalg yetistiriciliginin 6nemi
hizla artmaktadir (Gokpinar vd. 2013).

Endiistriyel boyutlu her igletmenin oldugu gibi mikroalg yetistiriciliginin de
amaci, en uygun yatirimla, en verimli tiriin gelistirilip kar elde edilmesidir. Mikroalg
yetistiriciligi i¢/dis veya acik/kapali sistemler, siirekli/kesikli yontemler ve
fototrofik/heterotrofik veya miksotrofik dedigimiz iki yontemin birlikte kullanilmasi ile
yapilmaktadir. Endistriyel ol¢ekli kiiltiir sistemlerinde yatirimci, tesis yerinin suyunun,
15181n1n, havasiin, havadaki COz’nin, sicakligin etkin kullanimi, mikroalg kiiltiiriiniin
devamliligint saglama gibi her mikroalg tiiriiniin kendine 6zgii kosullarinin saglandigi
kiiltiir ortamint tercih etmelidir.

Chlorophyta (Yesil Agler) subesine, Chlorophyceae sinifina ait ve Volvacales
takimina dahil olan H. pluvialis tek hiicreli, yesil, ¢ift kamgili bir tatli su algidir
(Kobayashi vd. 1997; Lorenz 1999; Boussiba 2000). H. pluvialis’in Algabase
veribankasinda giincel taksonomik siniflandirmasinda takim bilgisi Chlamydomonadales
olarak revize edilmistir(Guiry ve Guiry 2022). Kendi sinifinda yer alan veya diger
mikroorganizmalarla kiyaslandiginda uygun yetistiricilik kosullarinda diistik biiyiime hizi
ve diisiik hiicre yogunluguna sahiptir (Fabregas vd. 2000). H. pluvialis uygun iireme
sartlar1 altinda yesil vejetatif formdadir, hiicreler sicaklik, tuzluluk vb. stres kosullari
altinda morfolojik olarak bir degisiklik gecirerek hematokistik forma donsiirler. H.
pluvialis bu kistik donem de hiicre iginde bir karotenoid olan astaksantin birikimi saglar.

Cok giiglii bir antioksidan etkiye sahip oldugundan siiper karotenoid (G6ékpinar vd.
2006) veya siiper antioksidan (Shah vd. 2016) olarak adlandirilan “astaksantin” metaboliti
H. pluvialis’ten elde edilen biyokiitlenin % 5’1 (Mascia vd. 2017) civarinda elde
edilebilmektedir. Gida takviyesi olarak alinan diyet karotenoidlerinin plazmada tasinmasi
sindirim ve emilimin gesitli basamaklari canli organizmlarda gozlemlenmistir. Plazmada,
b-karoten, a-karoten veya likopen gibi polar olmayan karotenoidler, ¢ogunlukla ¢ok
diisiik yogunluklu lipoproteinler (VLDL'ler) ve diisiikk yogunluklu lipoproteinler
(LDL'ler) tarafindan tasmir. Astaksantin, zeastaksantin veya lutein gibi polar
karotenoidlerin LDL'ler ve yiiksek yogunluklu lipoproteinler (HDL'ler) tarafindan
tasinma olasiligi daha yiiksektir (Furr ve Clark 1997). Insanlar {izerinde yapilan bir
caligmada, 100 mg'lik tek bir yiiksek dozda saglanan astaksantinin biyoyararlanimini ve
lipoproteinler tarafindan plazmada taginmasini dogrulanmistir (Qsterlie vd. 2000; Guerin
vd. 2003). Bu onemli metabolit de H. pluvialis ekonomik degere sahip olan
mikroalglerden birisi yapmaktadir.

Her ne tiir olursa olsun su firiinleri tesislerinin planlanmasi, iyi bir sonug elde
etmek i¢cin c¢ok bilgi gerektiren karmasik bir siirectir. Yatirimciin ileride
karsilasabilecegi sorunlari, kurulacak olan tesisin yeterliliklerini karsilamasi, tesisin
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bliyiitiilmesi ve gerektiginde tasinmasi gibi konular gz oniinde tutulmali ve planlama
yapilmalidir (Lekang 2007).

FAO verilerine gore; diinyada makroalg iiretimi ve dogadan toplanan toplam
35.762,504 ton, yetistiricilik kdltiirii ile yapilan makroalg tiretimi 34.679,134 ton,
mikroalg yetistiriciligi tiretimi toplam 56.456 tondur. Yetistiriciligi yapilan mikroalg
tirlerinde Spirulina/ Arthrospira tiirii 56.208 tonla en ¢ok iiretilen tiirdiir. Sirasiyla, H.
pluvialis 242 ton, Chlorella vulgaris 4.77 ton, Tetraselmis spp. 1.45 ton, Dunaliella salina
0.22 ton olarak iiretilen diger mikroalg tiirleridir (Cai vd. 2021; FAO 2021c).

Bugiine kadar H. pluvialis ile ilgili yapilan ¢aligmalarda; laboratuvar ortaminda
kat1 ve sivi besiyerlerinde yetistirilmesi, algal biyokiitle elde edilmesi, elde edilen
biyokiitleden astaksantin ekstraksiyon yontemleri, mikroalg hiicrelerinin ve kuru
biyokiitlenin astaksantin igerigi, farkli kat1 ve sivi besiyerlerinde yetistiriciligi, farkli 1s1k
ve sicaklik degerlerinde yetistiriciligi bir¢ok acidan arastirilmistir. Ancak, endiistriyel
Olgekli bir tiretim ve liretim tesisi planlama c¢alismasi yapilmamistir. Kesikli tiretim
yontemiyle dretilebilen H. pluvialis endiistriyel olgekte yetistirildiginde, laboratuvar
ortamindaki sartlardan ¢ok daha farkli 6zellik gostermekte ve biitiin parametrelerin ¢ok
daha dikkatli ele alinmas1 gerekmektedir.

Bu ¢alismada, H. pluvialis yetistiriciliginin uygun iiretim kosullar1 arastirilip,
endiistriyel bir {retim tesisi planlamasi ve endiistriyel Olgekli iiretim yapilmasi
amaglanmaktadir. Boylece tilkemizde endiistriyel dlgekte yapilacak olan alg yetistiriciligi
tesislerinin diizenlenmesine katki saglayacagini iimit etmekteyiz.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. H. pluvialis Flotow
2.1.1. H. pluvialis‘in sistematikteki yeri

H. pluvialis ile ilgili ilk arastirmalar Chantrans (1797)’nin yaptig1 ¢alismalarla
baglamistir (Flotow 1844). H. pluvialis'in ilk tanimi 1844'te Flotow tarafindan verilmis,
1851'de Braun bazi ayrintilar eklemis ve 6nceki gozlemlerin birkag¢ hatasini diizeltmistir.
Herrick, 1899'da H. pluvialis’in yasam oykiisii hakkinda bazi yorumlar yayinlamis ve
yasam dongiisiiniin dinlenme hiicreleri ile hareketli hiicreler arasindaki degisimine dikkat
cekmistir (Lorenz 1999; Rather vd. 2020). H. pluvialis’in taksonomik siniflandirilmasi
asagida gortldigi gibidir (Guiry ve Guiry 2022).

Sube : Chlorophyta
Siif : Chlorophyceae
Takim : Chlamydomonadales

Aile : Haematococcaceae

Tir @ H. pluvialis Flotow (Sekil 2.1)

Sekil 2. 1. H. pluvialis Flotow (Orijinal)
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2.1.2. H. pluvialis’in genel ozellikleri

H. pluvialis tatli sularda bulunan Chlorophyceae sinifina ait Volvacales takiminin
tiyesi olan, tek hiicreli yesil mikroalgdir (Kobayashi vd. 1997; Lorenz 1999).

H. pluvialis’in yasam 6ykiisiiniin ilk kapsamli a¢iklamasi Hazen (1899) tarafindan
verilmistir (Rather vd. 2020). Hazen (1899)’a gore alglerin genellikle, okyanusa yakin,
periyodik olarak suyla doldurulmus s1g havuzlarin kenarlarina yapisik kan kirmizisi bir
kabuk olarak bulundugu goézlemlemistir. Alglerin yasam oykiislinii kirmizi dinlenme
asamas1 ve yesil yiizme asamasi ve ardindan tekrar kirmizi dinlenme asamasi olarak
tanimlamigtir. O zamanlar alg i¢indeki kirmizi renklendirici maddenin kimyasal yapisi
bilinmediginden "hematokrom" adi verilmis ancak simdi ise astaksantin olarak
bilinmektedir (Rather vd. 2020).

Yine Hazen (1899) H. pluvialis i¢in Flotow (1844)’tin tanimlamasini yeterli
bulmayip, tiiriin Sphaerella lacustris olarak tanimladigini ancak bir¢ok bilim insaninin da
H. pluvialis olarak kullandigini bildirmis ve tiirlin genel ozelliklerini asagidaki gibi
aciklamistir.

1. Sphaerella lacustris megazooidler ve mikrozooidler tarafindan tiretilen iki tiir hareketli
hiicre vardir.

2. Megazooidler aseksiieldir.

3. Mikrozooidlerin konjugasyonu gozlemlendi, ancak olusum kosullarindan boyle bir
stire¢ bulmay1 beklemeliyiz.

4. Bitkisel boliinme, megazooidlerin olusumundan farkli degildir; olumsuz kosullar
hareketli durum varsayimini engeller.

5. Sphaerella lacustris amip formuna gegmez.

6. Hem hareketli hem de dinlenme durumunda hiicre duvari seliilozdan olusur.

7. Nisastanin biriktigi birkag pirenoid, kromatoforda gomiiliidiir.

8. Kontraktil vakuolii yoktur.

9. Hematokrom, klorofil ile yakindan iligkili bir maddedir, ancak daha kararlidir; degeri
muhtemelen bu kararlilikta ve belki de koruyucu ve 1s1 iireten giiciinde yatmaktadir.

10. Zoospor genellikle giiclii bir sekilde 1518a dogru c¢ekilir.

11. Canliligin korunmas: i¢in kuruma veya donma gibi bir miktar gelisme kesintisi
gereklidir.

12. Sphaerella lacustris, seliiloz hiicre duvarina ve Klorofil ve holofitik beslenme
bigimine sahip olmasi nedeniyle bir bitki olarak kabul edilmelidir.

13. "Kirmizi kar" tiirii Sphaerella nivalis, morfolojik fizyolojik farkliliklar temelinde S.
lacustris'ten farkli kabul edilir seklinde bildirmistir.

2.1.3. H. pluvialis‘in dagilim

H. pluvialis’in, su birikintilerinde, yagmur veya yapay havuzlarda, dogal ve yapay
goletler gibi farkli su kiitlelerinde goruldigi ve Avrupa, Afrika, Kuzey Amerika, Giiney
Amerika, Avustralya ve Hindistan'm farkli bolgelerinden izole edildigi bildirilmistir
(Burchardt vd. 2006; Herrero vd. 2012; Rather vd. 2020)(Sekil 2.2).

Ayrica, Droop (1961) H. pluvialis’in tipik olarak, zorunlu olmamakla birlikte,
genellikle denizden birka¢ metre mesafede kaya havuzlarinda bulundugunu bildirmistir.
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H. pluvialis’in kalict su kaynaklarindan ziyade gecici ortamlarda yaygin olarak
goriilmesi, kismen bu tiir havuzlarin genellikle diger rakip alglerden arinmis olmasindan
dolayidir. H. pluvialis’in, 1s1k, sicaklik ve tuz konsantrasyonundaki hizli ve asir
dalgalanma kosullarina ragmen canliligin1 stirdiirmesi, hizli kist yetenegi nedeniyle cogu
algden ¢ok daha uygundur (Proctor 1957).

Sekil 2.2. H. pluvialis dogal tanimlandig1 biyocografik bolgelerin haritas1 (Genitsaris
vd. 2016) Rakamlar, belirli bir bolgeden yapilan ¢aligmalarin sayisini gosterir

2.1.4. H. pluvialisin biyolojisi ve yasam dongiisii

Uygun sartlar altinda gortiniimleri daire seklinde olmayip damla/armut sekline
daha ¢ok benzer ve biiyiikliikleri 8-80 um ¢apinda olan hiicreler hiicre duvari ile ¢evrilidir
(Hazen 1899). Kloroplasti fincan seklinde olup, dagimik ve ¢ok fazla preneoid
icermektedir. Kontraktil koful diizensiz bir sekilde protoplastin yilizeyine yakin ve daginik
bulunur. Yapisinda bir nukleus, apikal konumda esit uzunluklu iki kampgis1 ve genis
porlara sahip seliiloz hiicre duvari vardir. Hiicre duvari kalin, jelatinimsi olup protoplast
iplikler halinde goriinmektedir (Boussiba 2000).

Uremeye uygun kosullar altinda yesil vejetatif fazda olan H. pluvialis’in hiicreleri
sicaklik, tuzluluk vb. stres kosullar1 altinda yapisinda bazi degisiklikler gecirerek kirmizi
kistik faza gegerler. Degisen bu sartlar altinda kendini devamli koruyabilen mucizevi bir
yasam dongiisii olustururlar. H. pluvialis’in yasam dongiisti dort evreden olusur (Sekil
2.3)( Souza vd. 2020)

1. Zoosporlar olarak tanimladigimiz vejetatif, yesil, kamgili, hiicreler hareketlidirler.
Hiicre icerisinde daha yiiksek klorofil ve protein goriiliir ve boliinme hizlan yiiksektir.
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2. Yesil, kamgisiz, duragan, palmelloid hiicrelerdir (Palmelloid evre). Bolinme devam
eder, yiiksek vakuol igerigi vardir.

3. Kamgisiz, duragan, palmelloid hiicreler artik kistik hiicrelere doniisiirler ve
kahverengine doniisiirler, hiicre boliinmesi durmustur ve hiicreler sabit faza ge¢mistir.
Hiicrelerde klorofil ve proteinde azalma olur. Hiicrenin zamanla biiyiidiigli gortliir.

4. Kirmizi hiicrelerdir (Aplanosporlar veya Hematokistler).

Kirmizi renge donmiis olgun kistik hiicrelerin dayanikli hiicre duvari vardir.
Hiicrelerin astaksantin miktar1 ve kuru hiicre agirhigi belirli bir siire daha artmaya devam
eder. H. pluvialis hiicreleri yasamsal (yeterli besin, su, havalandirma, CO2) uygun yasam
kosullart altinda 1. ve 2. yesil faz dedigimiz donemi, stres (sicaklik, tuzluluk, besin
eksikligi, susuzluk) kosullarina maruz kaldiklarinda ise 3. ve 4. donemlerine gecerler.
Eger yasam kosullari, hematokist formundayken tekrar uygun sartlara donerse hiicreler
vejetatif yesil forma doner ve dongii tamamlanir (Boussiba 2000; Souza vd. 2020).

I. FAZ Yesil (Vejatatif) evre

Il. FAZ
';\‘r:"l O
u\ /,A

Kirmizi (Kistik) evre
IV. FAZ . FAZ

Sekil 2.3. H. pluvialis’in yagsam dongiisii ana fazlarinin sematik gosterimi (Orjinal)

Ureme ii¢ yolla gerceklestirilir:

1. Biiyiik hareketli yavru hiicrelerin veya megazooidlerin olusumuyla,
2. Hareketsiz yavru hiicrelerin olusumuyla,
3. Daha kiigiik hareketli hiicrelerin veya mikrozooidlerin olusumuyla (Hazen 1899).

Bazi durumlarda, aplanosporlarda gametogenez meydana gelebilir. Bu tiir bir
stire¢, asir1 olumsuz kosullara (donma, kuruma veya besin agligl) maruz kalmayi ve
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ardindan uygun kiiltiir kosullarina geri donmeyi gerektirir. Gametogenez sirasinda,
aplanospor hiicreleri, mikrozooidler olarak bilinen 64'e kadar gamet (iiretebilir.
Mikrozooidler, zoosporlara (20—50 um) kiyasla boyut olarak daha kiigiiktiir (<10 um) ve
gametokistlerden serbest birakildiktan sonra yiiksek hizli hareketlilik sergilerler. H.
pluvialis'te eseyli tireme nadiren goriiliir ve bunun yerine biiyiik 6l¢iide vejetatif tireme
goriiliir (Triki vd. 1997; Shah vd. 2016).

Birincil organik madde iireticileri olan H. pluvialis’in hiicre igindeki temel besin

Ogeleri degerleri ¢izelge 2.1°de, aminoasit dgeleri degerleri cizelge 2.2°de, yag asidi
Ogeleri degerleri cizelge 2.3°de verilmistir.

Cizelge 2.1. H. pluvialis’in temel besin dgeleri degerleri (Lorenz 1999)

Bilesenler Minimum Maksimum Aritmetik
ortalama
Protein 17,30 27,16 23,62
Karbonhidrat 36,9 40,0 38,00
Yag 7,14 21,22 13,80
Demir (%) 0,14 1,0 0,73
Nem 3,0 9,00 6,0
Magnezyum (%) 0,85 1,4 1,14
Kalsiyum (%) 0,93 3,3 1,58
Biyotin (mg/Ib) 0,108 0,665 0,337
L-karnitin (ug/g) 7,0 12 7,5
Folik asit (mg/100 g) 0,936 1,48 1,3
Niasin (mg/Ib) 20,2 35,2 29,8
Pantotenik asit (mg/Ib) 2,80 10,57 6,14
Vitamin B1 (mg/lb) 0,050 4,81 2,17
Vitamin B2 (mg/Ib) 5,17 9,36 7,67
Vitamin B6 (mg/Ib) 0,659 4,5 1,63




KAYNAK TARAMASI S. TEKER
Cizelge 2.1.’in devami
Vitamin B12 (mg/Ib) 0,381 0,912 0,549
Vitamin C (mg/Ib) 6,42 82,7 38,86
Vitamin E (1U/Ib) 58,4 333 186,1
Kaiil 11,07 24,47 17,71
Cizelge 2.2. H. pluvialis’in aminoasit 6geleri degerleri (Lorenz 1999)
Amino asit Minimum Maksimum Aritmetik
ortalama
Triptofan 0,05 0,56 0,31
Aspartik asit 1,37 2,31 1,89
Treonin 0,78 1,24 1,04
Serin 0,73 1,06 0,94
Glutamik asit 1,70 2,39 2,19
Prolin 0,69 1,00 0,89
Glisin 0,84 1,32 1,17
Alanin 1,30 1,92 1,73
Sistein 0,16 0,21 0,19
Valin 0,83 1,94 1,36
Metionin 0,32 0,43 0,40
Isolosin 0,55 0,97 0,79
Losin 1,21 1,84 1,67
Tirozin 0,40 0,63 0,52
Fenil alanin 0,61 1,05 0,90
Histidin 0,48 0,76 0,61
Lisin 0,75 1,32 1,13
Arginin 0,81 1,34 1,07
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Cizelge 2.3. H. pluvialis’in yag asidi 6geleri degerleri (Lorenz 1999)

Yag asidi Kontrol A-Stres B-Stres
C6:0 Saptanmadi 1,33 0,25
C8:0 Saptanmadi 0,27 0,13
C10:0 Eser miktar 0,23 Eser miktar
C12:0 0,21 0,30 0,44
C13:0 Saptanmadi Saptanmadi 0,16
C14:0 1,25 1,35 1,35
Cl4:1 Eser miktar Saptanmadi Saptanmadi
C15:0 0,19 0,27 0,44
C15:1 Saptanmadi Saptanmadi Saptanmadi
C16:0 22,49 18,87 21,29
Cl6:1 0,64 0,58 0,83
C17:0 0,19 0,32 0,32
Ci7:1 Eser miktar Eser miktar Eser miktar
C18:0 3,15 7,07 5,69
C18:1n9t Eser miktar 0,67 Eser miktar
C18:1n9c 19,36 18,25 18,35
C18:2n6t 6,67 5,37 7,57
C18:2n6¢ 20,23 22,06 22,9
C20:0 0,2 0,32 0,27
C18:3n6 0,86 1,02 0,95
C20:1 0,13 0,23 0,17
C18:3n3 16,18 12,01 18,69

10
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Cizelge 2.3.’iin devami1

C21:0 Eser miktar Eser miktar Eser miktar
C20:2 0,32 1,15 1,59
C22:0 0,18 0,31 0,25
C22:1n9 Eser miktar 0,17 0,16
C20:4n6 0,89 1,21 0,84
C24:0 Eser miktar 0,20 Eser miktar
C20:5n3 0,57 0,48 0,49
C22:5n3 Saptanmadi Saptanmadi Saptanmadi
Doymus yag asitleri (%) 27,81+0,42 30,36+1,19 29,62+0,73
Tekli doymamuis yag asitleri| 20,07+0,06 19,91+0,12 18,96+0,65
(%)

Coklu doymamis yag 45,80+0,18 43,15+0,68 47,23+0,56
asitleri (%)

2.1.5. H. pluvialis‘in astaksantin birikimi

H. pluvialis'teki pigment, Tischer vd. (1944)’ nin ana karotenoidi astaksantin
olarak tanimladigi 1944 yilina kadar "hematokrom” olarak adlandirilmistir (Goodwin ve
Jamikorn 1954; Lorenz 1999). Goodwin ve Jamikorn (1954) karotenogenez sirasinda H.
pluvialiste iretilen diger pigmentleri tanimlamistir. Droop (1954) H. pluvialis'te
astaksantin olusumunu ve kaybin1 yoneten kosullar1 tanimlamistir. Isik ve
karbondioksitin etkisinin birbirine bagli oldugunu, ancak organik karbonun (asetat gibi)
etkisinin 1s1iktan bagimsiz oldugunu gdstermistir. Boylece, enerji organik karbondan
tiretildiginde karanlikta astaksantin olusumu meydana gelebilmektedir (Droop 1955).
Algdeki kabuklanma ve karotenojenez kosullar1 ayniyd1 ve iki goriingii genellikle birlikte
meydana gelmekteydi. Kistlesme ve astaksantin tiretimi, diigiik nitrat veya fosfat, yliksek
sicaklik veya 1g1k veya kiiltlir ortamina sodyum kloriir (NaCl) eklenmesiyle baslamaktadir
(Boussiba ve Vonshak 1991; Kobayashi vd. 1992; Fan vd. 1994; Lorenz 1999).

H. pluvialis’te astaksantin biriktirmeye baslamasi esnasinda fizyolojik degisimler
olusur, bu farkliliklar hiicre metabolizma isleyisindeki degisiklikler ve hiicre i¢erigideki
bilesenlerde meydana gelen degisiklikler olarak iki boliimde incelenebilir (Boussiba
2000). En onemli fizyolojik degisiklik ise, fotosentez islevinin azalmasiyla birlikte
hiicrenin metabolizmal faaliyetlerinde goriilmektedir (Yong ve Lee 1991; Hagen vd.
1992; Zlotnik vd. 1993). Bu siiregte 6zellikle fotosistem Il (FSII) mekanizmasinin

11
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etkilendigi goriilmektedir. Hiicrenin fotosentez faaliyeti ile hiicre i¢indeki astaksantin
miktar1 arasindaki iliskinin ters oranli oldugu bildirilmistir (Boussiba 2000; Boussiba vd.
1999; Tan vd. 1995). Fotosentez yapan canlilarda O2’nin fotosentez mekanizmasinda
elektron aktarim goérevinden dolayi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu neredeyse
zorunludur.

Hiicre igerigindeki degisiklikler ise, yesil hiicrelerin, kirmizi hiicrelere doniistimii
esnasinda hiicrenin karbonhidrat igeriginin de artmasi olarak goriiliir. Hiicre i¢indeki bu
karbonhidrat artmasi hiicrenin kuru agirliginin %63t seviyelerini bulabilir. Hiicrede
karbonhidrat biyomolekiiliiniin yapimi, proteine gore daha az enerji harcadigindan, bu
stire¢ 3. evrede metabolizmanin yavaslamaya basladigiin bir gostergesidir. Hiicrenin
lipid bileseninde goriilen fazlalik ise, renk maddelerinin (pigment) birikimi ile alakalidur.
Renk maddeleri olan pigmentlerin tutunmak i¢in lipid kiirelerine gereksinim hissettigini
gosterir. Hiicre iginde astaksantin olusumunun yag asidi senteziyle iliskili oldugu
bildirilmistir (Boussiba and Vonshak 1991; Boussiba 2000). Karotenoid pigmentleri
genelde hidrofobik maddelerdir suda ¢6ziinmez, yagda c¢oziiniirler. Hiicre iginde
astaksantin birikiminin artmasi ve yayilmasi, yag asitlerinin bir ag seklinde sitoplazmanin
her yerine dagilmasiyla olusmaktadir (Santos ve Mesquita 1984; Boussiba 2000). H.
pluvialis hiicrelerinin 3. ve 4. evrelerini olusturan stres yasam kosullar1 altinda hiicreler
icinde birikmeye baslayan astaksantin, hiicre kuru agirliginin % 4t kadarini bulabildigi
ve mono/diesterlerinin de neredeyse hiicre igindeki toplam karotenoidin % 98’ni
olusturdugu bildirilmistir (Boussiba vd. 1999; Boussiba 2000).

Daha yiiksek bitkiler ve yesil algler, B - karoten i¢in ayn1 karotenoid biyosentetik
yolunu paylasir. B-karoten ketolaz ve B-karoten hidroksilaz, H. pluvialis'te astaksantine
yol agan diger adimlar1 katalize eder. B-karoten ketolaz, yalnizca astaksantine yol agan
ikincil karotenoid yoluna katilan tek enzimdir (Lu vd. 2010).

Astaksantin, B-karotenden iki farkli yolla sentezlenir (Fan vd. 1995; Fraser vd.
1997; Grewe ve Griehl 2008). Bir astaksantin sentez inhibitérii olan difenilamin
kullanimiyla, ekinenon, kantaksantin ve adonirubin yoluyla H. pluvialis i¢in bir sentez
yolu onerilmistir (Fan vd. 1995).

1.Yol;

[B-karoten — ekinenon - kantaksantin — adonirubin - astaksantin
2.Yol

[ -karoten - kriptoksantin - zeaksantin - adonixanthin - astaksantin

H. pluvialis hiicreleri iginde stereoizomer (3S,3'S) astaksantin biriktirilir
(Andrewes vd. 1974).

Ticari tiretim i¢in genelde kullanilan iki yontem vardir. Biri, yliksek biyokiitle i¢in
uygun yasam kosullart (yesil faz) ardindan kesikli yontem ile stres kosullar1 altinda
hematokist olusumu iiretimini iki ayr1 zamanda, digeri ise sabit stres kosullari altinda
stirekli kiiltiire dayali bir tiretim modelidir (Fabregas vd. 2000; Borowitzka 2007).
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Genel olarak H. pluvialis'ten astaksantin tiretimi, iki agamali bir kiiltiirle saglanir:
vejetatif (yesil) ve aplanospor (kirmizi) asamalar. Vejetatif asamada, yavas biiylime hizi,
diisiik hiicre yogunlugu ve kontaminasyona yatkinlik baslica problemlerdir. Bu
baglamda, 6zellikle kiiltlir ortaminin sterilizasyonu, 1sik yogunlugu ve organik karbon
beslemesi lizerinde biiylimeyi iyilestirmek i¢in ¢esitli calismalar yapilmistir. Sodyum
asetatin miksotrofik kosullar altinda organik karbon kaynagi olarak kullanilmasi, H.
pluvialis'te hiicre yogunlugunu ve biiylime hizini arttirmanin uygun bir yolu gibi goriinse
de, kontaminasyon riskini artirdigi unutulmamalidir. Organik maddeler iizerinde ¢ok hizli
biiyliyebilen 6zellikle bakteriler ve Chlorella spp. gibi mikroalglerin olmas1 nedeniyle H.
pluvialis'i organik karbon kaynagiyla yetistirmek biyiik risk tasir (Borowitzka 2007;
Goksan vd. 2010).

Geleneksel miksotrofik mikroalg kiiltiirlerinde, asilamadan 6nce ortamda diger
inorganik besinlerle birlikte organik bir karbon kaynagi bulunur. Bununla birlikte,
kiiltiirlerin baglangicta inorganik besinler tarafindan fototrofik olarak biiyiitiildiigii ve
daha sonra yavaslama fazinin sonunda farkli 151k yogunluklar1 altinda sodyum asetat
ilavesinin yapildig1 yeni bir yaklasim gelistirilmistir. Bu alternatif miksotrofinin, bir toplu
kiiltiir doneminde c¢ok daha yiiksek hiicre yogunlugu ve hiicrelerin organik karbon
kaynaklarina daha kisa siire maruz kalmasi nedeniyle en aza indirilmis kontaminasyon
riskleri gibi geleneksel miksotrofiye karsi birgok avantaji oldugu bilinmektedir. iki
asamal1 bir biliylime siireci, vejetatif hiicre biiyiimesi ile astaksantin birikimi arasindaki
celiskiyi ¢ozebilir ve H. pluvialis'in kapali bir sistemde kiiltiire edilmesi kontaminasyon
riskini azaltabilir. H. pluvialis'in iki agsamali bir biiylime siireci boyunca kiiltiir ogaltmak
i¢in farkli kapali biyoreaktorler kullanilmstir. Tki asamali {iretim siirecini basitlestirmek
ve siirekli kiiltirlerde verimli tek asamali iiretim siirecini gelistirmek igin ¢aba
gosterilmistir. Ancak goreceli verimlilik agisindan, iki asamali sistemler, tek asamali
sistemlerden daha iyi performans gosterir. ki asamali sistem, tek asamali sistemden daha
Iyi (2,5-5 kat) performans gosterir ve birincisi verimli bir seri iiretim kurulumuna en
uygun olanidir (Aflalo vd. 2007). Tek asamali {iretim, kararli durumda sinirlayict stres
altinda stirekli kiiltiire dayali bir yaklasim kullanir, biyokiitle iiretimi ve astaksantin
{iretimi ayn1 anda gerceklesir. 1ki asamali iiretim, zamanla biyokiitle (yesil asama) ve
pigmentlerin (kirmizi asama) tiretimini ayirir. Simdiye kadar, hem tek agamali hem de ki
asamal1 astaksantin iiretimi, kapali biyoreaktorler gerektirir (en azindan yesil asamada).
Fotobiyoreaktorlerde kiiltiir, acik kiiltiir sistemlerine kiyasla pahalidir. Ancak Zhang vd.
(2009) ag¢ik havuzda H. pluvialis ekimi i¢in iki asamali biiyiime tek adimli bir siireg
gelistirmis ve Kistte 10097 agirlik basina 2.10 g ortalama astaksantin igerigi elde etmistir.

Yesil hiicrelerin  yiiksek astaksantin igerigine sahip kirmizi Kkistlere
doniistiiriilmesi i¢in birgok indiiksiyon ydntemi gelistirilmistir. Indiiksiyon y&ntemleri,
astaksantinin antioksidan depolama molekiilii veya protokoruyucu madde olarak roliine
gore iki sinifa ayrilabilir. Birinci sinif] hiicre ¢ogalmasinin gecikmesine neden olmak icin
giiclii 151k disinda cesitli cevresel stresleri kullanir; 6rnegin nitrojen agligi, asir1 asetat
ilavesi, tuz stresi veya hiicre bdoliinmesinin ¢ok 06zel inhibitorlerinin eklenmesi
(Borowitzka vd. 1991; Cordero vd. 1996; Harker vd. 1996). Hiicresel kistlerin
tetiklenmesinde en Onemli faktdr bir nitrojen eksikligi gibi goriinmektedir. Hiicre
boliinmesinin sona ermesi iizerine sadece karbon kaynaklari mevcutsa, hiicreler
antioksidan iglevi olan bir depolama malzemesi olarak astaksantin biriktirir. Diger sinif,
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yiikksek yogunluklu 1s1k altinda astaksantinin fotokoruyucu roliinii kullanan 151k
indiiksiyon yontemidir (Boussiba ve Vonshak 1991).

H. pluvialis hiicreleri yiiksek yogunluklu i1siga maruz kaldiginda, hiicreleri
fotohasar ve oksidatif hasara karsi korumak i¢in astaksantin birikimini hizlandirir. Ayrica,
astaksantin birikimini arttirmak i¢in asetat ilavesinin kullanildig1 yiiksek yogunluklu bir
151k indiiksiyon yontemi de uygulanmistir. Fazla asetat ilavesi, goreceli bir nitrojen
eksikligi yaratir, bu da kist olusumunu ve astaksantin birikimini tetikleyen yiiksek bir
karbon/azot (C/N) orani ile sonuglanir (Orosa vd. 2001; Orosa vd. 2005). Bununla
birlikte, yesil mikroalg tarafindan antioksidan astaksantin {iretimi i¢in verimli bir
fototrofik indiiksiyon sistemi kurulmustur. Uygun bir CO konsantrasyonu ve kontrollii
151k radyasyon hizi, H. pluvialis'in iiretken bir sekilde saklanmasina ve astaksantin
sentezinin artmasina yol agmistir (Kang vd. 2005). Son zamanlarda, metil jasmonat ve
giberellinlerin astaksantin birikimi aginda molekiiler sinyaller olugturdugu bildirilmistir.
Metil jasmonat ve giberellinler uygulamasi, H. pluvialis'te {i¢ f-karoten ketolaz geninin
(bkts) transkripsiyonunu arttirarak astaksantin sentezini ve birikimini arttirdi. Metil
jasmonat ve giberellinler, bitkilerin stres tepkilerinde rol oynar. Astaksantin birikiminin
metil jasmonat veya giberellinler tarafindan baska herhangi bir uyaran olmaksizin
uyarilmasi, ¢ekici bir uygulama potansiyeli sunar (Lu vd. 2010).

2.1.6. Astaksantinin genel ozellikleri

Astaksantin, yalniz karbon ve hidrojen degil, bunun yanisira oksijen atomu da
icerdigi igin ksantofil karotenoidler grubuna girer. Astaksantin, bir polien zinciri ile
birlestirilen iki terminal halkadan olusur. Bu molekiil, molekiiliin her iki ucunda hidroksil
grubu (-OH) ile B-iyonon halkasinin 3, 3' konumlarinda bulunan iki asimetrik karbona
sahiptir (Sekil 2.4). Birinci durumda, hidroksil grubu bir yag asidi ile reaksiyona girer, o
zaman mono-ester olusturur, oysa her iki hidroksil grubu da yag asitleri ile reaksiyona
girdiginde sonu¢ bir di-ester olarak adlandirilir. Astaksantin, stereoizomerlerde,
geometrik izomerlerde, serbest ve esterlesmis formlarda bulunur (Higuera-Ciapara vd.
2006). Bu formlarin tiimii dogal kaynaklarda bulunur. Stereoizomerler (3S, 3'S) ve (3R
3'R) dogada en bol bulunanlardir ve H. pluvialis hiicrelerinde (3S, 3'S) izomerini
biyosentezlemektedir (Ambati vd. 2014).

Astaksantin, ¢ok etkili antioksidan aktivite gdsterebilir. Antioksidan faaliyetler,
hidroksil, peroksil gibi ¢esitli serbest radikallere kars1 hiicreyi koruma etkisidir. Serbest
radikaller, bir veya birden fazla ¢iftlesmemis elektron iceren molekiillerdir. Bu
molekiiller c¢ok yiiksek reaktiviteye sahiptir ve organizmalarda normal aerobik
metabolizma tarafindan tretilir. Asirt oksidatif molekiiller, zincir reaksiyonu yoluyla
proteinler, lipidler ve DNA ile reaksiyona girerek protein ve lipid oksidasyonuna ve
gesitli bozukluklarla iliskili DNA hasarina neden olabilir (Ambati vd. 2014).
Astaksantinin antioksidan aktivitesi, Vitamin-E’den 500 kat, B-karoten’den 10 Kkat,
lutein’den 4 kat daha etkilidir (Chen vd. 2003; Hagen vd. 2001; Hata vd. 2001; Altug
2001; Naguib 2000; Miki 1991).
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Astaksantin’in 6zellikleri ve kimyasal yapis1 agagidaki sekildedir (Lorenz 1999).

Kimyasal ad1 : 3,3’-dihidroksi-p, -karoten-4,4’-dion
Molekiiler formiilii  : Cs0Hs5204

Molekiiler agirlign  : 596.82

CAS numarasi . 472-61-7

EINECS numaras1  : 207-451-4

OH

3
T R R R YT R YT Y
3

o] Astaxanthin 3S, 3'S
(3,3 -dihydroxy-4 4 "diketo-B-carotene)

R S T Y e e e N

0 Astaxanthin 3R, 3'S

TR R RTRYYTRT R Y

HO"
(0] Astaxanthin 3R, 3'R

Sekil 2.4. Astaksantinin kimyasal yapis1 (Guerin vd. 2003)

2.1.7. Astaksantinin endiistriyel kullanim alanlar:

Astaksantin, hidroksil ve preoksil vb. serbest radikallere karsi ¢ok gii¢lii bir
antioksidandir. UV 15181na kars1 giiclii bir foto koruyuyucu, goz saghigi icin c¢ok etkili,
toksik reaktif oksijen tiirlerine (ROS) bagl iltihaplanmaya karsi dengeleyici, cilt
sagliginda, gilines yaniklari, cilt iltihabi, yaslanma karsitt ve cilt sinogenesisine bile
oldukca etkilidir. Kalp saglhiginda; insan kaninda VLDL, LDL ve HDL tarafindan
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taginabildiginden, yapilan bir in vitro test ve ardisik iki hafta boyunca giinde 3.6 mg
astaksantin kadar disiik glinliik dozlar alan insan deneklerde, astaksantinin LDL-

kolesterolii indiiklenen in vitro oksidasyona karst korudugunu géstermistir (Guerin vd.
2003).

Astaksantin 6zellikle beslenmeye destek iirlinlerde, gida takviyesi, kozmetik ve
gida endistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlar diginda astaksantin; kanser
hastalarinda, kalp ve deri hastaliklarinda da kullanilmaktadir. Giiglii bir antioksidandir.
Hormon ve bagisiklik sistemini giiglendirici, provitamin A igermesi, ireme ve biiylimede
olumlu etkileri, zararli UV 1sinlarina karsi korumasi ve giines yaniklarini azaltma etkisi
nedeniyle tercih edilmektedir (Guerin vd. 2003; Shah vd. 2016; Demir vd. 2020).

Astaksantinin siiper-antioksidan 6zelligi ile insan saglig1 ve canlilar tizerine farkli
pozitif etkileri vardir. Antikor miktarin1 artirmaya bagli olarak bagisiklik sistemini
giiclendirir (Chen vd. 2003; Kobayashi vd 1997). Kanser hiicrelerinin olusumunu
engeller (Fabregas vd. 2000; Tanaka vd. 1995). Enfeksiyonlara kars1 engelleyici oldugu
distintilmektedir. Bakteriyel enfeksiyonlara kars1 koruyucu oldugu diisiiniillmektedir. UV
1isinlarin zararh etkilerinden cildi ve deriyi koruyucudur (Hagen vd. 2001; O’Connor and
O’Brien 1998). Yaslanmadan kaynaklanan cilt bozunumunu iyilestirir. Alzheimer ve
Parkinson hastaliklarmin olusumunu azaltir. Kolestrol diizeyini diizenler. Retinayi
oksidatif zarardan korur. Canlilar iizerinde yapilan deneylerde basarili olunmus ve
insanlardaki Helicobacter pylori enfeksiyon tedavisinde uygulanmasi 6nerilmistir.

Gokpinar vd. (2006)’nin yaptig calismada soyle soylemektedir:

(13

. insanlarda yaglanmanin ve kronik hastaliklar karmasik biyolojik siirecler
sonucu olusur. Bu karmasik siirecleri anlamak igin ¢esitli hipotezler 6ne siiriilmiis ve
bunlar deneysel olarak test edilmistir. Yaslanma ile ilgili olarak ileri stiriilen teoriler son
yillarda molekiiler genetik ve deneysel tekniklerde saglanan ilerlemeler ile agiklanmaya
baslanmistir. ROS’ nin hiicrede giderek artan bir sekilde olusturdugu zararlar esas olarak,
yasli (senescent) hiicrelerde telomer erozyonu, genom kararsizligi, DNA mutasyonlar1 ve
gen profillerindeki degisimleri kapsadigini. Yaslanma ile ilgili 6ne siiriilen teorilerden en
cok dikkat ¢ekeni “serbest radikaller” teorisidir. Bu teori ilk olarak Harman (1956)
tarafindan ileri siiriilmiistiir. Serbest radikal molekiilleri eslenmemis elektron iceren, ¢cok
kararsiz, diger molekiillerle ¢cok hizli reaksiyona giren ve kimyasal olarak kararli hale
gelebilmek i¢in elektron almaya gereksinim duyan molekiillerdir. Bir molekiile
saldirdiginda onun elektronunu ¢alarak okside eder ve bu yeni molekiiliin kendisi bir
serbest radikal haline doniisiir. Bu sekilde baslayan bir zincir reaksiyonlar dizisi canli
hiicrenin zarar gormesi ile sonuglanir. Serbest radikallerin yarattig1 en biiyiik zarar hiicre
zarlari lizerinedir. Bunlar hiicre zarlarindan elektron ¢alarak eslenir, hiicre zar1 ve sonug
olarak hiicre yapisini bozar. Cesitli mekanizmalar sonucu ortaya ¢ikan serbest radikallere
kars1 viicutta dogal bir savunma mekanizmas: vardir. Bu savunma mekanizmasini
olusturan bilesiklere “antioksidanlar” denir. Antioksidanlar dogal antioksidanlar ve
ilaclar olmak {iizere iki grupta toplanabilir.

Dogal antioksidanlar arasinda enzimler (superoksit dismutaz-SOD, katalaz-CAT,
glutation peroksidaz-GP, glutation rediiktaz, sitokrom-C-oksidaz, hidroksiperoksidaz),
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makromolekiiller (seruloplazmin, transferrin, ferritin, myoglobin, haptoglobilin) ve
mikromolekiiller (B-karoten, A-vitamini, C-vitamini, E-vitamini, tokoferoller, thiol
icerenler, glutation (GSH), N-asetil sistein, metionin, kaptopril, ubiguinon) sayilabilir
(Hilmi,1994).

Antioksidanlar baslica dort yolla oksidanlar etkisiz hale getirirler;

1. Siipiirme etkisi (Scavenging): Oksidanlar1 daha zayif yeni bir molekiile
doniistiirerek etkisizlestirir. Antioksidan enzimler ve mikromolekiiller bu yolla etki eder.

2. Sondiirme etkisi (Quenching): Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktive
etmesine denir. Vitaminler, flavanoidler, timetazidin ve mannitol bu sekide etki eder.

3. Zincir reaksiyonlarin1 kirma etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin,
seriiloplazmin ve agir mineraller oksidanlari kendilerine baglar ve inaktive eder.

4. Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasar gérmiis biyomolekiilii onarirlar.”

Karotenoidler insanda ince bagirsaginda %5-50 oraninda pasif diffiizyon ile
emilir. Bu emilim orani diyetteki yag miktaryla iligkilidir. Karotenoidler hiicreyi
oksidatif stresten; triplet molekiilleri ve singlet oksijeni siipiirerek, serbest radikalleri
inhibe ederek korur (Tee ve Lee 1992).

Demir vd. (2020)’nin de yaptiklari bir calismada sdyle demislerdir:

“... Astaksantinin (ASX), ¢esitli mikroorganizmalarda ve deniz hayvanlarinda
bulunan kirmizi renkli bir ksantofil karotenoididir. ASX, mevcut karotenoidler arasinda
en yliksek antioksidan aktiviteye sahip oldugundan "siiper antioksidan" olarak da
adlandirilmaktadir. ASX’in  antioksidan  0zelliginin  yaninda, antimikrobiyal,
immiinomodiilator, hepatoprotektif, antikanser ve antidiyabetik O6zellikleri de yapilan
caligmalarla gosterilmistir. Bununla birlikte, ASX'in kanser hiicreleri tizerindeki segici
sitotoksik etkilerini inceleyen ¢alismalar sinirlidir. Bu ¢alismanin amaci, ASX'in yaygin
kanser tiirlerini temsil eden hiicreler {izerindeki sitotoksik etkilerini belirlemektir. Bunun
icin insan meme (MCF-7), akciger (A549), karaciger (HepG2), melanoma (VMM917),
kolon (WiDr) kanseri ve normal fibroblast hiicreleri 72 saat boyunca farkli
konsantrasyonlarda ASX ile muamele edildi ve ardindan MTT protokolii uygulandi.
Cisplatin sitotoksisite deneylerinde pozitif kontrol olarak kullanildi. Sonuglar, ASX'in
incelenen tiim kanser hiicre hatlar1 ilizerinde doza bagiml bir sitotoksik etkiye sahip
oldugunu gosterdi. Bununla birlikte, fibroblast hiicreleri ile kiyaslandigindan ASX'in en
giiclii secici sitotoksik etkisinin A549 ve WiDr hiicrelerinde oldugu belirlendi. Bu ¢calisma
ASX'in segici sitotoksik etkisinin, ozellikle akciger ve kolon kanseri agisindan daha
kapsamli sekilde arastirilmasi gerektigini gostermektedir.”

Shah vd. (2016)’nin yaptig1 ¢alismada H. pluvialis’ten elde edilen astaksantin
igeren diyet takviyelerinin insanlar i¢in giivenli oldugu kanitlandigini ve takviyesinin
higbir olumsuz yan etkisi olmaksizin nutrasétik bir takviye olarak 15 yili askin bir siiredir
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yaygin olarak kullanildigini. H. pluvialis'ten elde edilen dogal astaksantin, potansiyel
saglik yararlar1 nedeniyle giinde 3,8 ila 7,6 mg arasinda bir diyet takviyesi olarak piyasada
kullanildigin1 bildirmistir.

Astaksantinin endiistriyel kullaniminda diger en biiyiikk pazar1 ise su iiriinleri
yetistiriciligi sanayisi olusturmaktadir. Alabalik ve siis baligi gibi renklendirme etkili
balik yetistiriciliginde renk kaynagi (pigment) olarak kullanilir. Su tiriinleri yetistiriciligi
endiistrisinde kullanilan astaksantin, sadece renk verici 6zelligi degil, ayn1 zamanda
canlilarin daha hizli gelisimi, balik hastaliklariyla miicadele ve canli yasama oraninin
yiikseltilmesinde 6nemli bir yere sahiptir (Torrisen ve Christiansen 1995; Yesilayer vd.
2008; Duru ve Yilmaz 2013).

Bir diger endiistriyel kullanim alani ise kanatli hayvan yetistiriciliginde yumurta
sarisinin renklendirilmesidir (Elwinger vd. 1997; Inborr 1998).

2.2. H. pluvialis Endiistriyel Biyomas Uretim Yontemleri

Algal biyokiitle iretiminde temel etkenleri gbéz Oniine alacak olursak;
Biyoteknolojik uygulamalarda biiyiime kinetigindeki ana kavram, birim hiicre kiitlesi
basma hiicre kiitlesinin artis hizi olarak tanimlanan "spesifik biiylime hiz1" dir.
Maksimum 06zgiil biiyiime oranina, alg hiicreleri organizmanin ulagabildigi en hizl
replikasyon i¢in gerekli tiim besin maddelerinin fazla miktarda mevcut olmas1 durumunda
ulasilir. Algal biyokiitle tiretiminin verimli olabilmesi i¢in gerekli etkenler; su, 151k
(siddeti, dalga boyu, sicakligi), CO2, besin ve istikrarli ¢evre kosullar1 ( sicaklik, pH,
sterilizasyon ) dir (Barsanti ve Gualtieri 2014).

Algal biyokiitle iretim sistemlerine baktigimizda; Mevcut algal yetistiricilik
sistemleri li¢c grupta degerlendirilebilir: agik sistemler, kapali sistemler ve hibrit sistemler.
Bu sistemleri birbirinden ayiran fark ise dogal ortama maruz kalip kalmamalaridir. Acik
bir sistem genellikle ¢evredeki ortama maruz kalan havuzlar ifade eder. Kapali sistemler,
reaktor tasarimlarina gore tiip, kolon, diiz plaka, membran ve ekli yetistirme sistemi dahil
olmak tizere cesitli tiplerde siniflandirilabilir (Moreno-Garcia vd. 2017; Cai vd. 2013).
Hibrit sistemler ise, iiretim fazinda (kontaminasyona daha agik iken) veya daha sabit
iretim Ozellikleri gerektiren ilk ¢ogalma siirecinde kapali reaktorler daha sonra agik
sistemlerde tiretime devam edilen seklinde tanimlanabilir.

Uretim tipi ve tesisi segilirken isletmenin mali giicii, iiretilen tiiriin 6zelligi, {iretim
tesisinin bulundugu lokasyon ve {iretilen son iiriine gore maksimum {iretim saglayacagi
yontem degerlendirilmelidir (Lekang 2007).

Acik sistemler

Acik sistemler mikroalg yetistiricilignde kullanilan en temel ve dogal ortamda
yapilan yetistiricilik yontemidir. Tercih edilmesinin en biiyiik sebebi basit sistemler olusu
ve maliyetlerinin diisiik olmasidir. Dogal 151k kaynaginin saglanmas: ve malzemelerinin
daha ucuz olmasmin yaninda kontaminasyona en agik ve daha zor kontrol edilen ¢evre
kosullarina (sicaklik, hava olaylari) sahip tiretim sistemleridir. A¢ik tiretim sistemlerinin
diger bir dezavantajida dis ¢evresel etkilere maruz kalindigindan iklim sartlar1 geregi yil
boyu tiretim yapilamamasidir. Kontrol altina alinamayan dis ¢evresel kosullarin etkisiyle
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istenilen biyokiitlenin saglanamamasi gibi baska bir sorunu daha vardir (Sukatar 2002;
Lee 2001). Acik sistemleri temelde; agik havuzlar ve kanalli havuzlar seklinde
siiflandirabiliriz. Agik tretim sistemlerinin en verimli iiretim malzemesi kanalli
havuzlardir (Borowitzka 1999; Borowitzka 2007).

Kapali sistemler

Kapal1 sistem iiretim yontemleri ise dogal ortamdan gelebilecek kontrol
edilemeyen cevresel etkilerden uzak, kiiltiiriin yasamasi i¢in gerekli en uygun ortam
kosullar1 saglanan sistemlerdir. Kapali sistemlerin avantajlari, kontaminasyon riskini en
aza indirmesi, CO2’in etkin kullanilmas1 ve daha kolay istikrarli ortam (pH, sicaklik, CO2
ve havalandirma) saglamasindan dolay1 daha kaliteli iiriin elde edilebilmesidir (Vonshak
ve Torzillo 2003; Sukatar 2002). Dezavantajlari ise; kurulum maliyeti yiiksektir, {irliin
kapasitesini artirmak ¢ok daha maliyetli ve zordur. Kapali iiretim sistemlerinin ana
malzemeleri dairesel, panel, tank fotobiyoreaktorlerdir (Borowitzka 1999; Borowitzka
2007).

Hibrit sistemler

Algal biyokiitle tireticilerinin, daha kirilgan alg tiirlerini yetistirirken 6zellikle
baslangig kiiltiirlerinin daha kontrollii kapali sistem reaktorlerde yetistirip, kiiltiir belli bir
biiyiime ve cogalma hizina ulastiktan sonra agik sistemlere aktarmak suretiyle kullandigi
yetistiricilik sistemleridir. Avantajlar tiire 6zel tiretim saglanip kiiltiirtin hem devamliligt
hem de daha fazla biyokiitle elde edilmesidir. Ayrica hibrit sistemler, agik ve kapali
sistemlerin dezavantajlarini en aza indirmek i¢in uygun sistemlerdir (Borowitzka 1999).
Bu tez caligmasinda da ilk tiretim yesil fazin1 kapali sistemlerde kistik fazinda ise sera
ortaminda agik sistemle yapilan yetistiricilikte hibrit sistem kullanilmistir. Sera
ortaminda, agik sistemlerin dezavantaji olan kontrol edilemeyen ¢evresel etkilerin zarari
cok azalir. Yani sira kapali sistemler i¢in gerekli olan maliyet ¢ok daha azalmig
olmaktadir.

Mikroalg tretiminin verimli olabilmesi igin alglerin ihtiyaci olan yasam
kosullarinin uygun degerlerde olmas: gerekir. Bu uygun yasam kosullarina etki eden
onemli etkenler; 151k, sicaklik, besin, karistirma, havalandirma olarak siralanabilir.

Isik, en Onemli etkenlerin basinda gelir. Diisiik 151k siddeti fotosentezi tam
degerinde calistirmazken, yiiksek 1s1k ise fotosentezi tamamen engelleyebilir. Genelde
15181n siddeti arttirildiginda fotosentez etkinligi de artarak hiicre tireme hizini arttiran bir
etkiye sahiptir. Isik siddeti belirli bir seviyeden sonra, hiicrelerde iiretilen enerji 151 olarak
ortaya cikar ve yiiksek miktarda enerji trettiklerinde fotoinhibisyona sebep olur.
Hiicrelerin fotosentez faaliyetinin yavaslamasi sebebiyle artik hiicrede karotenoid sentezi
baslar. Isik siddeti seviyeleri, hiicre yogunlugu, asilama zamani ve tiretim evrelerine gore
artirilmasi veya azaltilmasi gerekli bir etkendir (Vonshak ve Torzillo 2003; Richmond
2000; Sukatar 2002; Cirik ve Gokpinar 1993).

Bir diger 6nemli yasamsal etken olan sicakligin da belirli sinirlar1 vardir. Mikroalg
tiirlerinin ¢ogu 15-28 °C arasindaki sicaklik degerlerinde uygun yasam kosullarina
sahiptir. 15 °C’nin altindaki diisiik sicakliklar iireme hizini yavaslatmasina ragmen, 34
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°C’nin tustliindeki yiiksek sicakliklar genellikle mikroalg tiirlerini 6ldirirler (Sukatar
2002).

Mikroalgler besin, 1s1k ve zamanlama siiresine gore farkli yontemlerle
uretilebilirler. Bu tiretim metotlar1, fototrofik, heterotrofik ve miksotrofik modellerdir.
Tiirlerine gore mikroalgler kendine 6zgii besin maddelerine ve yogunluk seviyelerinde
gore farkli miktarlarda besine ihtiyag duyarlar (Becker 1994).

Havalandirma, iiretim ortaminda kiiltiiriin her yere esit bir sekilde dagilimini
saglayan en 6nemli etkenlerden biridir. Karistirmanin hava ile saglandigi durumlarda CO>
kontrol altinda verilmelidir (Richmond ve Hu 2013; Sukatar 2002). Uretim ortamina
verilen hava kaynaklarmin ¢ikis basinci da kontrol altinda olmalidir. Uretim ortamindaki
O seviyesi, oksijen doygunlugunun %150 seviyesini ge¢memelidir (Sukatar 2002).
Yiiksek fotosentez hizi igin CO2/O; dengeli bir sekilde olmasi saglanmalidir.

Mikroalg tretim sistemleri yatirimcinin hedefledigi iretim miktarna ve
yetistirilen mikroalg tiirline gore farkli boyutlarda yapilabilmektedir. Mikroalg tiretim
sistemleri se¢imi, kullanilan mikroalg tiiriiniin biyolojisine, Su ve beslenme maliyetlerine,
iklime, araziye, laboratuvar imkanma enerji ihtiyacina ve elde edilmek istenen
biyokiitleye gore degisiklik gostermektedir. Mikroalg tiretim sistemlerinin kendine has
avantaj ve dezavantajlar1 vardir (Vonshak ve Torzillo 2003; Sukatar 2002).

Kiiltiir sistemleri astaksantin tireten H. pluvialis, i¢ mekéanlarda, agik kanal
havuzlarinda veya kapali fotobiyoreaktorlerde fototrofik, heterotrofik veya miksotrofik
bliylime kosullarinda kesikli, beslemeli kesikli veya siirekli modlarda biiytiyebilir
(Borowitzka 1999; Borowitzka 2007).

Fotoototrofik biiyliimede, organizmalar ihtiyag duyduklari tiim elementleri
inorganik bilesiklerden ve metabolizmalar: i¢in enerjiyi 1siktan alirlar. H. pluvialis,
fototrofik biiyiime kosullar1 altinda BG-11 besiyeri {izerinde biiyiiyebilir ve astaksantin
biriktirebilir (Borowitzka 2007; Goksan vd. 2010).

Heterotrofik biliylime modu, yesil algler, diatomlar ve belirli kamg¢ili algler
arasinda yaygindir. Bu organizmalar enerjilerini ayn1 zamanda karbon kaynaklar1 olarak
da hizmet eden organik bilesiklerin oksidasyonundan alirlar. H. pluvialis'in karanlikta
asetat iizerinde heterotrofik olarak biiyiiyebildigi gosterilmistir (Borowitzka 2007,
Goksan vd. 2010).

Bu, hem organik bilesikler hem de karbondioksit gerekli olmasina ragmen
fotosentezin organizmalar i¢in ana enerji kaynagi oldugu bir heterotrofik biiyiime
modudur (Kobayashi vd. 1997). H. pluvialis'in, organik karbon kaynagi olarak asetat
kullanarak, 1s1kta bazal ortam {izerinde miksotropik olarak biiyliyebildigi varsayilmistir.

2.3. H. pluvialis Endiistriyel Uretim Tesis Planlamasi

Endiistriyel alg tiretim tesislerinin (alg ¢iftligi) planlanmasi siireci basladiginda
her zaman mevcut durumu degistirmek igin bir girisim vardir. Bir tiretim hedefi veya
belirli bir tiretim plani, planlama siirecinin baslangi¢c noktasi da olabilir. Tamamen yeni
bir ¢iftlik kurulmasi istenebilir veya sadece var olan bir {iretim tesisinin yeniden insasi
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istenebilir. Bu gereksinimlere gore uygun bir yer secilmelidir. Her ikisi de, insaat
baslamadan 6nce tamamlanmis bir planlama siireci gerektirir. Planlayici i¢in, planlama
siirecini en 1iyi sekilde yliriitebilmek icin bagvuru sahibinin ihtiyaglarini gergekten
anlamalarini saglamak 6nemlidir (Lekang 2007).

Planlama siireci, “islev, bicim, gereklilik, analiz, teknoloji, ¢evresel etkiler ve
maliyet” konularinin cevaplarin1 verimlilik esasina gore cevaplayarak, saha se¢iminden
tesisin ne zaman yapilacagina kadar asagidaki boliimlere ayrilabilir.

1) Uretim plani

2) Saha degerlendirmesi

3) Oda ve tesis plant

4) Nihai tasarim ve gerekli ¢izimlerin tamamlanmasi
5) Maliyetlerin hesaplanmasi

1) Uretim Plam: Uretim planinda gelecekte olacak bir tahmini iiretim verilir. Uretim
plani; Ne kadar iiriiniin ve ne kadar zamanda tiretilecegi (haftalik veya aylik) yillik olarak
hazirlanir. Bu tiretim igin gerekli olan su, elektrik, 1sitma, sogutma, 151k, CO2, besin,
cevre, pH, sterilizasyon, personel vb. iiretim faktorlerini icermelidir.

2)Saha Degerlendirmesi: lyi bir saha segmek elbette cok dnemlidir. Gelecekteki iiretim
sonuclarinin verimli olmasi ve olasi en az sorunla karsilagsmak i¢in saha performansi
hakkinda uygun arastirmalar yapilmalidir. Uretim planlamasi, saha arastirmasi igin
gerekli kriterleri verecektir. Elbette secilen saha; planlanan tesis tiirii, karada veya denize
yakinligi, mevcut suyun kalitesi, elektrige erisimin kolay olmasi, kolay ulasim imkana,
yerlesim yerlerinden uzakligi, sehirden uzakligi, agir sanayiden uzakligi, evsel ve sanayi
atiklarinin bulunmadigi, tarimsal faaliyetlerden uzakligi, biiytik/kiiclikbas hayvancilik ve
kanatli hayvan yetistiriciligi yapilmayan, giineslenmenin uygun oldugu, 1s1
farkliliklarinin istikrarli oldugu, dogal ve arkeolojik sit alan1 olmayan, belediyelerden
ruhsat alinabilecek niteliklere sahip bir yer olmasi gerekmektedir.

3) Oda Planlamasi: Bir tesiste yine liretim planina gore ihtiya¢ duyulacak oda ve binalar
planlanmalidir. Temel bir tesiste gerekli olan odalar asagida verilmistir.

a)Bina girisi

b)idari biiro

c)Dinlenme/yemek odasi
¢)Banyo tuvalet/giyinme odasi
d)Su sartlandirma/aritma sistemi

e)Laboratuvar
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f)Uretim alan1

4) Nihai Tasarim ve Gerekli Cizimlerin Tamamlanmasi: Analiz ederken yapilmasi
gereken, farkli olasi ¢Oziimler iizerinde disilinlip, farkli olanlarin avantajlari ve
dezavantajlar1 belirlenmelidir. Analiz ¢alismasinin en etkin yollarindan birisi diyagramla
gosterimdir. Teknik analiz, bi¢im ve durum analizi, ¢gevresel etkinin analizi ve mali analiz
ayr1 ayr1 degerlendirilmelidir. Analiz sonunda nihai tasarim tamamlanip, tasarima uygun
¢izimler tamamlanmalidir.

5) Maliyetlerin Hesaplanmasi: Yatirim maliyetleri, herhangi bir is projesinin
uygulanmasi ile iliskili toplam maliyetlerdir. Bu maliyetlerin tiirleri ve bilesimi,
belirlenen projenin ihtiyaglarina gore degisir. Bir tiretim tesisinin, bir isyerinin
acilabilmesi icin gerekli ve siirekli olarak o firmada daimi olarak kalacak olan
materyaller, demirbaslar, iscilik, arazi, miithendislik ve ¢izim i¢in yapilan harcamalardir.
a. Analizlerdeki diyagram semasindan yararlanarak tiim makine techizat ve malzeme
belirlenir.

b. Kurulum maliyetleri gergek iscilik iicretleri goz Oniine alinarak saptanir.

c. Arazi masraflari, seyahatler, miithendislik, ¢izim vb. tlim masraflar g6z oniine alinir.

Yukarida siralanan bilgiler, yatirimcinin endiistriyel alg tiretim tesislerinin (alg
ciftligi) planlanmasinda ticari olarak yapmasi gereken siireci kapsamaktadir.

Bu siirece paralel olarak, “Su Uriinleri Kanunu” (Siik 2022)’ nun 13 maddesine
dayamlarak hazirlanan “Su Uriinleri Yetistiriciligi Yonetmeligi” (Siiyy 2022)’ nin
“IKINCI BOLUM Tesislerin Kurulma Yerleri ve Aranacak Sartlar” boliimiindeki
maddelerde aciklanan su irinleri yetisitiriciligi yapilacak tesislerin kurulma yerleri ve
aranacak sartlar1 da tasiyacak yer se¢imi yapilmalidir. Ayni y6netmeligin “UCUNCU
BOLUM Yetistiricilik Tesislerinin Kurulusu, Izin, Onay ve Proje Islemleri” boliimiindeki
maddeleri yerine getirecek sekilde basvuru ve takip eden islem basamaklarini yerine
getirmelidir. Su Uriinleri yetistiriciligi yapmak isteyenlerin izlemesi gereken islem
basamaklar1 BSGM’nin “Su Uriinleri Yetistiriciligi Yapmak Isteyenlerin Izlemeleri
Gereken Prosediir” bashigi altinda verilen maddeleri bagvuru ile birlikte baglayip
basamaklari takip etmesi gerekmektedir (Bsgm 2022). Kanun ve yonetmelikle ilgili usul
ve esaslar Tarim ve Orman Bakanlig1 tarafindan ve usul ve esaslarda ilgili il miidiirligii
tarafindan yiiritiiliir (Stik 2022; Siiyy 2022).

2.4. H. pluvialis‘e liskin Yapilan Calismalar

H. pluvialis ile ilgili ilk arastirmalar Chantrans (1797) tarafindan baglamistir
(Flotow 1844). H. pluvialis'in ilk tanim1 Flotow (1844) te yapmistir. H. pluvialis’in yasam

Oykiisliniin ilk kapsamli agiklamasi Hazen (1899) tarafindan verilmistir (Rather vd.
2020).

H. pluvialis yiiksek astaksantin icerigine sahiptir. Yiiksek astaksantin birikim
orani giinde 2.7 mg/L iken, toplam astaksantin icerigi 22.7 mg/g kiitledir. Astaksantin
Neochloris wimmeri, Protosiphon botryoides, Scotiellopsis oocystiformis, Chlorella
zofingiensis ve Scenedesmus vacuolatus’tan sirasiyla 19,2; 14,3; 10,9; 6,8 ve 2,7 mg/g
kiitle elde edilmistir (Orosa vd. 2001).
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Bu alanda yapilan ¢alismalarda yontem farkliliklar1 uygulandigi kadar besi ortami
ve 1sik siddetinde de farkli ¢alismalar denenmistir. Bunlara O6rnek, Chlorella
zofingiensis’den astaksantin iiretimi yapilan bir ¢alismada glikoz iceren besiyerinde
iireme veriminin olduk¢a yiiksek sonuglanmasidir. Maksimum spesifik biiyliime oraninda
astaksantin verimi 0,031 sa? ve 10,3 mg/L iken, glikoz iceren besiyeriyle yapilan
calismada 20 ve 50 g/L’ye ulasilmistir. Karanlik ortamda ise astaksantin miktar1 C/N
oranina baglidir. Astaksantin miktarindaki artig i¢in yiikksek C/N oran1 (C/N=180 gibi)
istenmektedir. Calisma Chlorella zofingiensis’ten biiyiik 6lgekte astaksantin iiretiminin
1s18a bagimsiz olduguyla sonuglanmistir (Ip ve Chen 2005).

Baska bir ¢aligmada ise, H. pluvialis’in gesitli stres ortamlarinda ve yiiksek 151k
siddetinde astaksantin birikimi incelenmistir. Distile sulu ortamda CO> ilavesiyle ve
azotsuz ortamda 14 giinliikk calisma sonucu 29,62 mg/g ve 30,07 mg/g astaksantin
miktarlarina ulasilmistir. 546 mmol foton m2s? 1s1k siddeti uygulanmustir. CO2 ilaveli
distile suda astaksantin birikiminin daha hizli oldugu ile c¢alisma sonuglanmistir
(Imamoglu vd. 2009).

Luca (2014)’nin yaptig1 bir caligma da ise H. pluvialis’in farkli sicakliklarda
bliylime oranlart incelenmistir: 20°C; 23,5°C; 27°C ve 30,5°C. Maksimum hiicre
konsantrasyonunda 30,5°C’de galisma yapildiginda 20°C’de yapilan ¢alismanin ancak
%?35’ine ulagabilmistir. Buna ters olarak ise, biyokiitle verimliliginin sicaklik artigiyla
arttigr gozlemlenmistir. Calisma sonucunda kiiltiirlerin yiiksek sicakliklarda daha iyi
hasat edilebildigi ortaya ¢ikmistir. Son olarak da, kiiltiirde azot agliginda 20°C ve 27°C’de
deneme yapilmis ve 27°C’de astaksantin tiretkenliginin 1,4 kat arttig1 belirlenmistir.

Kang vd. (2005)’nin yiiriittiikkleri bir ¢alismada CO2 ve hava karisimi ve yogun
151k kosullarinda H. pluvialis’in astaksantin birikimini tetiklemek amaciyla karbon/azot
(C/N) oraninin etkisini arastirmislardir. 200 pmol foton m?2s? 11k altinda 24 sa
aydmlatma ile stres uygulandiginda H. pluvialis’in C/N orani ve astaksantin igerigi
arasinda dogrusal bir iliski oldugunu bulmuslardir. C/N oran1 ve astaksantin igerigi
hetetrofik olarak tesvik edildiginde de benzer oldugu saptanmistir. Daha diisiik C/N orani
H. pluvialis’in hematokiste donilisiimiinii geciktirmemis, fakat 11k miktarinin yetersiz
olmasindan dolay1 kiiltiirdeki biyomas artigi, astaksantin miktarinin azalmasiyla
sonuglanmistir. Ancak, diisiik C/N oranlar astaksantin {iretimini azalttigindan, daha kisa
siirede astaksantin iiretimine tesvik, 200-300 pmol foton m?s? {izerindeki 151k
yogunluguna yiikseltilmesiyle basarilmistir. Diisiik C/N oranlart kiiltiirlerdeki hiicre
yogunlugunu ve astaksantin pigmenti miktarin1 artirmasiyla sonug¢lanmistir. Sonug
olarak, fototrofik H. pluvialis’in astaksantin {iretiminde C/N oranindan daha fazla 1s1k
yogunlugunun tetikleyici oldugunu bulmuslardir.

Tek hiicreli yesil tatli su mikroalgi H. pluvialis hiicresinde igeriginde % 80’den
daha fazla astaksantin igermektedir. Astaksantin iiretimi baslica besin azlhigi (N-P),
yiiksek tuzluluk konsantrasyonlar1 ve yiiksek sicaklik gibi faktorler etkisiyle artig
gostermektedir. Dominquez vd. (2004)’nin yaptigi bir ¢alismada, H. pluvialis’in iireme
ve astaksantin birikiminde, 151k siddeti, havalandirma gibi ¢evresel faktorlerin ve besin
elementlerinin etkisi aragtirllmistir. H. pluvialis’in en iyi gelisimi BBM Kkiiltiiriinde, 28
°C’de, siirekli beyaz floresan 151k (177 pmol foton m2s™?) aydinlatmasi altinda ve siirekli
havalandirma 1.5 v.v.m 3.5 x 10° hiicre/ml bulundugu bildirilmistir. Maksimum
astaksantin birikimi ise BAR Kkiiltiir ortaminda 24 sa aydinlatma (345 umol foton m2s?)
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ile 1 g/L! sodyum asetat ve havalandirma ile 98 mg/g™ biyomas olarak elde edildigini
bildirmislerdir.

Yapilan bir ¢alismada, yesil alg H. pluvialis, yesil hiicrelerinin kiste doniigiimi,
yesil safhada asetat veya asetatla birlikte Fe*? ilavesiyle tesvik edilmistir. Astaksantin
olusumunda asetat ve Fe*?’nin birlikte ilavesi sadece asetat ilavesine oranla daha etkili
olmustur. Kistlesmis alg hiicrelerindeki karotenoid sentezi aktinomisin ya da
sikloheksemid tarafindan durdurulmustur. Ancak daha sonra Kist olusumu, sadece asetat
ilavesiyle tesvik edilmis ve karotenoid ilavesiyle olusumu durdurucularin varliginda bile
Fet+2 ilavesiyle arttirilabilmistir. Fe*? arttirilan karotenoid sentezi potasyum iyod
tarafindan durdurulmustur. Bu da, dort aktif oksijen tiirli olan, saf oksijen, oksit anyon,
hidrojen peroksit ve peroksi radikal asetatin kistlesmeyi hizlandirdigr ve karotenoid
olusumunda bunlarm Fe*? ile yer degistirme islevine sahip oldugunu bildirmislerdir
(Kobayashi vd. 1997).

Bagka bir calismada ise H. pluvialis 'in balon ve kolon tiibiiler biyoreaktdrde ayn1
hacim ve benzer kosullarda iiretim verimliligi incelenmistir. En yiiksek biyokiitle {iretimi
tiibiiler fotobiyoreaktorde 130 pE/ m2s? 151k siddetinde 0,55 gr/L’ye ulasilmustir.
Biyokiitlenin kuru agirlig1 ise, tiibiiler fotobiyoreaktorde %2’ yken balon kolonda %0,5 tir
(Lopez vd. 2006).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1.Materyal
3.1.1. Arastirma siiresi ve bolgesi
Aragtirma, Ekim 2018 - Ekim 2020 tarihleri arasinda iki yillik siireci
kapsamaktadir. Arastirma bdolgesi ise, mikroalg yetistiriciligi i¢in iklim sartlari, cografi

ozellikleri ve ekipman yeterliligi agisindan en uygun yerlerden biri olan Antalya ilidir.

3.1.2. Arastirma materyali

Aragtirma materyali olan H. pluvialis kiltirti “Kiltir Koleksiyon Alg ve
Protozoa” (CCAP) SAMS Limited sirketinden satin alinmis, laboratuvar ortaminda alt
kiiltiir alarak ¢ogaltilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. CCAP 34/1D H. pluvialis kiiltiirii (Orjinal)
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3.1.3. Siv1 kiiltiir ortamlari

H. pluvialis suslarimin yesil faz sivi besiyer ortami igin BG-11 besi ortami
hazirlanmistir (Cizelge 3.1). Kirmizi faz {iretimi i¢in farkli bir iiretim yOntemi
degerlendirilmistir. Kiiltiir ortam1 121 °C sicaklikta 15 dakika otoklavlanmistir. pH
seviyesi otoklavdan dnce 1M NaOH veya HCl ile 7,1’e ayarlanmis, otoklavdan sonra ise

pH seviyesi tekrar kontrol edilmistir (Stanier vd. 1971).

Cizelge 3.1. BG-11 s1vi1 besiyeri (Stanier vd. 1971)

BG-11 Sivi besi ortamm

Stok soliisyonlar 1000 ml i¢in

1) NaNO3 150.0 g
2) K2HPO 409
3) MgS04.7H20 750
4) CaCl,.2H.0 3,60 g
5) Citric acid 0.60 g
6) Ammonium ferric citrate green 0.60 g
7) EDTA Nay 0.10g
8) Na2COs3 2.00 g
9) Iz elementler:

HsBOs 2.86 g

MnCl,.4H,0 1.81g

ZnS04.7H,0 0.22 g

Na:Mo004.2H20 0.39¢

CuS04.5H20 0.08 g

Co(N0O3)2.6H.0 0.05g

*Stok soliisyonlari 1 - 8 her biri 10.0 ml ve 9’dan 1.0 ml alinacaktir.
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3.1.4. Kati kiiltir ortamlar

H. pluvialis suslarmin Kati kiiltiir ortamu i¢in, hazirlanan sivi BG-11 besiyerine 15
g/L agar ilave edilmistir. Kiiltiir ortam1 121 °C sicaklikta 15 dakika otoklavlanmistir. pH
seviyesi otoklavdan 6nce 1M NaOH veya HCl ile 7,1’e ayarlanmis, otoklavdan sonra ise
pH seviyesi tekrar kontrol edilmistir.

3.1.5. Kullanilan malzemeler

Otoklav Matilab MT25-D

Manyetik karigtirict Matilab MK02

Santrifiij Bu c¢alismada tasarlanmistir

Spektrofotometre SOIF UV 5100H

Etiiv Niive FN300

Hassas Terazi Axis ATZ-520

pH metre AZ 86031

Liiks metre UNI-T UT 383

Mikroskop Olympos CH

Timer Entes zaman rolesi 0,1 sn

Blower Hailea Aco 6602 4 L/dk

CO2 Tipii Habas ¢elik tiip 10 1t

CO2 Regiilatorii Yildiz CO2 Regiilatorii

Kiiltir Dolab: Bu ¢alismada tasarlanmustir.

Klima Baymak 12000 btu

Isik Philips Master TL-D 18W/865
3.2. Metot

3.2.1. H. pluvialis'in bu ¢alismadaki endiistriyel iiretim tesis planlamasi

Boliim 2.3. H. pluvialis endiistriyel iiretim tesis planlamasi baslig1 altinda verilen
planlama siireci,

1) Uretim plani

2) Saha degerlendirmesi

3) Oda ve tesis plani

4) Nihai tasarim ve gerekli ¢izimlerin tamamlanmasi
5) Maliyetlerin hesaplanmasi

basamaklar1 takip edilmis ve Su Uriinleri Kanunu” (Siik 2022)’ nun 13 maddesine
dayanilarak hazirlanan “Su Uriinleri Yetistiriciligi Y®onetmeligi” (Siiyy 2022) nin
“IKINCI BOLUM Tesislerin Kurulma Yerleri ve Aranacak Sartlar” saglanip il Tarim ve
Orman Miidiirliigiine su iirtinleri yetistiriciligi bagvurusu yapilmistir.
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3.2.2. H. pluvialis kiiltiiriiniin ekimi ve stok Kiiltiir hazirlanmasi

H. pluvialis suslarinin stok kiiltiiriin hazirlanmasinda BG-11 kat1 besiyer ortami
kullanilmastir. “Kiiltiir Koleksiyon Alg ve Protozoa” (CCAP) SAMS Limited sirketinden
satin alinmug suslar ilk olarak BG-11 kati besiyer ortami dokiilen petri kaplarina ¢izgi ekim
yontemi ile ekimi yapilarak 15 giin siiresince iireme gézlemlemek tizere inkiibasyona
birakilmistir.

3.2.3. H. pluvialis kiiltiiriiniin siv1 besi ortama alinmasi

Bir onceki donemde, ekimi yapilan ve 15 giin boyunca iireme gozlemek {izere
inkiibasyona birakilan H. pluvialis kiiltiirii kontrol edilmistir. Ureme gozlemlenen H.
pluvialis kiiltiirii 250 ml erlenlerde, havalandirmasiz, sivi BG-11 besi ortamina alinmasi
yapilmistir. Sivi besi ortamina alinan H. pluvialis kiiltiiriiniin 7 giin boyunca tiremesi
gozlemlenmistir.

3.2.4. Kiiltiir artirinm yapilmasi ve yogun kiiltiir elde edilmesi

H. pluvialis kiiltiiriiniin 7 giin boyunca iiremesi kontrol edilmistir. Ureme goriilen
H. pluvialis kiiltiirtiniin 250 ml erlenlerden hacim artirimi yapilmigtir. 1000 ml cam
balonlara 750 ml siv1 besi ortami koyulup {izerine erlenden gelen 250 ml kiiltiir
eklenmistir. 1000 ml cam balonlarda ise devamli havalandirma ve 15sn/15dk seklin CO>
beslemesi yapilmistir. H. pluvialis kiiltiiriiniin yeterli yogunluk seviyesi giinde 1 g/L*
olarak kabul edilmistir.

Yogunlugu yeterli seviyeye ulasan kiiltiirler 5 It. seffaf plastik bidonlara 4 1t sivi
besi ortami koyulup iizerine balonlardan gelen 1000 ml kiiltiir eklenerek hacim
artirilmustir. 5 It. seffaf plastik bidonlara da devamli havalandirma ve 15sn/15dk seklin
CO2 beslemesi yapilmstir.

Yogunlugu yeterli seviyeye ulagan kiiltiirler, 20 It. seffaf plastik bidonlara 15 It.
s1iv1 besi ortam1 koyulup tizerine seffaf plastik bidonlardan gelen 5 It. kiiltiir eklenerek
hacim artirtlmistir. 20 It. seffaf plastik bidonlara da devamli havalandirma ve 15sn/15dk
seklin CO2 beslemesi yapilmuistir.

3.2.5. Yogun kiiltiirden kirmizi faz iiretimine gecilmesi

Kapali sistemde iiretilen yogun 8 adet 20 It toplam 160 It. H. pluvialis kiltiirt,
astaksantin birikimli biyokiitle elde etmek i¢in 1500 It’lik havuzlara alinmistir. Asilama
yapilan havuzlarda H. pluvialis kiiltiirii besin eksikligi, yiiksek 151k ve tuz stresini iceren
abiyotik faktorlere maruz birakilmistir. Stres ortaminda yeterli oranda (%80) kirmiz1 kist
hiicreleri gézlemlenen havuzlar karistirma ve havalandirma durdurulmus ve ¢oktiirme
yontemi uygulanmistir. Algal biyokiitle hasat yontemlerinden kurdugum pilot 6lgekli
liretim tesisine en uygun hasat sekli olan ¢oktiiriilen biyokiitle hasat edilmistir.

3.2.6. Hiicrelerin parcalanmasi, Kurutma ve Depolama

Biyokiitlenin dis ¢evresel ortamdan en az zarar1 gormesi i¢in, hasat isleminden
sonraki biyokiitlenin temizlenmesi, susuzlastirilmasi, hiicrelerin parcalanmasi ve
kurutulup saklanmasi islemleri siiratle yapilmistir. Hasat edilen biyokiitle, saflastirma ve
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besi ortamindan arinmasi igin tekrar su ile muamele edilmistir. Elde edilen 1slak biyokiitle
santrifiij yontemi ile susuzlastirilmistir. Daha sonra eldeki yari 1slak {iriin hiicrelerin
parcalanmasi i¢in otoklavlanmistir. Otoklava tabi tutulan {iriin ardindan hiicre pargalama
etkinligini artirmak i¢in sonikasyona alinmistir. Daha sonra elde edilen iiriin kurutulmak
lizere etliive alinmistir. Kurutulan kuru {iriin havasi alinarak paketlenmistir. Paketlenen
iiriin uzun siire dayanim igin -17°C saklanmistir.

3.2.7. Yetistirme kosullarindaki 6l¢iimlerin yapilmasi

Bu caligmada, H. pluvialis yesil faz yetistiricilik basamaklarinin her bir
asamasinda giinliik olarak hiicre sayimi, pH 0Ol¢limii, sicaklik, 151k kontrolii ve hiicre
sayimi kontrolii yapilmistir. H. pluvialis kirmiz1 faz yetistiriciligi sonunda ise kuru madde
Ol¢limii ve astaksantin i¢eriginin belirlenmesi 6l¢timii yapilmistir.

3.2.8. Hiicre sayimi

Mikroskobik hiicre sayimi1 mikroskop ve thoma lami kullanilarak yapilmistir.
Thoma laminda hiicre sayiminda, ana kare Imm uzunlugu ve Imm genisliginde ve 0,1
mm derinliginde siv1 alir. Bu kare alanin hacmi= 1 X 1 X 0,1 = 0,1 mm? eder. 1 ml =
1000 mm? oldugundan, 1 ml’nin 10.000 de biridir. Sayim1 yapilacak hiicreler homojen
sekilde karistirilarak pastor pipeti ile 1 ml 6rnek alinip thoma lamina damlatilarak
asagidaki formiil iizerinden sayim yapilir (Barsanti ve Gualtieri 2014).

Toplam hiicre sayis1 = Ana karedeki hiicre sayisi x 10,000 x diliisyon faktorii ~ (3.1.)

Sekil 3.2. Thoma laminda H. pluvialis hiicreleri (Orjinal)
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3.2.9. pH ol¢iimii

pH olgiimlerinde kullanilan AZ 86031 marka pH metrenin giinliik kalibrasyonu
pH 4 (pH buffer 4) pH 7 (pH buffer 7) ve pH 10 (pH buffer 10) tamponlar: ile yapilmistir.

3.2.10. Kuru madde ol¢iimii

Kuru madde o6lglimii, 6nceden kurutulmus ve onceden tartilmis, 0.45 pm
Whatman filtrede 10 ml 6rnek 80°C'de 10 saat firinda tekrar kurutulur. Hassas terazide
Olgtim yapilir ve asagidaki formiil lizerinden sonug hesaplanir (Boussiba vd. 2004).

Kuru Agirlik (mg/L) = [Filtre+Hiicre Agirligi(mg)] — [Filtre Agirhgi(mg)] x1000 (3.1)
Ornek Hacmi(mL)
3.2.11. Astaksantin iceriginin belirlenmesi

5 ml 6rnek 3000 rpm’de 5dk santrifiije koyulur ve siipernatant atilir. Boylece
biyokiitleye uygulanan stres besi ortami1 ayrigmis olur. 105°C etiivde 1 saat kurutulur. %5
(w/v) KOH igeren %30’luk (v/v) metanol ¢ozeltisinin 5 mL pellete eklenir ve 70°C su
banyosunda 10 dk bekletilir. KOH-metanol ¢6zeltisi klorofil pigmentinin uzaklastirilmasi
i¢in kullanilir. Cozelti 3000 rpm’de 5 dk santrifiijlenir ve yine siipernatant atilir. Sediment
pH’1n1 ayarlamak igin birka¢ damla asetik asit eklenir ve 5 mL DMSO eklenmistir.
70°C’de su banyosunda 10 dk bekletildikten sonra 3000 rpm’de 5 dk santrifiij yapilir ve
bu islemde siipernatant kullanima alinir. Toplanan siipernatant 490 ve 750 nm’de
spektrofotometrede dl¢tim yapilir. Kor ¢ozelti olarak yikama yaptigimiz DMSO kullanilir
ve agagidaki gibi hesaplama yapilir (Koksal 2008; Bogoglu vd. 2019).

%Astaksantin = (A490 — A750) x 5,6 x Hacim (3.2

Ornek miktari(Agirlik)
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4. BULGULAR
4.1. H. pluvialis'in Bu Cahsmadaki Endiistriyel Uretim Tesis Planlamasi

Kaynak taramasi boliim 2.3. H. pluvialis'in bu ¢alismadaki endiistriyel iiretim tesis
planlamasi boliimiinde verilen basamaklar belirlenmis ve endiistriyel 6lgekte bir iiretim
tesisi planlanmis ve kurulmustur.

1) Uretim Plam: Uretimi planlanan alg tiirii H. pluvialis mikroalgidir. Birim iiretim
donemi olarak 10 giinliik kesikli iiretim modelinde iirlin elde edilmistir (Sekil 4.1). 10
giinliik tiretimde 5000g biyokiitle elde edilmesi planlanmistir. Aylik donemlerde ise 10
glinliik temel tiretimden 3 defa {irin alinmasi1 planlanmigtir. Yillik iiretim doneminde ise
36 defa temel iiretim saglanmasi planlanmigtir. Bu iiretim plani i¢in gerekli oldugu
diistiniilen su, elektrik, CO>, besin ve personel miktarlari gizelge 4.1’de verilmistir.

Yesil Kirmizi o Sprey
Laboratuvar faz faz Santrifij ~ Homojenizatér ~ kurutma

\

\" -

Sekil 4.1. H. pluvialis biyokiitle iiretim diyagrami (Orijinal)
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Cizelge 4.1. Uretim plani igin gerekli su, elektrik, CO, besin ve personel miktarlart

Su Elektrik CO2 Besiyeri Personel
250 ml Erlen 6lamba | ------ 1 kisi
X 8 X 3 set 61t X 12 sa 61t
1000mI Balon 24 x ..
- 6 lamba 1 kisi
jojex8x3set | 241t % 12 sa 15sn/15dk 24 1t
5 It Plastik 24 x ..
bidon 1201t | 121amb2 1 oo isak | 120 1t I kisi
X 12 sa
X 8 X 3 set
20 It Plastik 24 X ..
bidon a0t | 121ambal o isak | 480t 2 kisi
X 12 sa
X 8 x 3 set
3 X 4500 It ..
ﬁi?/%'; N 4500 It 3292rskax 15sn/15dk | Stres 2 kisi
(Nacl, SA)
39 lamba | /2 X 2 kisi
TOPLAM 51301t | ) 15, | 15sn/15dk | 51301t §

2)Saha Degerlendirmesi: Planlanan tesis i¢in, mevcut suyun kalitesi i¢cme suyu
kalitesinde, elektrige erisimi tesis yaninda, yerlesim yerlerinden uzakligi uygun, sehirden
uzakligi uygun, agir sanayiden uzak, evsel ve sanayi atiklarinin bulunmadigi,
biiyiik/kiictikbas hayvancilik ve kanatli hayvan yetistiriciligi yapilmayan, giineslenmenin
uygun oldugu, 1s1 farkliliklarinin istikrarl oldugu, dogal ve arkeolojik sit alan1 olmayan,
belediyelerden ruhsat alinmis 500 m? bir iiretim yeri segilmistir.

3) Oda Planlamasi: Bu caligmada iiretim planina gore ihtiya¢ duyucagim bir tesiste
olmasi gereken asgari oda ve binalar asagidaki 3 ana boliimde planlanmistir. Ayrica su
sartlandirma/aritma sistemi ve paketleme ve saklama odalarida laboratuvar kismi i¢inde
ayr1 bir odada yer almaktadir.

a)idari biiro: Personelin ¢alismasi i¢in uygun, ydnetimin ihtiyaclarmi karsilayan
havalandirma, mobilya, bilgisayar, gerekli evraklarin gosterilebilcegi levha bulunan bir
idari yonetim ofisiyle birlikte, yoneticinin personel ya da iiriin pazarlamasinda kullanilan
bir toplanti salonu, personel i¢in dinlenme/yemek odasi, banyo tuvalet ve giyinme
odasinin yer aldig1 bolimdiir.

b)Laboratuvar: Uretim tesisinin en &nemli boliimiinii teskil eder. Yetisitiriciligi
yapilacak olan tiirlin stok kiiltlirii ve alt kiiltlir ¢alismas1 bu bolimde yapilmistir. Bu
caligmada, laboratuvar boliimii 3 odaya boliinmiistiir. Birinci odada su sartlandirma,
aritma ve besiyeri hazirlama islemleri yapilmaktadir. ikinci odada ana kiiltiir ve alt kiiltiir
calismalar1 ve yesil faz {iretimi yapilmistir. Uciincii béliimde ise paketleme ve saklama
kosullar1 saglanmistir. Laboratuvar odalarinda devamli iklimlendirme ve havalandirma
yapilmigtir. Laboratuvar ortaminin giinliik ve haftalik sterilizasyonu saglanmistir.
Laboratuvar ortamina yetkili personel haricinde giris ¢ikis yapilmamistir. Laboratuvar

32



BULGULAR S. TEKER

ortaminda 1s1k kaynaklari, havalandirma motorlari ve CO2 kontrolleri otomatik ve zaman
kontrollii olarak yapilmistir.

c)Uretim Alam: Yetistiricilik tesisinin bir diger 6nemli béliimiidiir. Elde edilmesi
planlanan tiriiniin dis etkenlere daha acik oldugu ve iirliniin kalitesi ve miktarina etkisi
vardir. Bu calismada, iiretim boliimii olarak 90 m? bir alana sera malzemeleriyle 7,5m
genisliginde, 12m uzunlugunda ve 3,5m yiiksekliginde bir sera ortami yapilmistir.
Ortamin sicakligr ve nem kontrolii havalandirma sistemi ile saglanmistir. Steril kapali
tiretim sisteminden gelen kiiltlirlerin, kirmizi faz tiretimi bu bdlimde yapilmistir.
Uretimde kontaminasyon riskine kars1, diizenli havalandirma ve diizenli temizlik sartlari
uygulanmistir. Ayrica bu boliimde {irtin hasat iglemi yapilmistir. Hasat sonrasi {iriinii
saflastirmak igin tekrar su ile yitkanmasi ve tekrar merkezkag ile susuzlagtirma iglemi de
bu boliimde gerceklestirilmistir.

4) Nihai Tasarim ve Gerekli Cizimlerin Tamamlanmasi: Planlanan tesis i¢in gerekli
olan cizimler tamamlanmistir (Sekil 4.2). Planlanan ¢izimlerin uygunlugunun tespitinin
ardindan nihai tasarimlar olusturulmustur (Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekill 4.5, Sekil 4.6).

| I | ;
| I [ 2y
) HAVUZ K1 | HAVUZ Y1 . g z
SANTRIFUJ
I I I
: I I vesiLraz 4
i I 1| BIRINCIL S2
HAVUZ K2 HAVUZ Y2 GRETM 22
I I I —
§ | i
. ! ! o2
HOMOJENIZATOR =
! HAVUZ K3 i HAVUZ Y3 I £z
@2
: g i S
I | I
|w)
| I | & o
] I | =
HAVUZ K4 HAVUZ Y4 2 g2
KURUTMA I ! | < S 5
SPRAY DRYER | I I 23
I | I E
| HAVUZ K5 ! HAVUZ Y5 [
i i i
I I [
DEPOLAMA I I |
VE
PAKETLEME ! HAVUZ K6 | HAVUZ Y6 ! YONETIM
I I I
| 1 y

Sekil 4.2. H. pluvialis biyokiitle {iretim tesisi nihai plan 6rnegi (Orijinal)
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3.00

10.00

Tarih
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Proje

Cizen

Kontrol

OLCULER

Onay
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Pafta
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Resim No:

Rev.

Sekil 4.3. Uretim tesisi dnden gériiniis ¢izimi (Orijinal)
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3.50
3.00
12.00
20.00
Tarih | Isim Imza
Proje
o
ontro = e mm m in
Orey BLCULER ’ ‘ Ecl EIC
Pafta
Ebadi
f)l;ek
Resim No: Rev.
Sekil 4.4. Uretim tesisi yandan goriiniis ¢izimi (Orijinal)
Q 20.00
€

O,
[l

7.50

©

@ O
®|@|®

a

Sekil 4.5. Uretim tesisi iistten goriiniis ¢izimi (Orijinal)
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1) Tesis girisi

2) Laboratuvar girisi

3) Laboratuvar ve su aritma

4) Malzemelik ve giyinme odasi
5) Yesil faz yetistirme odasi

6) Sera girisi

7) Yesil faz hacim artirma havuzu
8) Kirmiz1 faz havuzu

9) Coktiirme silosu

10) Sulama birligi kuyusu

(1 adet 3x7m genisliginde konteyner)
(3 adet uv ve 4 katman giris + 5 katman aritma)

(1 adet 3x1m 6001t kiiltiir hacim artirim havuzu)
(3 adet 5x2m 15001t stres ortami havuzu)

(1 adet olgunlasan dinlendirilip ¢oktiiriildiigii silo)
(DSI sulama birligi su kuyusu 2hp pompa)

Sekil 4.6. Uretim tesisi goriiniis (Orijinal)
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5) Maliyetlerin Hesaplanmasi: Bu c¢alismada, planlanan iiretim tesisinin yaklasik
kurulus maliyeti 2018 y1l1 sonu itibariyle 227,150 tl olarak gizelge 4.2” de verilmistir.

Cizelge 4.2. Planlanan {iretim tesisinin yaklasik kurulus maliyeti

Malzeme/Ekipman Birim/miktar | Birim fiyat Toplam
Tesis yeri hazirlig 1 adet 5000 5,000
Konteyner 1 adet 17,500 17,500
Uretim serasi 1 adet 23,000 23,000
Havuzlar 3 adet 13,500 40,500
Otoklav 1 adet 12,000 12,000
Klima 3 adet 5,500 16,500
Aritma ve su sartlandirma 2 adet 3,500 7,000
Santrifiij 1 adet 7,500 7,500
Etiiv 1 adet 12,500 12,500
Hassas terazi 1 adet 2,550 2,550
Manyetik karistiric 2 adet 550 1,100
Petri kaplari 128 adet 18 2,304
Erlenler 24 adet 22 528
Balon jojeler 24 adet 82 1,968
CO:g tiip ve regiilator 3 adet 2,400 7,200
Elektrik malzemeleri 1 adet 12,000 12,000
Saklama malzemeleri 1 adet 15,000 15,000
pH metre 2 adet 4,500 9,000
Kimyasal malzemeler 1 adet 17,000 17,000
Kirtasiye malzemeleri 1 adet 5,000 5,000
Mobilyalar 1 adet 12,000 12,000

TOPLAM 227,150
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4.2. H. pluvialis Kiiltiiriiniin Ekimi ve Stok Kiiltiir

“Kiiltir Koleksiyon Alg ve Protozoa” (CCAP) firmasindan getirilmis H. pluvialis
suslarina oncelikle BG-11 kati besiyer dokiilen petri kabina ¢izgi ekim yontemi ile ekimi
yapilmistir. Ekim yapilan petriler bu calismada yapilan saklama dolabinda 45 umol m™
s 151k siddetinde ve 16 sa aydinlik 8 sa karanlik 11k siiresi ile 15 giin boyunca iireme
gozlemlemek tizere inkiibasyona birakilmistir. Ekim sonunda petrilerde iireme
goriilmiistiir. Petrilerden alman ilk hiicre sayis1 7x10° olarak belirlenmistir. Bu islem
sonunda stok kiiltiirimiiz olusturulmustur ve diizenli olarak aylik alt kiiltiir calismasi
yapilarak taze stok kiiltiiriin devamlilig1 saglanmistir.

Sekil 4.7. H. pluvialis’in ekimi yapilmis petri (Orijinal)

4.3. H. pluvialis Kiiltiiriiniin Sivi Besi Ortam

Kat1 besi ortaminda tiremesi goriilen H. pluvialis kiiltiirii alistirma amaciyla sivi
besi ortamina alinmistir (Sekil 4.8). Sivi besi ortaminin baslangi¢ pH degeri 7.1 olarak
ayarlanmistir. Sivi besi ortamina alinan H. pluvialis kiiltiirii bu ¢aligmada yapilan raf
sistemi iizerinde 45 umol m? s 151k siddetinde ve 12sa aydinlik 12sa karanlik 151k siiresi
ile 7 giinlik treme gozlemle siirecine birakilmistir. Giinde 3 defa elle ¢alkalamak
suretiyle yetistirilen kiltiiriin pH egrisi sekil 4.9a’ da verilmistir. Ayni sekilde aligtirma
ortaminda baslangicinda petrilerden alman ilk hiicre saymmi 7x10° iken 4.giin sonunda
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19,5x10° olarak sayilmustir. 4. Giinden sonra hiicre saymmi giderek azalmis ve 7.giin
sonunda 8,2x10° sayilmustir (Sekil 4.9b).

Sekil 4.8. H. pluvialis’in 250 ml havalandirmasiz sivi ortamzi (Orijinal)

pH Egrisi Hicre Sayimi
23 2
9,5 £ —— 2 ﬁ%
9 =+ /[ S, %2 7 N
85 g 12 / AW
T 8- // > 10 / N
75 A / ~
7 ¥ 5 3
6,5 + T 2
6 F T T T T T T 1 0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
Giin Giin
(a) (b)

Sekil 4.9. H. pluvialis’in 250 ml s1v1 besi ortam1 @) pH degerleri; b) Hiicre sayimi
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4.4. Kiiltiir Artirnm1 Yapilmasi ve Yogun Kiiltiir

Ureme gériilen 250 ml erlen s1vi besi ortaminda ki H. pluvialis kiiltiiriinden hacim
artirim1 yapilmistir. 1000 ml cam balonlara 750 ml siv1 besi ortami koyulup iizerine
erlenden gelen 250 ml kiiltiir eklenmistir. 2000ml cam balon sivi besi ortamina alinan H.
pluvialis kiiltiirii raf sistemi {izerinde 45 pmol m? s™ 151k siddetinde ve 12sa aydinlik 12sa
karanlik 1s1k siiresi ile devamli havalandirma ve 15sn/15dk seklinde CO2 beslemesi
yapilmustir (Sekil 4.10).

Sekil 4.10. Hacim artiritlmis 1000 ml balon jojelerde H. pluvialis kiiltiirii (Orijinal)
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Hacim artirmak amagcli aktarilan kiiltiirlerin siv1 besi ortaminin pH degerleri sekil
4.11a’ da verilmistir. 1000ml cam balon s1v1 besi ortamina alinan H. pluvialis kiiltiiriiniin
ilk pH 8 olarak gozlemlenmistir. 1000ml balon jojelerde hava + CO2 verilmesinin
etkisiyle pH hizla diismiis 1.glinde pH 6.5 olarak goézlenmistir. 7 gilinlik yetistirme
siirecinde hiicre sayisi ile birlikte pH’da zamanla artmis ve 6.giinden sonra sabit bir
seviyede goriilmiistiir. Ayn1 sekilde hacim artirma ortaminda, baslangicinda 250ml
erlenden alinan ilk hiicre sayimi 8,2x10° iken 3.giin sonunda 12 x10° olarak sayilmistir.

4. Giinden sonra hiicre sayim giderek artmis ve 7.giin sonunda 26x10° sayilmustir (Sekil
4.11b).

pH Egrisi Hiicre Sayimi
10
28
9,5 S 54 —
9 2 v
8,5 = 20 o
A // D
7 \k “__'/,. :g 8 ¢
6,5 \ T 4
6 T T T T T T T 1 0 T T T T T T T 1
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 o 1 2 3 4 5 6 7 8
Giin Giin
(a) (b)

Sekil 4.11. H. pluvialis’in 1000 ml siv1 besi ortam1 @) pH degerleri; b) Hiicre sayimi

Ureme saglanan 1000 ml cam balonlardan H. pluvialis kiiltiiriine hacim artirimi
yapilmistir. 5000 ml seffaf plastik bidonlara 4000 ml siv1 besi ortam1 koyulup, ilizerine
cam balonlardan gelen 1000 ml kiiltiir eklenmistir. 5000ml seffaf plastik bidon siv1 besi
ortamma alinan H. pluvialis kiiltiirii raf sistemi iizerinde 65 pmol m™? s 151k siddetinde
ve 12sa aydinlik 12sa karanlik 11k siiresi ile devamli havalandirma ve 15sn/15dk seklinde
CO2 beslemesi yapilmustir.

Hacim artirmak amagli inokiile edilen kiiltiirlerin sivi besi ortaminin pH degerleri
sekil 4.12a’ da verilmistir. 5000ml seffaf plastik bidon sivi besi ortamina alinan H.
pluvialis kiiltirtiniin ilk pH 8,01 olarak gozlemlenmistir. Taze besi ortami etkisiyle pH
bir miktar diismiis 1.glinde pH 7,9 olarak gozlenmistir. 7 giinliik yetistirme siirecinde
hiicre sayis1 ile birlikte pH’da zamanla artmis ve 4.giinden sonra sabit bir seviyede
kalmasi icin giinliik kontrollerde manuel CO> verilerek pH’in daha kontrollii olmasi
saglanmistir. Ayni sekilde hacim artirma ortaminda, baslangicinda 1000 ml cam balondan
alinan ilk hiicre saymm1 26x10° iken 7. giin sonunda 38 x10° olarak sayilmistir (Sekil
4.12D).
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pH Egrisi Hiicre Sayimi
10
9,5 e e
&g 4“”6_,¢ ; gé </;,—4——0’
5 8 >0 e 7
7,5 g 24
7 o 20
6,5 S 16
6 T T T T T T T 1 I 12 T T T T T T T 1
o 1 2 3 4 5 6 7 8 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Giin Gin
(a) (b)

Sekil 4.12. H. pluvialis’in 5000 ml siv1 besi ortam1 @) pH degerleri; b) Hiicre sayimi

Kirmizi faz iiretimine ge¢mek i¢in son basamak hacim artirimi yapmak amaciyla,
tireme goriilen 5000 ml seffaf plastik bidonlardaki H. pluvialis kiiltiiriine hacim artirim1
yapilmistir. 20 It seffaf plastik bidonlara 15 1t sivi besi ortami koyulup, lizerine seffaf
plastik bidonlardan gelen 5000 ml kiiltiir eklenmistir. 20 It seffaf plastik bidon siv1 besi
ortamina alinan H. pluvialis kiiltiirii raf sistemi iizerinde 75 umol m? s 151k siddetinde
ve 12sa aydinlik 12sa karanlik 11k siiresi ile devamli havalandirma ve 15sn/15dk seklinde
CO2 beslemesi yapilmustir (Sekil 4.13).

Sekil 4.13. Hacim artirilmig 20 It balon seffaf plastik bidonlarda H. pluvialis kiiltiirii
(Orijinal)
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20 It seffaf plastik bidonlardaki sivi besi ortaminin pH degerleri sekil 4.14a’ da
verilmistir. 5000ml seffaf plastik bidon s1vi besi ortamina alinan H. pluvialis kiiltiiriiniin
ilk pH 8,02 olarak gézlemlenmis ve 7 giinliik yetistirme siirecinde hiicre sayisi ile birlikte
pH’da zamanla artmis ve 5. giin pH 8,45 gozlenmistir. pH degerinin sabit bir seviyede
kalmasi i¢in giinlik kontrollerde manuel CO; verilerek pH’in daha kontrollii olmasi
saglanmistir. Ayni1 sekilde hacim artirma ortaminda, baslangicinda 5000 ml seffaf plastik
bidondan alinan ilk hiicre sayimi1 38x10° iken 7. giin sonunda 56 x10° olarak sayilmistir
(Sekil 4.14b).

pH Egrisi Hicre Sayimi
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Sekil 4.14. H. pluvialis’in 20 1t siv1 besi ortam1 &) pH degerleri; b) Hiicre sayimi1

4.5. Yogun Kiiltiirden Kirnnzi Faz Uretimi

Kapal1 sistemde {iretilen 8 x 20 It toplam 160 It H. pluvialis kiiltiiri, astaksantin
birikimli biyokiitle elde etmek igin 1340 It suyla doldurulan endiistriyel 6lgekli alg tiretim
havuzlarina inokiile edilmistir. Kapali iiretim sisteminden agik iiretim sistemine aktarilan
H. pluvialis kiiltiirii bu havuzlarda besin eksikligi, yiiksek 151k ve tuz stresine maruz
birakilmistir. Agik sistemlerdeki dogal 151k kaynag: giinesin yaklasik en diigiik 27000 liix
(500pmol/m™%/st) en yiiksek 67000 liix (1541pmol/m%/s?) 1s1k siddeti ve tuzluluk ise %
0,4 olarak uygulanmistir (Sekil 4.15; 4.16). Antalya dogal giin aydinlanma siireleri ise en
diisiik 9 saat 32 dakika olarak 22 Aralik tarihinde, en yiiksek ise 14 saat 42 dakika olarak
21 Haziran tarihinde 6l¢iilmiistiir (Sekil 4.17). Homojen bir karisim ve esit stres dagilimi
gereksinimlerinden dolayr havuzlardaki sirkiilasyonu saglamak igin bu ¢alismada
tasarlanan ¢arklar kullanilmistir. Havuzlarda stres ortamina maruz birakilan kiltiir
ortaminin baslangi¢c pH degeri 8,2 iken 2 giin i¢inde stres ortami olmasina ragmen pH
yiikselmis 9 olmustur. Daha sonra ise 6. Giin sonunda pH 7.6 diismiis ve sabit kalmistir
(Sekil 4.18a). Yine aym sekilde baslangic hiicre sayis1 56 x10° iken 3 giin iginde 63 x10°
ulasmis ve ardindan stres ortamina bagli oldugunu diisiindiigiimiiz 59 x10° seviyelerine
dismiistiir (Sekil 4.18Db).
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Sekil 4.15. Astaksantin birikimli biyokiitle elde etmek icin inokiile edilen havuzlar
(Orijinal)

Sekil 4.16. Astaksantin birikimli biyokiitle elde etmek i¢in inokiile edilen havuzlar
(Orijinal)
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Sekil 4.17. Antalya giin aydinlanma siireleri (Anonim 1)
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Sekil 4.18. H. pluvialis’in stres havuzu a) pH degerleri; b) Hiicre sayimi1

4.6. Havuzlarin Hasat Edilmesi

Astaksantin birikimli biyokiitle elde etmek amaciyla kirmizi faz diretimine
gegirilip stres ortamina maruz birakilan 1500 It H. pluvialis kiiltiirii dolu havuzlar, yapilan
giinliik kontrollerde hiicrelerin % 80’nin kistik aplanospor formuna doniismesiyle beraber
hasat edilmistir. Hasat isleminde biyokiitlenin dis etkenlerden en az zarar gérmesi igin
stiratle hareket edilmistir. Havuzlarda karisimi saglayan carklar durdurulmus, kistik
aplanospor formdaki H. pluvialis kiiltiirii ¢okeltmeye birakilmistir. Cokelen havuzlardaki
ist besi ve stres ortami pompalar ile ¢ekilmistir. Geriye kalan ¢okelmis kiiltiir yine
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pompalarla dinlenme silolarina aktarilmigtir. Saflagtirma i¢in silolardaki yogun Kistik
aplanospor formdaki H. pluvialis kiiltiirii suyla tekrar yikanmistir (Sekil 4.16). Daha sonra
sulandirilmis kiiltiir susuzlastirma islemi icin pompalar vasitasiyla santrifiije diisiik
devirle aktarilmistir. Stres ve besi ortaminin uzaklastirilmasi saglanmistir. Hasat islemi
sonunda susuzlastirilmis yogun aplanospor formdaki H. pluvialis kiiltiirii elde edilmistir
(Sekil 4.17).

Sekil 4.20. Susuzlastirilmis yogun aplanospor formdaki biyokiitle (Orijinal)
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4.7. Hiicrelerin Parcalanmasi, Kurutma ve Depolama

Hasat islemi sonunda elde edilen susuzlastirilmis yogun aplanospor formdaki H.
pluvialis biyokiitlesi hiicrelerinin pargalanmasi igin, otoklav ayarlar1 121° C de 1,5 atm
basingla otoklavlanmistir. Bu islem ayrica biyokiitlenin sterilizasyonunda da oldukga
etkilidir. Daha sonra otoklavin tek basina hiicre par¢calama islemi i¢in yeterli olmadigi ve
etkinliginin artirilmasi amaciyla, biyokiitleye sonikator ile hiicre parcalanmasi yontemi
uygulanmustir. Hiicreleri kirilmis ancak otoklav ve sonikatoriin etkisiyle hala sivi
formdaki biyokiitle etiivle kurutma ve sprey kurutma yontemiyle kurutulmustur. Hasat
isleminden sonra 750 ile 12509 arasinda degisen kuru biyokiitle elde edilmistir. Hasat
sonunda elde edilen biyokiitlenin astaksantin igerigi spektrofotometrik 6l¢tiim yontemleri
ile % 3.28 - 4.58 olarak belirlenmistir. Kurutulan biyokiitle vakum makinasi ile havasi
alman paketlerde -17°C derecede muhafaza edilmistir. Bu ¢alismada elde edilen H.
pluvialis biyokiitlesinin temel besin dgeleri degerleri Cizelge 4.3 te verilmisltir.

Cizelge 4.3. H. pluvialis’in temel besin dgeleri degerleri

Bilesen Yesil faz Kirmiz faz Ortalama
Ham protein (%) 22.32 9.45 15.88
Ham kat1 ve siv1 yag (%) 8.31 16,94 12.62
Ham seliiloz (%) 1.07 3.50 2.28
Kiil (%) 7.15 3.82 5.48

4.8. Isletme Maliyetinin Hesaplanmasi

Isletme aylik maliyeti; aylik elektrik tiiketimi, su tiiketimi, karbondioksit miktar,
besiyer stok soliisyon miktar1 ve personel maliyeti dikkate alinarak hesaplanmistir. Ani
gelisen durumlar i¢in ise % 10 amortisman pay1 birakilmistir.

Yetistiricilik fazlarinin her boélimiinde kullanilan toplam 15 adet 10 It
karbondioksit tiipii aylik {i¢ kere gaz dolumu yapilmaktadir. 10 It karbondioksit tiipliniin
gaz dolumu 90 TL’ye yapilmistir. Karbondioksit maliyeti Cizelge 4.4’te gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Aylik karbondioksit maliyeti

Kullanilan Adet | Degisim | Birim Maliyet
Cihazlar fiyat
Karbondioksit tlipti 15 3 90 TL 4.050 TL
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Laboratuvar ortami iklimlendirmesi i¢in gilinliik devamli klima kullanilmistir.
Yesil faz iiretimi i¢in ve genel aydinlatma i¢in 39 adet 10W led lamba kullanilmistir.
Kirmizi1 faz {iretimi i¢in ii¢ havuzda 12 saat karistirma carki kullanilmistir. Otoklav,
besiyeri hazirlanirken ve hasat yapildiginda kullanilmistir. Sonikatér, sprey kurutucu ve
etiiv sadece hasat zamani1 kullanilmistir. Elektrik tiiketim bedeli isyeri i¢cin kW/saati 1,46
TL’dir. Aylik elektrik tiiketim maliyeti Cizelge 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.5. Aylik elektrik tiiketim maliyeti

Kullanilan Cihazlar | Cihaz giicii | Adet | Siire Birim Maliyet (TL)
(kW) (saat) | fiyat (TL)
Klima 0.79 1 720 1,46 830,44
Aydinlatma 0.01 39 360 1,46 204,98
Karistirma Carki1 0.1 3 360 1,46 157.68
Otoklav 2 1 12 1,46 35,04
Sonikator 2.5 1 12 1,46 43,8
Sprey kurutucu/Etiiv 22 1 6 1,46 192,72
Genel kullanim 2 1 30 1,46 87,6
TOPLAM | 1.552,26 TL

Kirmizi faz liretiminde ii¢ adet havuz oldugu ve herbirini ayr1 inokiile eden {i¢ ayr1
yesil faz iiretim grubu olusturulmustur. Isyeri 1 m®su tiiketim bedeli 19.66 TL’dir. Aylik
su tiiketim maliyeti Cizelge 4.5’te gosterilmistir.

Cizelge 4.6. Aylik su tiikketim maliyeti

Kullanilan Alan Adet | Degisim | Birim fiyat Maliyet (TL)
(m°)

250 ml Erlen 24 3 19,66 0,35
1000ml Balon joje 24 3 19,66 0,70

5 It Plastik bidon 24 3 19,66 35

20 It Plastik bidon 24 3 19,66 14
15001t havuz 3 3 19,66 265,41

TOPLAM 283,96 TL
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1000 ml besiyeri yapmak i¢in, stok soliisyonun 1-8. gelerinden 10 ml, 9’dan ise
1 ml alinip, distile suyla 1000 ml tamamlanir. Aylik yesil faz tiretimi i¢in ti¢ defa 630 litre
toplamda 1890 litre besiyeri hazirlanir. 1890 litre besiyeri i¢in, stok sollisyonun 1-8.
ogelerinden 18,9 litre, 9’dan ise 1.89 litre birim stok soliisyon hazirlanir. 1-8 stok
soliisyon toplam maliyeti, 18.9 x 21,09 = 398,6 TL dir. 9. Stok soliisyon toplam maliyeti
ise, 1.89 x 1,66 = 3,02 TL dir. Toplam stok soliisyon maliyeti ise, 401,62 TL dir. Birim
stok soliisyon maliyet tablosu Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.7. Aylik birim stok soliisyon maliyeti
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Stok soliisyonlar 1000 ml i¢in Birim fiyat Maliyet
(TL) (TL)
1) NaNOs 150.0 g 115,74 17,36
2) KoHPO 409 277,74 1,11
3) MgS04.7H.0 759 62,69 0,46
4) CaCl2.2H20 3.60¢9 54,92 0,19
5) Citric acid 0.60 g 195,91 0,11
6) Ammonium ferric citrate green 0.60 g 145 1,74
7) EDTA Naz 0.10¢g 247 0,024
8) Na2CO3 2.00g 51,98 0,10
TOPLAM 21,09 TL
9) iz elementler:
H3BOs3 2869 74,28 0,21
MnCl2.4H20 1.81g 433,96 0,78
ZnS04.7H0 0.22¢g 100,17 0,022
Na:M004.2H20 0.39¢ 1.520,36 0,59
CuS04.5H20 0.08¢g 173,61 0,01
Co(N0O3)2.6H.0 0.05g 1.155,68 0,05
TOPLAM 1,66 TL
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Asgari licretin igverene aylik maliyeti 5.879,70 TL dir. Bu ¢alismada, iki personel
calismustir. Toplam personel gideri 11.758 TL dir.

Elektrik tiikketimi, su tiilketimi, karbondioksit miktari, besiyer stok soliisyon
miktar1 ve personel maliyeti dikkate alinarak hesaplan aylik isletme maliyeti 18.045,84
TL olarak hesaplanmistir. Bu toplama sirket amortisman pay1 olarak % 10 gider daha
eklenerek aylik toplam isletme gideri 19.850,42 TL olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.8. Aylik toplam isletme gideri maliyeti

Gider Kalemi Maliyet (TL)
Personel 11.758
Elektrik 1.552,26
Su 283,96
Karbondioksit 4.050
Kimyasal soliisyonlar 401,62
Ara Toplam 18.045,84 TL
Amortisman % 10 1.804,58
TOPLAM 19.850,42 TL
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5. TARTISMA

H. pluvialis ile ilgili ilk aragtirmalar 1797'de Chantrans tarafindan baslasa da,
Flotow, 1844’e gore, Chantrans g¢alistig tiirle ilgili kesin bir tarifi ve resmi olmadigini
bildirmistir. Chantrans’in ¢aligtig1 tiirtin siddetli glines ortaminda dahi renk degisimi
yapmadigimi ve Chlamidomonas'in (Chi. pulvisculus) sadece bir yesil tiiriini
tanimladigini bildirmistir.

Hazen (1899) calismasinda, Sphaerella isimlendirmesi o kadar karisik bir
durumdadir ki, yagsam 6ykiisii agisindan ciddi hatalara yol agmistir. Bu nedenle kisa bir
tarihsel taslaga ihtiyag duyulabilir. Agardh (1828) H. pluvialis cinsini ona daha 6nce
Protococcus nivalis adini verdigi tiirii aktardi. Flotow (1844) H. pluvialis adin1 verdi.
Birgok bilim insaninda kabul ettigi bicimde bu ¢alismada da tiir ismi H. pluvialis olarak
kullanilmastir.

Piring (2014) yaptig1 ¢alismada, alg liremesini belirleyen en 6nemli faktorlerin;
besin miktari, 151k, pH, tirbilans, tuzluluk ve sicaklik oldugunu bildirmistir (Utting
1985). Uygun sartlar ve tolerans araliklari tiire 6zgiidir. Milroalg kiiltiirlerine verilen
besiyeri ve yetistirme kosullar1 bagka bir mikroalg tiirii icin gegerli olmayabilecegini
bildirmistir (Coutteau 1996). Mikroalg tiretimine etki eden faktorlerin bu galismada, besi
ortam1 kalitesi ve miktari, 151k ve sicakligin oldugu gozlemlendi. Ancak, pH’in etkisinin
dis etkiler haricinde de mikroalg kiiltiirliniin dongiisiinden de kaynaklanan farkliliklar
olabilecegi kanisindayiz. Ayrica bu ¢alismada kullanilan H. pluvialis tiiriiniin yesil faz
tiretiminde tuzlulugun pozitif bir etkisi olmadigi, aksine kirmizi faz iiretiminde alg
kiiltiriiniin ikincil karotenoid olan astaksantin {iretimi i¢in uygun olarak kullanildigini ve
yaptigimiz ¢aligmalarda en uygun tuzlulugun 0,4% olarak belirlenmistir.

Koksal vd. (2012)’de yaptigi ¢alismada H. pluvialis’in yesil fazdaki gelisiminde
27 umol photon m? s " 151k siddeti uygulanmis ve stres fazinda ise yiiksek sicaklik 35°C
ile yiiksek 15181n (177 umol photon m2s™ ) etkisi arastirilmislardir. Astaksantin birikimini
yiikseltmek icin olusturulan stres kosullar1 altinda, kistik sathanin ikinci gliniinde 35°C
gibi yiliksek sicakliktan dolayr yesil hiicre kiiltlirlerinin kirmizi kistik hiicrelere
doniisemeden beyazlasarak oldiigii gozlemlemistir. H. pluvialis’i kistlestirmek igin,
uygulanan yiiksek sicaklik degeri 35°C’nin uygun olmadigini belirlediklerini bildirmistir.
Bu c¢alismada, yesil faz iiretimi i¢in 45 pmol photon m-2 s -1 1s1k siddetinde en verimli
tireme gozlemlenirken, kirmizi faz iiretimi i¢in dogal giines 15181 2000 umol photon m-2
s -1 ve golgelendirilmis gilines 15181 500 27 umol photon m-2 s -1 kullanilmigtir. Kirmizi
faz tiretiminde sicaklik 35°C kistik hiicrelerde 6lim 5% civarinda goriilmiistiir. Olusan
bu farkliliklarin yukarida bahsedilen tiire 6zgii yetistirme ortami besiyeri kalite ve
miktar1, havalandirma ve tiirbiilans farkliliklarindan kaynaklandigini diisiiniiyoruz.

Akin (2005)’in yaptigi konuyu basindan sonuna ele alan yiiksek lisans
caligmasinda, hiicre parcalama yontemlerinin kiyaslamasini yapmis s1vi homojenizator,
diger hiicre pargalama yontemleri ile birlikte kullanildiginda tiim yontemlerden daha
yiiksek verim elde etmistir. En basarili sonuglarin ise otoklav ve ardindan yapilan
homojenizator ile pargalama yontemiyle elde edilmis ve %87,8’lik performansa ulagtigini
bildirmistir. Sonikasyonla hiicre parcalama degerinin ise 30 % ve otoklav ile hiicre
parcalama degerlerini 75% olarak belirlemistir. Bu c¢alismada da hiicre pargalama
yontemi olarak hem makine teghizat yanindan uygunlugu hem de sterilizasyonun
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uygunlugundan dolay: otoklav ve sonikasyon olarak iki asamada yapilmistir. Once
otoklav ile hiicreler parcalanmig ardindan sonikasyano tabi tutulan islak hiicreler
parcalanmis ve 82% hiicre par¢alanmasina ulagmistir.

Cokcan (2015) yaptigi calismada; kat1 besiyer ekimi denemesinde BBM ve % 2,5
agar ilaveli kat1 kiiltiir ortaminda 36W 12/12 aydinlik/karanlik rejiminde 15 giinliik siire¢
sonunda lireme gozlemleyememistir. Buna karsin BBM ve 2,5% agar ilaveli kat1 kiiltiir
ortaminda 36W 24/0 aydinlik/karanlik rejiminde 15 giinliik siire¢ sonunda iireme
gorebilmistir. Bizim ¢aligmamizda ise; kati besiyeri olarak BG-11 ve 15¢g/L agar ilave
edilerek olusturulmustur. Isik yonetimi olarak 14/10 aydinlik/karanlik 1s1k kullanilarak 4.
giinde lireme baslangici 15.gilinde ise yogun kat1 kiiltiir tiremesi gozlemlenmistir.

Lorenz (1999)’in yaptig1 ¢alismada; H. pluvialis yetistiriciliginden elde edilen
biyokiitlenin temel besin degerlerini, mineral degerlerini, aminoasit ve yag asidi
degerlerini aragtirmistir. Temel besin degerleri 6gelerinden protein % degerini, en diisiik
17,3 en yiiksek 27,16 ortalama 23,62 bulmus, yag % degerini en diigiik 7,14 en yiiksek
21,22 ortalama 13,80 bulmus ve kiil % degerini en diisiik 11,07 en yliksek 24,47 ortalama
17,71 olarak gozlemlemistir. Bu ¢alismada; AB-0566-T numarali akredite gida
laboratuvari olan” Nanolab Gida Laboratuvar Hizmetleri” firmasindan gida temel besin
degerleri testi yaptirilmistir. Yaptirilan 4367/0/30.07.2019 rapor/yaym/tarihli test
sonuglarima gore; protein % degerini yesil fazda 9,45 kirmizi fazda 22,32 ortalama 15,88,
yag % degerini yesil fazda 8,31 kirmiz1 fazda 16,94 ortalama 12,62 ve kiil % degerini
yesil fazda 7,15 kirmiz1 fazda 3,82 ortalama 5,48 olarak belirlenmistir. Bu farkliliklarin
sebebinin yetistiricilik yontemi ve yetistiriciligi etkileyen faktorlerden kaynaklandigi
diistinmektedir. Ancak burada dikkat edilmesi gereken yerin kirmizi faz iiretimiyle
birlikte protein ve kiil degerinin azalip yag ve lif degerlerinin arttigini diisiinmekteyiz.

Torres-Carvajal vd. (2017)’in yaptigi calismada; 151k dalga boylarmin ve
tuzlulugun H. pluvialis'ten astaksantin liretimi lizerindeki etkisi degerlendirmistir. Bu
pigmentin en yiiksek miktarini iiretmek i¢in en uygun kosullarin, maksimum 9.72 pg/mL
tretkenlik ile %0.45 v/v'lik mavi dalga boyu ve tuz konsantrasyonda oldugunu
bildirmistir. Buna karsin Cordero, 1996’da yaptigi ¢alismada, en yiiksek astaksantin
tiretimini 0,2 % NaCl tuzluluk oranin ve 0,025%-0,05% g/L sodyum asetat ortaminda
bulmus ve hatta tuzlulugun 0,4% degerine ¢iktiginda hiicrelerde kiil miktarinin 10%
arttigin1 bildirmistir. Bu ¢alismada ise; H. pluvialis'ten astaksantin {iretimi tizerindeki
faktorlerden Torres-carvajal vd. (2017) yaptigi ¢alismaya yakin bir deger olan 0,4%
tuzlulugun en uygun kosullart sagladigimi diisiiniiyoruz. Kullanilan 0,4% tuzluluk
oraninda hiicrelerde bozulma ve kiil oraninin artmasinin tersine en iyi verim alinmistir.

Olaizola (2000)’nin da yaptig1 ¢alismada; acik sistem havuzlarin standart tasarima
sahip oldugunu ve bir ¢ark, hiicreleri karisik ve siispansiyon halinde tutmak i¢in enerji
sagladigini (tiirbiilans > 200000 Re) goérmekteyiz. Havuz derinliginin ortalama 15 cm
olugunu, havuzlardaki sicaklik, giin boyunca, geceleri yaklasik 16 °C'den diisiik,
giindiizleri 34 °C'ye kadar 6nemli 6l¢iide degistigini bildirmislerdir. Havuzlardaki 11k
siddetinin 6gle saatlerinde 2000 mol foton m 2 s Yin iizerine ¢ikabildigini belirtmislerdir.
Su Arastirmalar1 Biiylitme Modiilii (Aquasearch Growth Module) AGM'lerde tiretilen H.
pluvialis biyokiitlesinde astaksantin birikimini indiiklemek igin stres faktorlerinin tescilli
bir birlesimini kullanildigini ve su anda ¢alisan 6 adet golet iinitesinin oldugunu, her giin
bir havuz asilandigin1 (0. giin). 5. giinde, H. pluvialis hiicreleri tamamen kirmizi
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aplanosporlar haline geldigini ve havuz hasat edildigini bildirmistir. Bu sistemin
ongoriilebilirligi, giinde bir havuz asilama ve giinde bir havuz hasadi olmak {izere 6 havuz
tinitesi i¢in diizenli bir programin izlenmesine olanak tanidigini bildirmislerdir. Son
olarak, bir donemde iiretilen H. pluvialis astaksantin igerigini Nisan ve Eylil 1999
arasinda kuru agirligin %2.8'inden %3.0'ia hafif bir iyilesme oldugunu bildirmislerdir.

Harker vd. (1996)’nin laboratuvar 6l¢ekli H. pluvialis kiiltiirlerinin kuru agirligin
% 5,5's1 kadar astaksantin olarak biriktigini bildirmistir. Yayimlanan bu laboratuvar
sonuglarina gore ve kendi yayinlanmamis verilerine gore, ag¢ik hava H. pluvialis
kiiltiirlerinin simdiye kadar elde edilenden %50-100 daha yiiksek astaksantin igerigine
ulasma potansiyeli oldugu ileri siirilmiistiir. Hasat islemi ise ¢Oktiirme yontemiyle
yapilmakta oldugunu, daha fazla konsantrasyon i¢in santrifiij uygulandigini bildirmistir.

Bu ¢alismada da; Olaizola (2000)’nin gozlemledigi ve tavsiye ettigi H. pluvialis
yetistiriciligi metotlarina ¢ok yakin yontemler uygulanmistir. Bulgular b6limii tiretim
tesisi taslak diyagraminda da verilen yontem, 6’1 havuz sistemi, her giin bir havuzun
hasat edilmesi ve bosalan 1 havuzun inokiile edilmesi sonucu siirekli giinliik iiriin
alinmasina dayanmaktadir. Haftanin 1 giinii kullanilan {iriinlerin temizligi ve bakimi i¢in
ayrilmistir. Yine ayni sekilde bu calismada da kullanilan agik havuzlarda biyokiitlenin
hasat islemi ¢Oktiirme yontemi ile yapilmaktadir. Daha yogun konsantrasyon i¢in ise
evaparasyon uygulamasi uygulanmistir. Ac¢ik havuzlarda biyokiitle iiretiminin daha
verimli ve astaksantin igeriginin daha yiiksek olmasi dogal 1s1k kaynagi kullanimindan
kaynakli oldugunu diistinliyoruz. A¢ik havuz biyokiitle iiretim sistemlerinin en 6nemli
dezavantaj1 ise; kontaminasyona acik olmasidir. Ag¢ik havuzlar kontrollii seralarda
kuruldugunda ve sera ortaminin 1s1, 151k, havalandirma ve temizlik kontrolleri dikkatle
takip edildiginde bu sorunun 6niine gegilebilecegini diisiiniiyoruz.

Tripathi vd. (1999)’nin yaptig1 bir ¢alismada; H. pluvialis'in farkli ortamlardaki
bliyiime paterni 12 giinliikk bir siire boyunca izlemistir. Denenen ototrofik ortamlar
arasinda hiicre biiylimesi i¢in en iyisinin BBM oldugu, Z8 ve A9 ortamlarinda ise yavas
biiyiime oldugu bulmustur. Maksimum hiicre sayis1 10. giinde BBM (1.5 x 10° hiicre ml°
1y ve 78 (0.8 x 10° hiicre ml™?) elde edilmistir. Heterotrofik KM1 ortamindaki biiyiime,
BBM ortamindaki hiicre sayisindan 20 kat daha fazla olan 4.35 x 10° hiicre ml?
maksimum hiicre sayisi ile 5. giinde oldukga yiiksek oldugunu gézlemlemistir. Ototrofik
ortamda gozlemlenen uzun vejetatif fazin aksine, KM1 ortamindaki hiicreler 5 giin sonra
erken donma gostermis ve ardindan biiyiimenin duragan fazina ulasmstir. Incelenen
degistirilmis ortamdan MM1 ortam1 vejetatif faz1 uzatirken, MM2 ortam1 ve KM2 ortami,
KM1 ortamina gore hiicre sayimlarinda sirasiyla 1.16 ve 1.5 kat artis gostermistir. H.
pluvialis'in biiyliimesi heterotrofik ortamda (KM1) ve miksotrofik ortamda (MM2 ve
KM2) ototrofik ortamdan daha fazla oldugunu bildirmistir. Pringsheim (1966) tarafindan
bildirildigi gibi, bu farkin B vitaminlerinin eklenmesine bagli olabilecegi bildirilmistir.
Bu ¢alismada, Z8 ortaminin slantlarda kiiltiirlerin bakimi i¢in uygun oldugu ve hiicrelerin
vejetatif biiylimesinin stirdiiriilmesi igin MM 1'in uygun oldugu bulunmustur.

Noroozi vd. (2012)’nin yaptiklar1 c¢alismada ise; elde edilen sonuglar, tim
kiiltiirler, 151k yogunlugu ve sise sekli gibi tek tip fiziksel kosullar aldigindan, biiyiime
ortaminin etkilerini yansitmistir. Karbon kaynagi olarak asetat igeren miksotrofik
ortamm, H. pluvialis i¢in en iyi bliyiimeyi indiiklerken, bunu COMBO ve OHM  nin
izledigini, Bold ve NIES ortami ise en diisiik biyokiitleyle sonuglandigini bildirmistir.
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Calismada 9 farkli cografyadan tiir kullanilsa da miksotrofik kiiltiir ortami en ¢ok
biyokiitle elde edilen ortam oldugunu bildirmislerdir. Imamoglu vd. (2007)’nin yaptiklari
farkli 151k ve farkli besi ortamlarinin tiremeye etkisini arastirmiglardir. H. pluvialis'in en
fazla iiremeyi, 9.50 x 10° hiicre ml™, 12 giinliik biiyiime periyodu boyunca 25 °C'de
siirekli aydinlatma altinda (40 umol fotonlar m-2 s-1) RM ortaminda elde edildigini
bildirmislerdir. Ayrica bu ¢aligmada BG-11 kiiltiir ortamida 3. en iyi iremeyi saglamistir.
Bizim calismamizda hem yesil fazdan en c¢ok iliremeyi hem de kirmizi fazdan en iyi
astaksantin  birikiminin verimi almak i¢in farkli kiilterlerde tiireme ortamini
degerlendirdik. Kesikli (2 fazli) {iretim sisteminde fototrofik iiretim modelinde en iyi
verimi BG-11 kiiltiir ortaminda saglanmistir. Bu {i¢ ¢alismadaki farkliliklarin hem H.
pluvialis suslarinin hemde yetistiriciligi yapilan cografi konumdan kaynaklandigi
distiniilmektedir.

Wang vd. (2013)’nin yaptig1 ¢alismada; baslangi¢ biyokiitle yogunlugu (IBD),
ozellikle fotosentez i¢in glines 15181 kullanildiginda mikroalglerin canliligini ve
tiretkenligini etkileyen 6nemli bir faktor olmustur. Bu makalede, yesil mikroalg H.
pluvialis'in astaksantin indiiksiyon agsamasinda fotosentez, biiyiime ve astaksantin tiretimi
tizerindeki IBD'nin etkisi, farkli mevsimlerde cam kolonlu bir fotobiyoreaktorde
incelenmistir. Test edilen yedi IBD'den, yani 0.1, 0.5, 0.8, 1.5, 2.7, 3.5 ve 5.0, 0,8 g/L™*
IBD optimaldi ve 17,1 mg/L? giin-1 ile en yiiksek astaksantin iiretkenligi ile
sonuglanmustir. Diisiik IBD (6rn. 0.1 g L?) kiiltiirlerinde, 6zellikle kis aylarinda siddetli
fotosentez fotoinhibisyonu meydana gelmis ve yiiksek IBD kiiltiirlerinde (>2.7 g/L%) tek
tek hiicrelerde ciddi 1s1k sinirlamasi sorumlu oldugunu ve H. pluvialis dis mekan
yetistiriciliginde astaksantin iiretimi i¢in temel sinirlayici faktor olarak IBD'yi nicel
olarak degerlendiren ilk rapor oldugunu bildirmislerdir.

Ancak, Olaizola ve Huntley (2003)’nin yagtigi ¢aligmada; fototrofik olarak
yetistirilen H. pluvialis i¢in bir stres kombinasyonunu gergeklestirmenin en kolay
yolunun, yesil kiiltiiri herhangi bir ek stres/tetikleme faktorii (asetat, demir, tuz, sicaklik
vb.) ile birlikte tath su ile basitce seyreltmek oldugunu. Seyreltme iki seyi hizla
gerceklestirdigini: ortamdaki besin konsantrasyonunu hemen diistirdiigiinii ve her
hiicrenin aldigr 1smim miktarin1  artirdigimi  daha o6nce bildirmislerdir. Bizim
calismamizda; baslangi¢ biyokiitle yogunlugu (IBD) belirleyip bir test yapilmadi. Ancak,
algal kiiltiirii yogun yesil faz iiretiminden stres ortamina inokiile ederken, besin agligini
saglamak, 151k alimmi artirmak ve pH’dengelemek icin 1/10 seyreltme islemini
kullanilmastir.

Souza vd. (2020)’nin yaptiklar1 c¢alismada; H. pluvialisin yasam dongiisii
boyunca, kamg¢ili vejetatif hiicrelerin bilyiimesi meydana geldigini ve yeterli besin oldugu
slirece baskin olduklarini bildirmistir. Kobayashi vd. (1997) H. pluvialis'in yasam
dongiisiinii iki hafta boyunca inceledigini ve yasam dongiisiinii dort asamaya ayirarak
morfolojik degisikliklerin mekanizmalarin1  arastirdigini:  1- vejetatif hiicrelerin
bliylimesi; 2- keselenme; 3- olgunlagsma; 4- ¢imlenme. 1. asamada, baglangigta vejetatif
hiicreler biiyiidiiglinii bildirmistir. Bu biiyiime, digerleri arasinda besin sicakligi, 151k, nem
gibi cevresel faktorlerle dogrudan baglantili oldugunu bildirmistir. 2. iki kamg¢1 nedeniyle
aktif olarak hareket etmenin yami sira bu asamada, vejetatif hiicreler elips seklinde ve
sayisinin artacagini bildirmistir. 3. asamada, hiicreler hareketsiz kiiresel kistler haline
geldigini; bu nedenle, bu asamaya kistlenme adin1 vermistir. Bu asamada, kist baslangicta
olgunlagmadigini ve bir dizi fiziksel ve hiicre i¢i icerik degisikliginden gectigini,
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Hiicrelerin hacmi biiyiik 6l¢tide biiylidiigiinii ve hiicrenin sporopollenin gibi maddelerden
olusan ¢ok direncli seliilozdan bir duvarla sarildig1 bir hareketsizlik asamasina girdigini
bildirmistir. Protoplast, genis astaksantin birikimi nedeniyle kirmizimsi bir renk
sunmugtur. Kistlerdeki karotenoidlerin biyosentezi olduk¢a 6nemli hale geldigini ve
boylece olgunlagmamis kistin olgunlastigr olgunlasma asamasi1 gergeklestigini, kiiltiir
ortami stres yaratan maddelerden arindirildiginda, hareketli hiicreler yeniden ortaya
cikmigtir. Dordiincii asamaya ¢imlenme dendigini bildirmislerdir.

Ancak; Akin (2005); Shah vd. (2016); Rather ve Singh (2018) ve bu ¢aligmada,
1. Yesil, kamgili, vejetatif hiicrelerin (Zoosporlar) yesil renkli yavru hticreler hareketli
olup iki kamgiya sahiptir. Siirekli bolindiiklerini, yiiksek diizeyde klorofil ve protein
icerdiklerini. 2. Hareketsiz, yesil hiicreler (Palmelloid evre) yesil hiicreler kamgilarin
kaybederek hareketsiz forma doniismistiir. Boliinmenin devam ettigini, yiiksek vakuol
igerigine sahip oldugu bildirilmistir. 3. Olgunlasmamis Kistik hiicreler hiicrelerin rengi
kahverengine doniistiigiinii, hiicre boliinmesi durdugunu ve hiicreler duragan faza gegtigi
ve klorofil ve protein iceriginde azalma oldugu bildirilmistir. Hiicre capinda giderek artis
gozlenenebilecegini ve 4. Olgun Kistik hiicreler (Aplanosporlar veya Hematokistler)
olarak 4 evrede yasam dongiisiinii tamaladigini diisiiniilmektedir. Bu agidan bakildiginda
2. Evre ve 4. Evre de baz1 farkliliklar oldugu gortilmektedir. Bu farkliliklarin sebebinin
H. pluvialis'in yasam dongiisiinii 4 evre olarak incelemeden 6nce, ana yasam dongisiiniin
uygun yasam kosullar1 altinda yesil faz ismini verdigimiz evrede ve canliligini siirdiirmek
i¢in uygun olmayan yasam kosullar altinda ise kirmizi kistik faz adin1 verdigimiz 2 ana
yasam boliimiine sahip oldugunu yeterince anlasilmadigindan kaynaklandigini
diisiiniiyoruz.

Eger H. pluvialis’in in vitro ortamda hep uygun kosullar altinda tutulursa, 1.
Evredeki kamgil1 vejatatif hiicre ve zamanla 1 evredeki boliinmesi azalan ve palmella
dedigimiz, yaslanan hiicrelerin kamg¢ilarini kaybedip hiicre ¢capinida biiyiiterek yasamina
devam ettigi ve tekrar daha uygun bir ortamda da boliinmeye devam ettigi anlagilmalidir.
Bu siire¢ uygun kosullar siirdiiriildiigii stirece boliinme hiz1 yavaslasa bile 1. evreden 2.
evreye ve 2. evreden 2. evreye veya 1 evreye devam edecektir. Yani 2. evrede Souza vd.
(2020)’nin bildirdigi gibi sadece kamg¢ilt zoosporlar hizla ¢ogalmayacak yukarida
bahsettigim seklilde devam edecegi diisiinmektedir. Yine ayni sekilde kirmizi kistik
formda yani 4. evrede de aplanaspor (hematokist) hiicreler eger uygun olmayan yagam
kosullar siirdiiriiliirse, hamatokist olarak kalacaktirlar. Ancak yasam kosullar1 uygun
forma dondiiriildiigiinde ¢ok hizli bir ireme gozlenebilecegini diisiinmekteyiz.

Insan saghg kullanimi igin yapilan bu énemli ¢alismalarin yaninda, Guerin vd.
(2003)’nin glinliikk glivenli doz alimyla ilgili yaptig1 ¢alismada; 33 saglikli yetigkin
gontilliiye 29 giinliik bir siire boyunca dogal astaksantin takviyesi verildi. Her denek
giinliik olarak ya 3.85 mg astaksantin (diisliik doz) ya da 19.25 mg astaksantin (yiiksek
doz) tiikketmistir. Goniilliiler, calismanin 6ncesinde, sirasinda ve sonunda tam bir tibbi
muayeneye tabi tutuldu ve astaksantin takviyesinin yutulmasindan kaynaklanan higbir
yan etki veya toksisite gozlemlenmedigini ve incelene diger c¢alismalarinda H.
pluvialis’ten elde edilen astaksantin'in test edilen dozlarda herhangi bir saglik riski
tasimadig1 sonucunu destekledigini bildirmisglerdir.

55



SONUCLAR S. TEKER

6. SONUCLAR

Yaptigim bu doktora ¢alismasinda; bir¢ok yetistirme teknigi ve sistemi i¢inden en
verimli olan1 segerek, imkanlarim dahilinde, endiistriyel 6lgekli bir H. pluvialis mikroalg
yetistirme tesisi (alg ¢iftligi) planlanmasi, kurulmasi, isletilmesi, yesil faz ve kirmizi faz
tiretimi yapilmasini ve gida takviyesi/kozmetik alaninda kullanilabilecek endiistriyel
Olgekte biyokiitle tiretmeyi amagladim. Bu hedeflerim dogrultusunda, H. pluvialis
mikroalgini endiistriyel 6l¢ekte biyokiitle tiretimini tamamladim. Calisma siirecinde
Antalya il Tarim ve Orman Miidiirliigii ne su iiriinleri yetistiriciligi basvurumu yaptim ve
on kontrolleri basartyla tamamladim. Ancak iki kez yer degisikligi nedeniyle su tirtinleri
yetistiriciligi bagvuru siirecim hala devam etmektedir. Bu liretim sonucunda “astavitin”
isimli bir gida takviyesi ve kozmetik iirlin markasin1 “T.C. Tirk Patent ve Marka
Kurumundan 2021-080228 marka numarasiyla tescil ettirdim.

Bu ¢alismada, H. pluvialis yesil faz {iretiminde BG-11 besiyeri kullanilarak daha
iyi sonu¢ almmugtir. Su sicakligi 20 — 28 °C arasinda uygun iireme kosullarina
ulagilmistir. Havalandirmanin tireme hizina pozitif etkisi oldugu goriilmiistiir. CO2 gaz
karisiminin  15sn/15dk uygulanmasi1 fotosentezi artiran bir etkiye sahip oldugu
goriilmiistiir. Kiiltiir ortam1 pH seviyesinin 6 — 9 arasinda iireme gozlemlenmistir. Isik
siddetinin 2500 — 5500 liix seviyesinde uygun iireme goriilmiistiir. Kirmizi faz tiretiminde
ise, besin eksikligi uygulamanin iyi sonug¢ verdigi goriilmiistiir. Abiyotik stres ortami
yaratmak i¢in uygulanan 0,1 — 1,5 % tuzluluk H. pluvialis hiicrelerini hizla doniisiim
saglamistir. Havuzlardaki besin eksikligi stresine ek olarak sodyum asetat ilavesinin
hematokistik forma doéniisiimii hizlandirmastir.

H. pluvialis’in reme hizinin yavaghigi ve diger mikroorganizmalara karsi
kontaminasyona ¢ok acik ve kirilgan oldugu distiniildiigiinde yetistiriciliginin zor
oldugu, Ancak, astaksantin metobolitinin etkilerinin nemi, ekonomik degeri ve kullanim
alanlariin yayginligindan dolay1 da H. pluvialis yetistiriciliginin verimli bir pazar oldugu
gorilmiistiir.

Bu ¢alismanin, {ilkemiz ekonomisi ve su tirlinleri sektorii agisindan ele alindiginda
hem istihdam hem de ekonomik getirisinin endiistriyel olgekte yapilacak olan alg
yetistiriciligi tesislerinin diizenlenmesine katki saglayacagini diistinmekteyiz.
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