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OZET

HETEROTROFIK OLARAK URETILEN MiKROALGLERLE UZUN
ZINCIRLI ©-3 YAG ASITLERIi URETIiM PROSESININ
OPTIMIiZASYONU

ISLETEN-HOSOGLU, Miige

Doktora Tezi, Biyomihendislik Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Murat ELIBOL
Mart 2013, 168 Sayfa

Bu calismada o©ncelikle, kiltiir koleksiyonlarindan temin edilen bazi
mikroalg tlrlerinin fototrofik kultlrlemeye alternatif olan heterotrofik buyiume
potansiyelleri ortaya konmustur. S6z konusu tirlerden en iyi buyume
potansiyeline sahip olan Chlorella saccharophila ve Crypthecodinium cohnii ile
ortam ve cesitli ¢cevresel faktorlerin, hiicre gelisimi, toplam yag ve -3 yag asitleri
tretimi  agisindan erlen ve biyoreaktor Uretimleriyle optimizasyonlari
gerceklestirilmistir. Chlorella saccharophila ile, kiiltiir ortami optimizasyonlari
sonrasinda gergeklestirilen 2 I’lik biyoreaktor dretimlerinde fototrofik kosullara
gore 7,7 kat daha fazla biyokiitle verimliligi ve 3 kat daha fazla yag icerigi elde
edilmistir.  Crypthecodinium cohnii ile yapilan optimizasyon c¢alismalari
sonucunda ise karbon kaynagi olarak gliserol kullanilarak, temel kiiltiir ortamu,
deniz tuzu 16 g/l, maya ekstrakt1 1,7-1,88 g/l, glutamik asit 0,1 g/l, sodyum p-
gliserofosfatin ise 0,15 g/l olacak sekilde modifiye edilmistir. Cevre kosullarinin
optimizasyonu i¢in 2 1I’lik karistirmali biyoreaktérde yapilan kesikli liretimler
sonucunda, optimum karistirma hiz1 150 rpm, iretim pH’sinin 7,0, inkiibasyon
sicakliginin ise 24 °C oldugu saptanmis ve Olgek biliylitme ¢aligmalari
gerceklestirilmistir. C. cohnii ile gergeklestirilen stirekli sistem Uretimlerinde
seyrelme hizinin, hicrelerin gelisimi, toplam yag ve dokozahegzanoik asit (DHA)
Uretimi tizerinde daha etkili oldugu tespit edilmistir. Her iki mikroalg tlrQ icin
gelistirilen nil kirmiziyla floresan 6lciimiine dayali yag tayini ile iiretim boyunca,
hiicrelerde yag {iiretimi takip edilmistir. Ayrica, C. cohnii kiltivasyonu igin,
peyniraltt suyu ve musir islatma surubunun birlikte kullanildig:r kultlr ortami
optimize edilmis ve 2 I’lik biyoreaktoérde Gretim gergeklestirilmistir.

Anahtar SozcuUkler: Mikroalg, heterotrofik Kkiltir, yag, »-3 yag asidi,
optimizasyon, biyoreaktor
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ABSTRACT

OPTIMIZATION OF LONG CHAIN »-3 FATTY ACID PRODUCTION
BY MICROALGAE CULTURED HETEROTROPHICALLY

ISLETEN-HOSOGLU, Miige
Ph. D. in Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. Murat ELIBOL
March 2013, 168 Pages

In this study, primarily, heterotrophic growing potential, which is an
alternative to autotrophic culturing, of the microalgae species obtained from
culture collections were presented. Among the said species, optimization studies
of Chlorella saccharophila and Crypthecodinium cohnii which showed the best
growing potential heterotrophically considering medium and various
environmental factors were performed through Erlenmeyer and bioreactor
productions in terms of cell growing, total lipid and ®-3 fatty acid productions.

In the 2 | bioreactor productions performed after medium optimization with
Chlorella saccharophila showed 7.7 times higher biomass productivity and 3
times more total lipid content comparing to autotrophic conditions. At the end of
the optimization studies performed with Crypthecodinium cohnii, main culture
medium was modified as sea salt 16 g/l, yeast extract 1.7-1.88 g/I, glutamic acid
0.1 g/1, sodium B-glycerophosphate 0.15 g/l with the glycerol as a carbon source.
Optimization of environmental conditions performed in a 2 | batch bioreactor
revealed that the optimum operating conditions were found as 150 rpm agitation
rate, production pH 7.0 and incubation temperature 24 °C. Scaling-up studies
were then carried out considering these conditions. In the continuous system
productions performed with C. cohnii, it was determined that dilution rate was
more effective on cell growing and total lipid and DHA content. Lipid production
in cells was monitored during the production based on fluorescence measurement
by nile red developed for both microalgae species. Moreover, for C. cohnii
cultivation, a culture medium wherein whey and corn steep liquor were used
together was optimized and production was performed in a 2 | bioreactor.

Keywords: Microalgae, heterotrophic culture, lipid, ©®-3 fatty acid,
optimization, bioreactor
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1. GIRIS

Mikroalgler, ticari degeri olan farkli kimyasal ve biyolojik bilesikleri iiretme
yetenegine  sahip  mikrobiyal  kaynaklardir. = Mikroalgler, igerdikleri
karbonhidratlar, proteinler, esansiyel amino asitler, vitaminler ve biyoaktif
molekiiller ile farmasotik, kozmetik ve beslenme alanlarinda son derece degerli

kaynaklar olarak ortaya ¢ikmaktadirlar.

Mikroalglerin ¢ogu yiizyillardir gida olarak tiiketilmekte ve saglik
tizerindeki etkileri nedeniyle kullanilmaktadir. Bazi iilkelerde mikroalgal
biyokiitle gidalara eklenerek gidalarin besin igerikleri arttirilmakta ve fonksiyonel
gidalar olusturulmaktadir (Spolaore et al., 2006). Son yillarda yapilan klinik ve
epidemiyolojik ¢alismalarla ®-3 yag asitlerinin atherosklerozis (damar sertligi),
kanser, romatoid artrit (iltthabi eklem hastaligl), alzeimer ve makula
dejenerasyonu gibi yasla iliskili hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir yere sahip
oldugu goriilmektedir. Bunlar arasinda en 6nemli uzun zincirli ©-3 yag asitleri, a-
linolenik asit (C18:3n-3), stearidonik asit (C18:4n-3), eikozapentanoik asit (EPA,
C20:5n-3) ve dokozahegzanoik asit (DHA, C22:6n-3) olup, son (¢ tanesi denizel
kaynaklardan elde edilmektedir (Gill and Valivety, 1997; Robles-Medina et al.,
1998). Kalp damar hastaliklar1 riskinin diisiik oldugu Eskimolar, Norvegli ve
Japon balikgilar {izerinde yapilan ¢aligmalarda kanlarinda yiiksek diizeyde EPA ve
DHA’ ya rastlanmistir (Demirel ve Ozpinar, 2003). Ayrica, DHA anne siitiiniin en
onemli ¢oklu doymamis yag asitidir (Gill and Valivety, 1997). Sonugta, saglik,
gida, hayvan beslenmesi gibi pek ¢ok alanda ®-3 yag asitlerine giderek artan ilgi
neticesinde ticari pazari artmaya baglamistir Su anda ¢oklu doymamis yag
asitlerinden EPA ve DHA nin ticari iiretiminde balik yagi kullanilmaktadir. Fakat
balik yagimin hos olmayan tadi, kokusu ve stabilite problemlerinden dolay1 - 3
yag asitlerinin balik yagindan iiretiminde kisitlamalar bulunmaktadir (Barclay et
al., 1994; Vazhappilly and Chen 1998). Ayrica yag asitlerinin balik yagindan
saflagtirma maliyetlerinin yiiksek olmasi, baliklarin kirlilikleri biinyelerinde
biriktirmeleri dezavantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir. -3 yag asitlerine giderek
artan talep, balik stoklarinda azalma riskini ortaya ¢ikarmakta ve dolayisiyla uzun
zincirli ¢oklu doymamis yag asitlerinin baska yollardan elde edilmesi iizerine
arastirmalar yogunlagmaktadir. Balik yagina alternatif olarak mikroalgler bu yag
asitlerinin eldesinde en iyl potansiyele sahip aday olarak diisiiniilmektedir.
Mikroalgler deniz baliklar1 yetistiriciliginde de gerekli ve kaginilmaz olan temel
besin kaynagimi olustururlar. Ozellikle cesitli su canlhilarinm ilk dénemindeki

beslenmesinde mikroalglerin ¢ok biiyiikk 6nemi vardir. Ornegin karides larvasi



iretiminde ilk baglangic yemi olarak mikroalgler vazgecilmeyecek bir gida
kaynagidir. Bunun yaninda balik larvalarina canli yem olarak kullanilan rotifer
yetistiriciliginde de rotiferlere yem olarak mikroalglerin liretimi yapilir Deniz
baliklar yetistiriciliginin yani sira istiridye ve karides kiiltiiriindeki besleme ile
ilgili sorunlar, mikroalg iiretim metodlarnin gelistirilmesiyle ¢oziilmeye
calisilmaktadir (Gladue and Maxey 1994). Insan ve hayvan beslenmesinde son
derece dnemli bir yere sahip olan mikroalglerin biyokimyasal yapisini ve 6zellikle
yag asidi kompozisyonunu etkileyen parametrelerin degistirilerek iyilestirilmesi
ve Uretim kapasitelerinin arttirllmasimna yonelik artan bir ilgi bulunmaktadir
(Demirel ve Ozpinar, 2003; Chen et al., 2007; Isleten-Hosoglu et al., 2012; 2013).

Giliniimiizde, mikroalgal yaglar sadece beslenme agisindan degil, benzin ve
dizel yakitlarina alternatif yakitlar olarak biyodizel iiretimi agisindan da onemli
bir yer teskil etmektedirler. Mikroalgal yaglar genellikle (>%80) triagilgliserol
(TAG) formunda olup C16 ve C18 numarali karbon atomlarinca zengin yag
asitleri igermektedir. Alg hiicrelerinin ortalama yag icerigi %20 ile %50 (g/g)
oraninda degisse de, optimum kosullar saglandiginda %75-80 oraninda yag
biriktirebilen mikroalgler de bulunmaktadir (Meng et al., 2009). Bu kapsamda,
yiiksek yag iliretme potansiyelindeki mikroalgal tilirlerin taranmasi, biyokiitlenin
biyokimyasal kompozisyonunu etkileyen kiiltiir ortami (basta karbon ,azot, fosfor
kaynaklarinin ¢esidi ve miktar1), cevresel faktorler (sicaklik, pH, c¢oziinmiis
oksijen konsantrasyonu gibi) ve farkli fermantasyon stratejileri gibi pek cok
faktoriin ~ etkisinin  arastirildigi  ¢alismalar son yillarda gittikce Onem
kazanmaktadir (Xiong et al., 2008; Pruvost et al., 2009; Widjaja et al., 2009; ; Li
etal., 2011; Isleten-Hosoglu et al., 2012).

Mikroalgler, 15181 enerji kaynagi, CO;’1 ise karbon kaynagi olarak kullanan
fototrofik canlilardir. Bu yiizden mikroalg endiistrisinde fototrofik Kultirleme
modu en yaygin kullanilan tiretim sistemidir (Chen, 1996). Bu iiretim sistemlerine
havuz, go6l gibi acgik sistemler veya kontrollii kapali sistemler olarak
fotobiyoreaktorler 6rnek olarak verilebilir. Agik sistemler hava degisiklikleri
nedeniyle kontrollerinin zorlugu, yiiksek yatirim maliyetleri, elde edilen biyokdtle
miktariin diisiikliigii ve yliksek kontaminasyon riskleri nedeniyle dezavantajli
olmaktadir. Kapali sistemler olarak kullanilan fotobiyoreaktérlerin ise agik
sistemlere gore avantajlar1 fazla olmasina karsin, bu sistemlerde yasanan yetersiz
151k gegirgenligi, yuksek konsantrasyonlarda oksijen birikiminden kaynaklanan
olumsuz etkiler, ¢cok biliyiik miktarda suyun islemden gegirilmesi gerekliligi ve bu

islemin iiretim maliyetlerinde oldukga fazla bir yer isgal etmesi gibi dezavantajlar



da bulunmaktadir (Lam and Lee, 2011; Demirel ve Ozpmar, 2003). Bazi
mikroalgler, organik karbon substratlarin1 karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanabilmektedir. Heterotrofik kultirleme, bu mikroalglerin kiltlvasyonunda,
fotosentetik sistemlere uygulanamayan kesikli beslemeli veya yuksek biyokutle
konsantrasyonu (high cell density) tiretim teknikleri kullanilmasina ve
mikroalglerin biiylik 6lgekteki liretimlerine olanak saglamaktadir. Bu kiiltiirleme
modu, 1sik ihtiyacin1  elimine eder ve bdylece mikroalgal hiicre
konsantrasyonunun cogalma olasiligini arttirarak kesikli sistemlerde hacimsel
verimliligi de arttirir. Ayrica endiistriyel mikrobiyolojideki fermentor sistemleri
degisik isletim modlarinda kullanilarak bu verimlilik arttirilabilir. Besiyerlerinin

steril edilmesi ve iiretim boyunca saglanan aseptik kosullarla kontaminasyonlar
elimine edilebilmektedir (Chen, 1996).

Mikroalglerin heterotrofik olarak kiiltiire edilmesinde biyokiitle gelisimi,
yag asidi i¢erigi ve kompozisyonu iizerine organizmanin yasi, ortam bilesenlerinin
kompozisyonu (karbon ,azot, fosfor kaynaklarimin g¢esidi ve miktar1), ¢evresel
faktorler (sicaklik, pH, tuz orani), fermantasyon stratejileri gibi etkili pek cok
faktor bulunmaktadir (Swaaf et al 2003a, 2003b; Wen and Chen 2003). Uriin
verimini ve hacimsel verimliligi 6nemli derecede etkileyen bu faktorlerin,
mikroalgal kiiltiirleme ile yliksek verimde yag ve ¢oklu doymamis yag asitleri
Uretimi icin optimizasyonu son derece ©nemlidir. Heterotrofik Uretim
potansiyeline sahip diger mikroalg tiirlerinin uzun zincirli ®-3 yag asitleri, o-
linolenik asit, EPA, DHA iiretim potansiyellerinin arastirilmasi, {iriin olusturma
mekanizmalar1 iizerine etkili olan parametrelerin ortaya konmasi, heterotrofik
iretim kosullarmin optimizasyonu ve 0&lgek biiyiitme, bu konuda yapilan
caligmalarda ¢ogunlukla yetersiz kalan noktalar olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Ayrica, ¢ok cesitli endiistriyel atik ve yan iirlinlerin mikroalglerin fototrofik
tiretiminde kullanildigi bilinmektedir (Mulbry et al., 2008; Orpez et al., 2009;
Kong et al., 2010). Pek cok elzem besin maddesini ig¢erdigi i¢in fermantasyon
proseslerinde de kullanim olanaklar1 siklikla arastirilmaktadir (Liggett and
Koffler, 1948; Maddipati et al., 2011). Bu sebeple, endiistriyel ve tarimsal
atiklarin -~ mikroalglerin  heterotrofik  liretiminde de  substrat  olarak
degerlendirilmesi biiyiik 6lgekte cok bliyiik faydalar saglayacag diisiiniilmektedir.
Bu sekilde, ortam ve cevresel kosullarin optimizasyon c¢alismalarinda pek cok
farkli yontem kullanilmakla birlikte, genelde tek bir de§iskenin degistirilip diger
tim faktorlerin sabit tutuldugu klasik yontem kullanilmaktadir. Giinlimiizde
gittikce artan arastirma giderlerini minimuma indirgemek i¢in miimkiin olan en az

sayida deneme yapmayi ve klasik yontemlerin yetersizligini gidermeyi hedefleyen



istatistiksel deney tasarimlar1 gelistirilmistir (Mandenius and Brundin, 2008;
Wang and Wan, 2009).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, temel olarak heterotrofik kiltirleme ve uzun
zincirli ®-3 yag asitlerine sahip farkli mikroalg tiirlerinin heterotrofik kosullardaki
bliylime ve farkli ortam, ¢evre kosullarinda biyokiitle gelisimi, toplam yag ve s6z
konusu yag asitlerinin iiretim potansiyellerini ortaya koymak hedeflenmistir. Bu
hedefe yonelik olarak, a-linolenik asit, EPA ve/veya DHA verim ve verimliligi
acisindan en yliksek potansiyele sahip olan tiirli ve o tiir i¢in belirlenmis olan
ortam ve c¢evre kosullarinmi istatistiksel deney tasarimlar1 kullanilarak optimize
etmek ve ayrica olgek biiylitme caligmalarini gergeklestirerek endiistriyel tiretime
hazir hale getirilmis fizibil bir proses tasarlanmasi amaglanmistir. Ayrica, bu
calismayla, diinya ¢apinda bu konu lizerinde yapilan arastirmalarda yer almak ve
caligmalara katki saglamak hedeflenmistir. Bilindigi kadariyla da iilkemizde
mikroalglerin heterotrofik olarak kiltirlenmesi ve iirtinleri {izerine yapilan ilk
calisma olmaktadir. Bu c¢alisma, gelecekte ise kendi kiltiir koleksiyonumuzda
bulunan yerel su kaynaklarimizdan izole edilen mikroalg tiirlerinin, heteterofik
kosullarda bu tiir ve/veya baska {irlinlerinin arastirilmasi icin tecriibe
kazanilmasina ve alt yapisinin olusturulmasina imkan saglayacak sekilde

planlanmustir.



2. LITERATUR OZETI

Canli organizmalarda pek ¢ok onemli rol oynayan lipidler iki ana grup
altinda toplanabilirler: Nonpolar lipidler (agilgliseroller, steroller, serbest yag
asitleri, wakslar ve sterilesterleri) ve polar lipidler (fosfolipidler, glikolipidler).
Polar lipidler ve steroller hiicre membraninin 6nemli yapisal bilesenleridir ve
hicre organelleri icin selektif bariyer gorevi gormektedir. Bu lipidler, spesifik
membran fonksiyonlarini siirdiirerek c¢ok cesitlilikteki metabolik prosesler icin
matriks saglamaktadir. Yapisal fonksiyonlar1 yanisira, bazi polar lipidler hiicre
sinyal dongulerinde (inositol lipidleri, sfingolipidler, oksidatif Griinler) anahtar ara
triinler (veya ara iriinlerin precursori) olarak davranmakta ve c¢evresel
degisikliklere cevap vermede rol almaktadir. Nonpolar lipidlerden
triagilgliseroller, metabolik enerji saglamak tizere kolaylikla katabolize olabilen
depo drlnleridir (Champe and Harvey, 1997).

Algler, sucul ekosistemin dnemli organizmalaridir. Diinyadaki birincil gida
zinciri Uretiminin yarisin1 olusturmaktadir. Yapilarindaki pigmentleri sayesinde
karbondioksit ve suyu 1s18in etkisi ile karbonhidratlara ¢evirirler, bdylece su
ortamindaki besin degerinin ve ¢Oziinmiis oksijen oraninin artmasini saglarlar.
Sonucta kendi gelisimlerini saglayarak besin zincirinin ilk halkasini olustururlar.
Bu seckilde tiretime olan katkilar1 ve {ist basamaktaki canlilarla olan iliskileri
acisindan Oonem tasimaktadirlar. Algal lipidler tiiketiciler icin baslica enerji ve
besin kaynagidir. Coklu doymamis yag asitlerinin (a-linolenik  asit,
eikosapentaenoik asit (EPA) ve dokosaheksaenoik asit (DHA)) sucul cevre ve
insan sagligi i¢in dnemi ortaya konmustur. Coklu doymamis yag asitleri (PUFA)
sadece onemli membran bilesenleri olmasi disinda pek c¢ok fizyolojik prosesin
diizenlenmesinde de Ornegin prostoglandin, tromboksanlar, leukotrienler gibi
biyoaktif molekiillerin sentezinde rol oynamaktadir. Yag asitleri pek ¢ok algal

lipidin bilesenleridir ve nadiren serbest formda bulunurlar (Spolaore et al., 2006).

2.1 Yag Asitleri ve Yaglarin Molekiiler Yapisi

Yag asitleri serbest veya triasilgliserol gibi daha karmasik molekiilllerde yag
asit esterleri olarak bulunurlar. Yag asitleri, 4’ten 36’ya kadar uzunlukta karbon
iceren (C4’ten Cgg’ya) hidrokarbon zincirli karboksilik asitlerdir (Sekil 2.1). Bazi
yag asitlerinde bu zincir tamamen doymustur (hi¢ c¢ift bag igermez) ve

dallanmamustir; fakat bazilarinda zincir bir veya daha fazla sayida ¢ift bag igerir.
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Sekil 2.1 Yag asidi molekiilii.

Yag asidi molekiiliindeki karbon sayisina gore “kisa” (6’dan az), “orta” (6-
10) ve “uzun zincirli” (12 ve daha fazla) yag asitleri olarak adlandirilabilirler
(Cizelge 2.1). Yag asitleri hidrokarbon zincirdeki baglara goére doymus veya
doymamis yag asitleri olmak tizere de iki grupta incelenebilirler. Yag asitlerinde
bir ¢ift bagin yeri A (delta’nin) iistiine konulan bir say1 ile belirtilir (Nelson and
Cox, 2005).

Yag asitlerinin uzunlugu ve ¢ift baglarinin sayis1 ve yerlesimleri farkl
olabilir. Beslenme konusundan s6z edilirken genellikle doymus yag ve doymamais
yag terimleri kullanilir. Bu terimler yag asitlerindeki hidrokarbon zincirlerinin
yapisini anlatmaktadir. Eger zinciri olusturan karbon atomlar1 arasinda hig ¢ift bag
yoksa, bu yapidaki yag asidi doymus yag asidi olarak adlandirilir. Doymamis yag
asidi ise bir ya da daha fazla ¢ift bag icerir (Campbell and Reece, 2006). Doymus
yag asitleri oda sicakliginda kati halde bulunduklar1 i¢in viicutta birikebilirler.
Coklu doymamis yag asitleri ise oda sicakliginda sivi haldedirler ve ayni1 zamanda
insan hayatinin devamlilig1 i¢in de ¢ok Onemlidirler. Bundan dolay1 temel yag
asitleri olarak adlandirilarak omega (®)-6, omega (®)-3 yag asitleri olmak Uzere
iki gruba ayrilirlar (Kaya ve ark., 2004). »-3 yag asitleri keten tohumu, ceviz ve
Ozellikle planktonlar ile yagli baliklarda bol miktarda bulunur. Keten tohumu ve
cevizde o-linolenik asit, balik yaglarinda ise EPA ve DHA en onemli yag
asitleridir. EPA ve DHA’nin mutlaka disardan alinmasi gerekir. Ciinkii viicut
tarafindan sentezlenemedikleri i¢in elzem yag asitleri olarak adlandirilirlar (Gill
and Valivety, 1997; Kaya ve ark., 2004).



Cizelge 2.1 Dogal olarak bulunan bazi yag asitleri (Nelson ve Cox, 2005).

Karbon
Bilinen ad1 Sistematik ismi Yapi iskeleti
Doymus yag asitleri
Laurik asit Dodekanoik asit CH5(CH,),COCH 12:0
Myristik asit Tetradekanoik asit CH,(CH,);,COOH 14:.0
Palmitik asit Hekzadekanoik asit CH5(CH,)14COCH 16:0
Stearik asit Oktadekanoik asit CH5(CH,)1,COOH 18:0

Tekli doymams yag asitleri

Palmitoleik asit A9-Hekzadekenoik asit ~ CH3(CH,)sCH=CH(CH,); COOH A9 16:1

Oleik asit A9-Oktadekenoik asit CHj5(CH,);CH=CH(CH,); COOH A9 18:1

Coklu doymams yag asitleri

CHs(CH,),CH=CHCH,CH=

A9, Al2
Linoleik asit Oktadekadienoik asit CH(CH,),COQH 18:2
CH3CH,CH=CHCH,CH=
a-Linolenik asit A9, A12, A15-
(LNA) Octadekatrienoik asit CHCH,CH= CH(CH,); COOH 18:3
CH3(CH,),CH= CHCH,CH=
A5, A8, Al1, Al4, CHCH,CH= CHCH,CH=
Aragidonik asit Ikozatetraenoik asit CH(CH,);sCOOH -3 20:5

Yag asitlerinden olusan en basit lipitler, trigliseritler, yaglar, nétral yaglar
olarak da bilinen triacilgliserollerdir (TAG). Triacilgliseroller, her biri bir
gliserole ester baglariyla baglanmis ii¢ yag asidinden olusmaktadir. Lipitlerin

siniflandirilmasi Sekil 2.2°de 6zetlenmistir.



Depo Zar lipitleri
Lipitleri (polar)
(ndtral)
Triagilgliseroller Fosfolipitler Glikolipitler
1 Yag asidi
© | Sfingolipitler
o | | Yagasidi Gliserofosfolipitler Sfingolipitler
©
1 Yag asidi
—  Yag asidi -
— c —
o N Yag asidi S L Yagasidi
g 1 | vagasidi S 1+ ' S =
b 'E ;4:
G} = 17}
I Mono veya
|| T1 PO, T1 Alkol
PO, Alkol ! oligosakkarit

Sekil 2.2 Baglica depo ve zar lipitleri (Nelson and Cox, 2005).

Uc konumda da aym tip yag asidi iceren TAG’lere basit TAG’ler denir.
Dogada bulunan TAG’lerin ¢ogu karisiktir; yani iki veya daha fazla farkli yag
asidi icerir. Okaryotik hiicrelerin ¢ogunda, TAG’ler metabolik yakit depolari
olarak kullanilan ve sulu sitozolde yag damlaciklar1 seklinde bulunurlar (Nelson
and Cox, 2005).

2.2 Tek Hiicre Yag Uretimi Amach Kullamlan Mikroorganizmalarda Yag
Asidi Biyosentezi

Pek ¢ok mikroorganizma grubu, maya, kiif, bakteri ve mikroalg belli bazi
spesifik kosullar altinda noétral yag biriktirme 06zelligine sahiptirler. Bu
mikroorganizmalardan elde edilen ve tek hiicre yaglar1 (SCO) olarak
isimlendirilen mikrobiyal yaglar giiniimiizde tiim diinyada yogun ilgi gérmektedir
(Ratledge and Cohen, 2008). Mikroorganizmalar polar ve noétral olmak zere iKi
tip yag sentezi gerceklestirirler. Polar lipitleri hiicre membran yapisinda bulunan
fosfolipit ve glikolipitler olustururken; TAG’ler, 6karyotik mikroorganizmalarca
da sentezlenebilen noétral lipitleri olusturur. Mikrobiyal yaglar yiiksek oranda
¢oklu doymamis yag asidi igerebilir veya yine igerdigi yag kompozisyonu
igerigine gore yakit amacli kullanilabilmektedirler (Ratledge, 2005; Subramaniam
et al., 2010). Mikrobiyal yolla yag eldesi prosesinin endiistriyel anlamda fizibil
olmas1 igin iiretilen yag ve yag asitlerinin yiiksek verimlilikte veya yliksek

degerlilikte (coklu doymamis yag asitlerince zengin) olmasi gerekmektedir.



Hacimsel verimliligi etkileyen en 6nemli faktorler kuru biyokiitle miktari, kuru
biyokiitledeki yag orani ve yagin istenen yag asidi kompozisyonunda olmasidir
(Griffiths and Harrison, 2009).

2.2.1 Yag asidi sentezinde zincir olusumu

Yag asiti sentezinde, asetil-CoA, yag asidi-sentaz sistemi yoluyla palmitik
asite (C16:0) cevrilir. Yag asidi sentezi icin gerekli olan asetil-CoA'lar
mitokondride olusmaktadir. Ancak sentez sitoplazmada gerceklestirilmektedir. Bu
nedenlede asetil-CoA mitokondri zarin1 gegerek sitozole tasinir. Yag asidi sentezi,
yag asidi sentaz (FAS) sistemi denilen yedi enzimden olusan bir kompleks
tarafindan gerceklestirilmektedir. Yag asidi sentezindeki ilk adim, asetil-COA’nin
karboksilasyonu ile malonil-CoA’nin olusumudur. ATP gerektiren bu reaksiyon
asetil-CoA karboksilaz (ACC) yoluyla katalizlenir. Hayvan hicrelerinde ACC
sitoplazmada bulunur. Mayalarin, hem sitoplazmik hem de mitokondrial ACC’ye
sahip olduklar1 belirlenmistir. Bitkilerde ise yag asidi sentezi gelisen tohumlarin
plastidlerinde gerceklesmekte ve ACC, bu organellerde bulunan asetil-CoA’y1
kullanmaktadir (Sakthivel et al., 2011). Malonil-CoA sentezi disinda yag asidi
biyosentezindeki tepkimelerin Kkatalizorliigiinii FAS yapmaktadir. Yag asidi
sentezinde zincir uzamasi malonil-CoA’dan iki karbonun zincire katilmasi ile
olmaktadir. Asetil transacilaz, asetil-CoA ve agil tasiyici proteinin (ACP), acetyl-
ACP ve CoA’ya doniisiimiinii katalizler (2. adim). Malonil transacilaz ise malonil-
CoA ve ACP’yi malonil-ACP ve CoA’ya katalizler (3. adim). Ardarda gelen dort
reaksiyon boyunca (4-7. adimlar), asetil-ACP, malonil-ACP ve 2(NADPH+H")
harcanmasiyla butiril-ACP, CO,, ACP, H,0 ve 2NADP* olusur. Bu reaksiyonla
sirasiyla, a¢il malonil-ACP enzim, -keto-asil-ACP-rediiktaz, 3-hidroksiasil-ACP-
dehidrataz ve enoil-ACP-rediiktaz tarafindan katalizlenir. Her asamada eklenen iki
karbon atomuyla yag a¢il zinciri uzamaya devam eder (Campell and Reece, 2006;
Fidanci, 2009). Palmitik asit olusumu ile tamamlanan tiim zincirin stokiometrisi

asagidaki sekildedir:

8 Acetyl-CoA + 7 ATP + 14 (NADPH+H") — palmitate + 14 NADP*+ 8 CoA +
6 H20 + 7 ADP + 7 P,

2.2.2 Yag asidi zincirinin uzatilmasi ve wuzun zincirli yag asitlerinin
doymams hale doniistiiriillmesi

Yag asidi-sentaz sisteminin normal Griini olan palmitik asit uzun zincirli

yag asitlerinin dnciil molekiiliidiir. Yag asidi zincirleri, a¢il gruplarina iki karbon
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atomlu birimler eklenerek uzatilmaktadir. Palmitik aside iki karbon daha ilave
edilerek 18 karbonlu stearik asit veya daha fazla karbon ilave edilerek daha uzun
zincirli yag asitleri meydana gelmektedir. Yag asidi zincir uzatma sistemi

endoplazmik retikulum ve mitokondride bulunmaktadir (Sekil 2.3).

ENDOPLAZMIK RETIKULUM 160~ elongazlar ve desaturazlar  —3 LCPUFA

siTozoL

glikoliz ~—— glikoz

( CMT ] MITOKONDRIYAL MEMBRAN

malat MITOKONDRIYAL MATRIS

TCA gevrimi

Sekil 2.3 Yag asidi sentezi ve zincir uzatma isleminin meydana geldigi mekanizmalar (Ratledge,

2004).

Onalt1 karbonlu ve doymus bir yag asidi olan palmitik asit, yag asit sentaz
aktivitesinin son iirlinii olmasina ragmen ayr1 enzimatik islemler tarafindan zincir
uzunlugu daha da arttirilabilir, ve/veya doymamis hale getirilebilir. Bu enzimler
mitokondride bulunan ve endoplazmik retikulumda yerlesmis olup zincir
uzunlugu ve doymusluk derecesi degisik yag asitlerini substrat olarak
kullanabilirler. Insanlar 9-10. karbonlardan daha 6tede bir yere ¢ift bag sokabilme
yeteneginden yoksun olduklarindan, ¢oklu doymamis yag asitleri olan linoleik ve

linolenik asitleri diyetle almalidirlar (Champe and Harvey, 1997; Ratledge, 2004).

Mikroorganizmalardan yag eldesi gelistirilmesi istenen bir konudur ve

bunun ¢esitli nedenleri vardir:

(i) Mikroorganizmalar hizli gelisebilme 6zelligine sahiptir ve endustriyel
yan triinlerde ve atiklarda diisiik maliyetle gelistirilebilirler (Chi et al.,
2007; Meng et al., 2009; Li et al., 2010; Subramaniam et al., 2010).

(i) Yag tretimi mevsimsel degildir. Gelisme kosullar1 kontrol edilerek

ve/veya yapilan degisikliklerle yag asiti bilesiminde ve miktarinda
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istenilen ayarlamalar yapilabilir (Shwu-Tzy et al., 2005; Beltran et al.,
2008; Isleten-Hosoglu et al., 2012).

(iii) Mikroorganizmalarin  genetik ~ modifikasyonu ile elde edilen
biyokiitlenin verimi arttirilabilir (Kalscheuer et al., 2006; Meng et al.,
2009; Radakovits et al., 2010;).

(iv) Mikrorganizmalardan degerli mikrobiyal ¢oklu doymamis yag asitleri
eldesi mumkuindir (Shwu-Tzy et al., 2005; Mendes et al., 2009).

Mikrobiyal yag iiretim potansiyeli olan pek ¢cok mikroorganizma Cizelge
2.2’de listelenmistir.

Cizelge 2.2 Bazi yag iireticisi mikroorganizmalarin yag igerikleri (Chisti 2007; Subramaniam et

al., 2010).

Mikroorganizma Yag icerigi
(% kuru agirhik)

Bakteri
Arthrobacter sp. > 40
Acinetobacter calcoaceticus 27-38
Rhodococcus opacus 24-25
Bacillus alcalophilus 18-24
Maya
Candida curvata 58
Cryptococcus albidus 65
Lipomyces starkeyi 64
Kuf
Aspergillus oryzae 57
Mortierella isabellina 86
Humicola lanuginose 75
Mikroalgler
Botrycoccus braunii 25-75
Chlorella sp. 28-32
C. cohnii 20
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Nitzchia sp. 45-47
Tetraselmis suecica 15-23

Isochrysis sp. 25-33
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2.3 Yag Ureticisi Olarak Mikroalgler
2.3.1 Okaryétik mikroalglerde yaglar ve yag metabolizmasi

Algler, deniz ve tathh su ortamlarindan ¢6l kumlari, kaplicalar, karli ve
buzlu alanlar gibi ¢ok farkli ekosistemlerin 6nemli pargalaridir. Algler cok cesitli
ve son derece uzmanlasmis organizma gruplaridir. Alglerin sistematigi, farklh
algal tiirlerde bulunan fotosentetik pigmentlerin ¢esit ve kombinasyonlarina gore
yapilmaktadir. Ayrica, farkli algal gruplarin tanimlanmasinda depo iiriinlerinin
kimyasal yapisi ve hiicre duvar1 rol oynamaktadir. Sistematik siiflandirmaya
gore, binlerce Okaryotik algal tiir 2 ana simf altinda alt smiflara ayrilmstir.
Prokaryotlar olarak adlandirilan ilk ana siif altinda siyanobakteriler (Cyanophyta
ve Prochlorophyta gruplarini igeren) grubu yer almaktadir. Bunlar yapilarinda
Klorifil a iceren prokaryotik mikroalglerdir. En c¢ok bilinenleri mavi-yesil
olanlaridir. Ikinci ana grup olan okaryotik mikroalgler ise ¢ok cesitli algal
smiflardan olusur. Bunlar, Rhodophyceae (kirmizi alg, 6rn. Porphyridium tarleri);
Chlorophyta (yesil alg, 6érn. Chlorella, Dunaliella, Haematococcus); Dinophyta
(dinoflagellates, 6rn. C. cohnii); Chrysophyta (sari-kahverengi algler, orn.
Ochromonas malhamensis); Prymnesiophyta (6rn. Prymnesium paruum,
Isochyrisis ve Pavlova suslar1); Bacillariophyta (diatomlar, 6rn. Nitzschia laevis);
Xanthophyta (6rn. Monodus subterraneous); Rhaphidophyta (6rn. Fibrocapsa
japonica); Phaeophyta (kahverengi algler) “dir. (Tomaselli, 2004).

Ozellikle, biyoyakit iiretiminde siirdiiriilebilir hammadde potansiyeli olmasi
dolayisiyla, mikroalglerin hiicre ve molekiiler biyolojisi lizerine ¢alismalar son
yillarda hizlanarak artmaktadir. Enerjice zengin acil gruplari ile hidrokarbon
enerji yogunluguna yakin TAG’ler en 6nemli depo enerjileridir. Dolayisiyla yag
damlaciklarindaki TAG biyosentezi, doniisimii ve depolanmasi konulari
mikroalgal arastirmalarin odak noktasi haline gelmistir. Fotosentetik bir
organizma olarak mikroalgler giin boyunca CO,’i mikroalgal tir ve ortamdaki
besin elementlerinin azalmasi gibi spesifik kosullara bagli olarak TAG gibi pek
cok iirline doniistiirtirler. Son zamanlara kadar, mikroalgal TAG iiretiminin
detaylar1 ve dinamikleri, membran lipid metabolizmasi ¢ogunlukla kesfedilmemis
noktalar olarak kalmistir. Fakat, bu egilim son yillarda bu konularda yayinlanan
calismalarla hizli bir yiikselise gegmistir (Kwok and Wong, 2005; Guschina and
Harwood, 2006; Liu and Benning, 2012).
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Fosfolipitler, hiicreler ve organeller arasinda gecirgenligi saglayan tiim
biyolojik membranlarin yapilarinda yer alirlar. Hiicre gecirgenligindeki bariyer
gorevlerinden baska, ¢ok cesitli enzim gruplarinin fonksiyonlar1 i¢in uygun
matriks olusturarak ¢esitli makromolekiillerin sentezinde yer alirlar (Guschina and
Harwood, 2009). Monogalaktosildiacilgliserol (MGDG), digalaktosildiagilgliserol
(DGDG) ve sulfokinovosildiacilgliserol (SQDG)’leri iceren glikolipitler
kloroplast ve diger ilgili organellerin membran yapisinda yer alirlar ve yiiksek
bitkilerle alglerin fotosentetik dokularinda en ¢ok bulunan agil lipidlerdir.
Ornegin, fotosentezin meydana geldigi tilakoid membranlarda DGDG’ler
asimetrik olarak daginik halde bulunurlar (Guschina and Harwood, 2009).

Notral lipitler, 6zellikle TAG’lerin, baz1 ¢evresel stres kosullari altinda pek
cok mikroalgde birikim yaptig1 bilinmektedir. Bununla beraber, biiylimeyle
glikolipitler ~ Ornegin  fosfatidilkolin  (PC), fosfatidilgliserol (PG),
fosfatidilethanolamin (PE), fosfatidilinositol (PI) ve fosfatidik asit (PA)
gruplarinda da degisim gdzlenmektedir. Ornegin, polar lipitlerde azalma, notral
lipitlerde artma mikroalglerin azot stresine verdikleri genel bir yaklagim
olmaktadir (Alonso et al., 2000). Ayrica pek ¢ok mikroalg disardan verilen farkl
karbon kaynaklar1 ile heterotrofik olarak biiyiime yetenegine sahiptir. Bu da
karbon yakalama ve lipit biyosentezi icin kullanmada farklilik yaratmaktadir
(Sekil 2.4).

Aciklik kazandirmak i¢in Sekil 2.4’de sadece ana adimlar gosterilmistir.
Oncii yag asitleri de novo olarak fotosentez esnasinda yakalanan karbonu veya
disaridan saglanan organik karbonu kullanarak Kloroplastta sentezlenir.
Mikroalglerde, kloroplasta girenin tam niteligi bilinmemektedir (kesikli ¢izgi).
Serbest yag asitleri kloroplasttan gonderilir ve endoplasmik retikulumda TAG’lere
dontstiiriiliir ve yag kiirecikleri halinde sitozole salimir. (i)=ACC; (ii)yag
asitithioesteraz ve agcil-CoA sentaz; (iii)=TAG biyosentez enzimleri (agil-
CoA:diagilgliserol aciltransferaz (DGAT); (iv)=yag kiirecikleri olusumu ve
(v)=ADP-glikozpirofosforilaz ve nisasta sentaz (Scott et al., 2010)
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Sekil 2.4. Karbon yakalama ve lipit biyosentezi metabolik yoluna genel bakis (Scott et al., 2010).

Yag asitleri, metabolizma igersinde serbest (esterlesmemis) veya TAG gibi
daha karmasik molekiillerde yag asit esterleri olarak bulunurlar. Yag asitleri
glikolipitler, fosfolipitler, sfingolipitler, prostaglandinler ve kolesterol esterlerini
igeren bir¢ok bilesigin onciil maddesidir. Yag asitlerinin bundan baska ¢ok ¢esitli
fonksiyonlar1 ortaya konulmaktadir (Champe and Harvey, 1997; Gill and
Valivety, 1997; Kaya ve ark., 2004). Coklu doymamis yag asitleri, arasidonik asit
(AA), EPA ve DHA esansiyel yag asitlerindendir. Bu yag asitleri insan ve
hayvanlarda sentezlenemediginden mutlaka besin zinciriyle alinmalidir. PUFA’lar
fosfolipidlerin 6nemli bilesenleri olup membran sertligini azaltarak onlarin bu gibi
belirgin 6zellikleri kazanmasini saglarlar. Ayrica, biyotransformasyonla biyolojik
sistemlerde pek c¢ok biyoaktif metabolite (prostoglandinler, thromboksanlar,
leukotrienler) doniisiirler. Yapilan klinik ve epidemiyolojik ¢alismalarla -3 yag
asitlerinin atherosklerozis (damar sertligi), kanser, romatoid artrit (iltihabi eklem
hastalig1), alzeimer ve makula dejenerasyonu gibi yasla iligkili hastaliklarin
tedavisinde 6nemli bir yere sahip oldugu goériilmektedir (Gill and Valivety, 1997).

2.3.2 Biyodizel iiretiminde mikroalgal yaglar
Diinya enerji tiikketimi, sanayideki gelismeler ve hizli niifus artis1 dolayisiyla

artmaktadir. Giliniimiizde enerjinin biiyiik bir boliimii  fosil yakitlardan
saglanmaktadir. Ancak fosil yakitlarin fiyatlarindaki belirsizlik, rezervlerin hizla
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tikenmesi, fosil yakitlarin tiiketilmesi sonucu atmosfere salinan gazlar g¢evre
kirliliginin yam sira olusturduklart sera etkisi sonucu kiiresel 1sinma ve iklim
degisikliklerine sebebiyet vermektedirler. Bu gibi nedenlerden dolay1 gelecekte
enerji Uretiminde alternatif yontemler aranmaktadir (Meng et al., 2009; Scott et
al., 2010). Ayrica, iilke olarak kullandigimiz enerjinin %70’lik kismini digaridan
ithal etmekteyiz ve bu da llke ekonomisine agir bir yiik olmakta alternatif enerji
kaynaklarinin bulunmasi gittikce 6nem kazanmaktadir. Bu baglamda yenilenebilir
(glines, riizgar, hidro, jeotermal ve biyokiitle ve atik enerjisi) ve yiiksek verimli
enerji kavrami Onemli hale gelmis ve bir¢ok iilkede fosil yakit kullanimim
siirlandirmak igin kullanilmaktadir (Sakthivel et al., 2011). Bununla birlikte,
uluslararasi enerji biriminin yaptig1 bir arastirmaya gore, atiklardan ve yanabilen
yenilenebilir kaynaklardan (kati biyokiitle, sivi biyokiitle, biyogaz, endiistriyel ve
evsel atik) elde edilen enerji diger yenilenebilir kaynaklara gére daha yiiksek bir
potansiyele sahiptir. Rapora gore, toplam enerji arzinin %2,2°sini olusturan
hidroenerji ve %0,7’sini olusturan diger enerji kaynaklarina (jeotermal, giines,
riizgar ve 1s1) gore bu tiir yenilenebilir kaynaklarin enerjisi toplam enerji arzinin
%10’unu olusturmaktadir. Boylece, yanabilen kaynaklardan elde edilen enerjinin
(biyodizel gibi), gelecekteki kiiresel enerji ihtiyacini ¢esitlendirmede ¢ok onemli
bir rol oynayacagi tahmin edilmektedir (Lam and Lee, 2011).

Biyodizel, bitkisel ve hayvansal yaglarin uzun zincirli yag asitlerinin
transesterifikasyonu sonucu olusan yakit tiiriidiir (Sekil 2.5). Biyodizelin petrol
kokenli yakitlarla karsilastirildiginda; zararli gaz emisyonlarini azaltmasi ve
biyolojik olarak parcalanabilmesi basta olmak iizere pek ¢ok avantaji
bulunmaktadir (Fukuda et al., 2001).

Triagilgliserol Alkol Yag asidi esteri Gliserol

CH,-00C - R, R,-COO -R CH,-OH
Katalizér

CH -00C -R,+3R0OH < R,-COO-R + CH - OH

CH,-00C -R, R,-COO -R’ CH,-OH

Sekil 2.5 Transesterifikasyon reaksiyonunun genel denklemi
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Biodizel iiretiminde kullanilan en yaygin yontem transesterifikasyondur.
Transesterifikasyon reaksiyonu ii¢ ardisik tersinir reaksiyondan olusmaktadir. Bu
siirecte, triagilgliserol; her bir basamakta 1 mol alkil esterinin olustugu adim adim
diacilgliserol, monoagilgliserol ve son olarak gliserole doniistiirtiliir. Diger bir
tanimla lipitlerde bulunan gliseridlerin bir katalizor varliginda bir alkol ile
reaksiyona girerek ester ve gliserol olusturmasidir (Scott et al., 2010). 1 mol
metilester ve 1 mol gliserol Gretmek icin transesterifikasyonda her bir mol
trigliserid icin 3 mol alkol gerekmektedir (Bkz. Sekil 2.5). Endustriyel proseslerde
her bir mol trigliserid i¢in 6 mol metanole ihtiyag duyulmaktadir. Bu kadar
yiiksek oranda metanol kullanilmasinin sebebi reaksiyonu daha ¢cok metil esterleri
olusumuna dogru yonlendirmektir (Chisti, 2007).

Transesterifikasyonda kullanilan katalizorler alkali, asit ve enzim olarak

siiflandirilmaktadir.

Baz ile katalizlenen transesterifikasyon; alkali katalizor olarak genellikle
kullanilan katalizérler sodyum hidroksit ve potasyum hidroksittir. Bu katalizorler,
diisiik sicaklik ve atmosferik basingta reaksiyonu katalizleyebilmekte, kisa siirede
yiiksek doniisim verimi elde edilmesini sagladigi ve ekonomik olduklar1 igin
yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Bunlara ek olarak asidik bir katalizorle
gergeklestirilen reaksiyona gore 4000 kat daha hizli olabilmektedir. Fakat bazik
bir katalizor ancak, serbest yag icerigi %0,5’den az olan veya asit degeri 1 mg
KOH/g olan rafine bitkisel yaglarin transesterifikasyonunda kullanilabilmektedir
(Fukuda et al., 2001).

Asit ile katalizlenen transesterifikasyon; genellikle kullanilan katalizorler
stilfiirik ve hidroklorik asittir. Bazik katalizorlere gore iki 6nemli avantaj1 vardir;
birincisi hammaddede bulunan serbest yag iceriginden etkilenmez, ikincisi ise
esterifikasyon ve transesterifikasyon reaksiyonlarin1 birlikte katalizleyebil-
meleridir. Esterifikasyon, bir alkol ve bir asit (serbest yag asidi) varliginda esterin
olusturuldugu kimyasal bir reaksiyondur. Yagda bulunan serbest yag asiti %1’den
daha fazla ise asidik bir katalizér reaksiyon icin daha uygundur. Ek olarak tek
basamakli bir siirecten olusan asidik katalizleme, serbest yag asitlerini metil
esterlerine gcevirmek icin ekstra basamak gerektiren bazik katalizlemeye gore daha
ekonomiktir. Fakat asit katalizoriin kullanildig1 bir sistem ticari uygulamalar i¢in
uygun degildir. Ciinkii, reaksiyon hiz1 diisiiktiir, yiiksek sicaklik ve alkol:yag
oranina ihtiya¢ vardir. Katalizoriin ortamdan ayrilmasi g¢evresel endiseler ve

korozyon problemleri tasimaktadir (Lam et al., 2010).
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Enzim (biyokatalizér) ile katalizlenen transesterifikasyon; lipazlar
hidroliz, alkolizis, asidolizis gibi reaksiyonlarin yami sira esterifikasyon ve
transesterifikasyon gibi reaksiyonlar1 da katalizleyebilen enzimlerdir. Lipazlar
(triagilgliserol agilhidrolazlar; EC 3.1.1.3) uzun zincirli yag asitlerinin gliserol
esterlerini parcalayan, endiistride ve tipta oldukca genis uygulama alani bulan
biyokatalizorlerdir. Bu enzimler bakteri, fungus, maya, hayvan ve bitki kaynakli
olabilmektedirler. Bakterilerden elde edilen lipazlar ¢karyotik organizmalardan
elde edilenlere gore daha fazla oldugu i¢in mikrobiyal lipazlar daha ¢ok ilgi
¢ekmistir. Hem hiicre i¢ginde hem de hiicre disinda salgilanan lipazlar TAG’lerin
transesterifikasyon reaksiyonunu etkili bir sekilde katalizleyebilmektedir (Lam et
al., 2010).

Bitkisel ve hayvansal yaglar dizel yakit kaynagi olarak kullanilsa da
ozellikle direk enjeksiyon yapan makinelerde birgok problemle karsilasilmaktadir.
Biyodizelin yiiksek kaliteye sahip, pahali bitkisel yaglardan yapiliyor olmasindan
kaynaklanan yiliksek hammadde maliyeti, yemeklik olmayan veya atik yaglarin

hammadde olarak kullanimiyla indirgenebilmektedir (Zhang et al., 2003).

Son yillarda mikroalglerin enerji kaynagi olarak kullanimi yaygindir.
Mikroalgler, fotosentez yaparak yani giinesten aldig1 enerjiyi biyolojik enerjiyeye
(ATP) cevirip ve CO, fiksasyonu igin gerekli enerjiyi saglamak amaciyla ve hiicre
icindeki diger metabolik faaliyetler icin kullanarak biiyliyen ve g¢ogalan
organizmalardir. Ayrica bir azot kaynagi ve P, Fe, K, S, Mg gibi diger elementlere
de ihtiya¢ duymakta, tathi veya tuzlu su gibi sucul ortamlarda gelismektedirler.
Mikroalglerin, tarimsal {iriinlerle ve diger sucul bitkilerle karsilastirildiginda
gelisme hizlar1 oldukga yiiksektir. Bununla birlikte biyodizel iiretiminde
kullanilan tarimsal hammaddelerle karsilastirildiginda, gelisimleri i¢in ¢ok daha
kiiciik alanlara ihtiya¢ duymaktadirlar. Mikroalglerin biyodizel {iretiminde
hammadde olarak kullanimi sayesinde ekilebilir alanlarin biyodizel iiretimine
hammadde vyetistirmek igin ayrilmasi 6nemli 6lgiide azaltilacaktir. Ornegin
Amerika’da toplam ekilebilir alanin %1-3 arasi, ulagim i¢in ihtiya¢ duyulan yakit
thtiyacinin %50’sini karsilayabilecek algal biyokiitle tiretimi icin yeterli olacaktir
(Chisti, 2007; Ratledge and Cohen, 2008; Brennan and Owende, 2010).

Mikroalgal lipitler genellikle (>%80) TAG formunda olup 16 ve 18
numarali karbon atomlarinca zengin yag asitleri icermektedir. Alg hiicrelerinin
ortalama lipit igcerigi %20 ile %50 (g/g) oraninda degisse de, optimum kosullar

saglandiginda %75-80 oraninda lipit biriktirebilen mikroalgler de bulunmaktadir
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(Meng et al., 2009). Yapilan bir calismaya gore, mikroalgal biyokiitle iiretimi
ortalama 15-25 ton/hektar/yil civarinda olmaktadir. Biyokiitlenin %30 oraninda
yag icerdigi varsayilirsa, bu da yaklasik 4,5-7,5 ton/hektar/y1l yag tretimi
anlamina gelmektedir. Bu miktar, soyadan (0,4 ton/hektar/yil); keten tohumundan
(0,68 ton/hektar/yil); palm’dan (3,62 ton/hektar/yil) ve hint fistigindan (4,14
ton/hektar/y1l) elde edilen yag iiretiminden daha yiiksektir (Chisti, 2007; Lam and
Lee, 2011).

Bu kapsamda, yiliksek yag tliretme potansiyelindeki mikroalgal tiirlerin
taranmasi, yapilan ¢alismalarda 6nemli yer tutmaktadir (Danielewicz et al., 2011;
Doan et al., 2011). Bunun disinda, biyokiitle gelisimi, yag asiti icerigi ve
kompozisyonu {iizerine ortam bilesenlerinin (karbon ,azot, fosfor kaynaklarinin
¢esidi ve miktar1) etkisi, gevresel faktorler (sicaklik, pH, tuz orani), fermentasyon
stratejileri gibi pek cok faktoriin etkisinin arastirildigi caligmalar son yillarda
gittikge dnem kazanmistir (Xiong et al., 2008; Pruvost et al., 2009; Widjaja et al.,
2009; Li et al., 2011; Isleten-Hosoglu et al., 2012).

Mikroalgal yaglarin kullanimini sinirlandiran en biiyiik faktér olan yiiksek
tiretim maliyetlerini diistirmek amaciyla Li et al (2011) tarafindan yapilan
calismada, Chlorella minutissima fotoheterotrofik kosullarda yetistirilmistir. Bu
caligmada, istatistiksel optimizasyon metodlar1 kullanilarak ortam bilesenleri
optimize edilerek, fototrofik kosullara gore 59 kat daha yiiksek biyokiitle
verimliligi (1,78 g/l.giin) elde edilmistir. Yag verimliliginde ise 0,29 g/l.giin
degerine ulasilarak daha once bu konuda sunulan degerin 11,9 kat fazlasi oldugu
belirtilmistir.

Xiong et al (2008) heterotrofik Chlorella protothecoides ile yaptiklari
calismada, gelistirdikleri kesikli-beslemeli sistemle 5 I’lik biyoreaktorde 7,96
g/1.glin biyokiitle verimliligine ve %50,3 (g/g) toplam yag icerigine ulagmislardir.
Ayrica, transesterifikasyon reaksiyonunu immobilize lipaz = kullanarak

gergeklestirmisler ve %98’lik bir doniisiim orani ortaya koymuslardir.

Widjaja et al (2009) Chlorella vulgaris ile yaptiklar1 ¢alismada, ortamdaki
CO; konsantrasyonunun, azot tlkenmesinin ve hasat zamaninin yag tretimi
lizerine etkisini incelemislerdir. Azotun tiikenmis oldugu ortamlarda kiiltiire
almman hiicrelerin daha yiiksek yag iceriklerine sahip olduklar1 saptanmistir.
Hiicreler, normal ortamdan, azotun tiikendigi ortama gectiginde serbest yag

asitlerince zengin yag kompozisyonunun yerini triacilgliserolce zengin bir
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kompozisyona biraktigi belirtilmistir. Ayrica, ortamdaki CO, konsantrasyonunun
arttirilmas1 hem biiylimeyi hem de yag iiretimini tesvik edici yonde etki ettigi

saptanmistir.

Popovich et al (2012) yaptiklar1 ¢aligmada, tatli su mikroalgi Neochloris
oleoabundans hiicrelerini zenginlestirilmis deniz suyu ortaminda gelistirerek,
optimum biiyiime ve azot stresi kosullar1 altinda yag iiretim potansiyeli
bakimindan incelemislerdir. Optimum kosullarda hiicrelerin spesifik biiyiime hizi
0,73 1/glin seklinde olup, 1,5 g/l biyokiitle konsantrasyonuna ulasilmistir. Azot

stresi kosullarinda hiicrelerin toplam yag icerigi ise %26 (g/g) olarak saptanmustir.

2.3.3 Coklu doymamus yag asitlerinin iiretiminde mikroalgler

Mikroalglerden elde edilen yaglarin bir kismi biyodizel iiretiminde
kullanilabildigi gibi, bazi1 mikroalglerden elde edilen yaglar PUFA igerigince
zengin olduklar1 i¢in farmasotik ve beslenme amacl kullanilmaktadirlar. Bazi
mikroalgler, AA, EPA (C20:5n-3), v-linolenik asit (GLA), a-linolenik asit
(C18:3n-3) ve DHA (C22:6n-3) gibi yag asitleri agisindan olduk¢a zenginlerdir
(Ratledge, 2004). Bu yag asitlerinden ¢oklu doymamis ®-3 yag asitlerinin-
Ozellikle a-linolenik asit, EPA ve DHA terapotik 6nemi, gerek gida gerekse ilag
sektoriindeki bircok dnemli uygulamalarindan dolay1 kanitlanmis ve bu yiizden de
bu f{iriinlere olan ilgi gittikce artmistir. Yapilan klinik ve epidemiyolojik
calismalarla ®-3 yag asitlerinin atherosklerozis (damar sertligi), kanser, romatoid
artrit (iltihabi eklem hastaligl), alzeimer ve makula dejenerasyonu gibi yagla
iliskili hastaliklarin tedavisinde énemli bir yere sahip oldugu goriilmektedir (Gill
and Valivety, 1997; Tonon et al., 2002). Uzun zincirli ¢oklu doymamis yag
asitlerinin deniz triinleri yetistiriciliginde ve hayvan yemlerine katki maddesi
olarak da genis bir kullanim alam1 bulunmaktadir. Yetistiriciligi yapilan balik
larvalarinin besin zincirinin temelini mikroalgler olusturmaktadir. Ayrica, bazi
larvalarin beslenmesinde, larvalarin ilk canli yemini olusturan rotifer ve artemia
gibi zooplanktonlarin beslenmelerinde mikroalgler kullanilir (Sijtsma and de
Swaaf, 2004). Sonugcta, saglik, gida, hayvan beslenmesi gibi pek ¢ok alanda ®-3
yag asitlerine giderek artan ilgi neticesinde ticari pazar1 artmaya baslamistir Su
anda ¢oklu doymamis yag asitlerinden EPA ve DHA’nin ticari iiretiminde balik
yag1 kullanilmaktadir. Fakat balik yaginin hos olmayan tadi, kokusu ve iklim ve
mevsimsel degisikliklerden kaynaklanan kalite problemlerinden dolayr ®- 3 yag
asitlerinin balik yagindan iiretiminde kisitlamalar bulunmaktadir. Ayrica, yag

asitlerinin balik yagindan saflagtirma maliyetlerinin yiiksek olmasi, baliklarin
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kirlilikleri bilinyelerinde biriktirmeleri dezavantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir. o-
3 yag asitlerine giderek artan talep, balik stoklarinda azalma riskini ortaya
cikarmakta ve dolayisiyla uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asitlerinin bagka
yollardan elde edilmesi {izerine arastirmalar yogunlagsmaktadir. Balik yagina
alternatif olarak mikroalgler, bu yag asitlerinin eldesinde en iyi potansiyele sahip
aday olarak diisiiniilmektedir (Vazhappilly and Chen 1998; Sijtsma and De Swaaf,
2004).

Lipitler, mikroalglerde c¢oklu doymamis yag asitlerinin tek kaynagidir.
Gunumuzde, insan ve hayvan beslenmesinde son derece énemli bir yere sahip
olan mikroalglerin toplam yag ve 6zellikle yag asidi kompozisyonunu etkileyen
parametrelerin degistirilerek iyilestirilmesi ve liretim kapasitelerinin arttirilmasina
yonelik pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Chen et al., 2007; Demirel ve Ozpinar,
2003, Tonon et al., 2002). En 6nemli parametre uygun mikroalgal susun
secilmesidir. Ozellikle yag iiretimi i¢in, uygun suslarin belirlenmesinde gézoniine
aliman parametreler, tiirin spesifik biliylime hizi, optimum Kkiiltiir kosullarindaki
biyokiitle iiretimi, toplam yag icerigi ve yag kompozisyonundaki
doymus/doymamis yag asiti oranlaridir. Ozellikle PUFA iiretimine ait alt akim
islemleri  agisindan  disiiniildiigiinde, PUFA’larin  hiicre  igerisindeki
lokalizasyonunu (hiicre membran yapisindaki fosfolipitler icerisinde ya da
sitozolde bulunan TAG’lerin bir pargasit olup olmamasi) ve farkli PUFA’larin
kompozisyon igerisinde yer alip almadigimi bilmek onemlidir (Sijtsma and De
Swaaf, 2004).

Vazhappilly and Chen (1998) yaptiklar1 ¢alismada, 20 farkli mikroalgal
tiirtin fototrofik kosullarda EPA ve DHA iiretme potansiyellerini ortaya
koymuslardir. En yiiksek EPA oran1 (% toplam yag asitleri) sirasiyla Monodus
subterraneus UTEX 151 (34,2%), Chlorella minutissima UTEX 2341 (31,3%) ve
Phaeodactylum tricornutum UTEX 642 (21,4%) de saptanmustir. En yiikksek DHA
orant ise Crypthecodinium cohnii UTEX L1649 (19,9%) da bulunmustur.
Mikroalglerin endiistriyel anlamda heterotrofik {iretim potansiyelleri secilen susun
iyi bir yag kompozisyonu ve verimi ile heterotrofik olarak buyuyebilmesine
baghdir. S6z konusu ¢alismada, 20 mikroalg ayrica glikoz ve asetat varliginda
heterotrofik olarak biiyiime potansiyelleri bakimindan da incelenmistir. Mevcut
tarler icerisinde sadece Nannochloropsis oculata UTEX LB 2164 glikoz (5g/l)
varliginda, diger 12 tiir ise sadece asetat (1g/l) varliginda heterotrofik olarak
bliylime gostermislerdir (Vazhappilly and Chen, 1998).
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2.3.3.1 Tek hicreli ve 6karyotik hiicrelerde EPA ve DHA sentezi

Coklu doymamis yag asitlerinin olusumunda oncelikle oleik asit, enzimatik
islemlerle doymamigligi arttirilarak linoleik asit ardindan da linolenik asite
cevrilir. Bunu takip eden asamalardaki enzimatik islemlerle zincir uzunlugu ve
doymamuigliklar1 arttirillarak -3 ve ®-6 yag asitleri olusturulur. Sekil 2.6’da
goruldiigii gibi AA ve EPA sentezi linoleik asit veya a-linolenik asitten
baslamaktadir. Bu “klasik metabolik yol” doymamishigin arttirilmasi igin
molekiiler oksijen isteyen ve c¢esitli organizmalarda da gecerli oldugu diisiiniilen
yolizidir. Tek hucrelilerde ve o©karyotik hicrelerde DHA sentezinde, EPA
enzimatik islemlerle (AS5-spesifik elongaz) zinciri uzatilarak ©-3 C22:5%e
dontstiirilmekte ve Ad4-desaturaz ile doymamishg arttinlarak DHA
olusturulmaktadir (Wen and Chen, 2003; Ratledge, 2004).

Tonon et al (2002), Nannochloropsis oculata, Phaeodactylum tricornutum,
Thalassiosira pseudonana ve P. lutheri ile uzun zincirli ¢oklu doymamis yag
asitlerinin olusumu ve bunlarin TAG’lerdeki oranlarini ortaya koymuslardir. DHA
ve EPA’in TAG’lerde bulunma oraninin yetistirme siiresince farkliliklar
gosterdigi belirlenmistir. Bu farkliliklar sadece tiirler arasinda olmayip, herbir
tiirlin  biiyiime egrilerinin farkli zamanlarinda da degisiklik gosterdigi
saptanmistir. N. oculata’da duragan fazin sonunda toplam yag asitlerinin
%90’ninin  TAG’lerde bulundugu belirtilmistir. Bu mikroalgdeki EPA orani
logaritmik faz boyunca sabit kalmakta, fakat hiicreler duragan faza girdiginde artig
gozlenmektedir. Duragan fazin sonunda toplam EPA’in %68’inin TAG’larda
toplandigr saptanmustir. P. tricornutum’da ise duragan faza gegildiginde
hiicrelerin EPA igeriginde bir degisim g6zlenmemekle birlikte TAG’lerdeki EPA
oraninin %3’ten %40’a ¢iktig1 saptanmustir. Diger bir diatom T. pseudonana’da
ise toplam yag asiti miktarinda duragan fazda 6nemli 6l¢iide artis gozlenmistir. Bu
fazda, toplam serbet yag asitlerinin %74’linlin ise TAG’larda toplandigi
belirlenmistir. Ayrica, TAG’larda yer alan EPA oraninin %16’dan %67’ye ¢iktigi
ortaya konmustur (Tonon et al., 2002).
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7 x Malonil - CoA —_ elongaz
16.0 —» 18.0
Asetil - CoA e (Palmitik asit)  (Stearik asit)

A9 desaturaz

A15 desaturaz

18:3(9,12,15) = 18:2(9,12) €¢————18:1(9)
(a-Linoleik asit) (Linoleik asit) (Oleik asit)
14 -—--— A6 desaturaz - - —Ivl
18:4(6,9,12,15) 18:3(6,9,12)
14 - - -~ Elongaz/lar ===~ l
20:4(8,11,14,17) 20:3(8,11,14)
ld- -==-= A5 desaturaz = -~ bl

20:5(5,8,11,14,17) +—  20:4(5,8,11,14)
(Eikosapentanoik asit) n3-desaturaz  (Arasidonik asit)

ld ————— Elongaz/lar = = = = ->l
22:5(7,10,13,16,19) 22:4(7,10,13,16)
11 ----- A4 desaturaz === rl
22:6 (4,7,10,13,16,19) 22:5(4,7,10,13,16)
(Dokosahekzanoik asit) (Dokosapentanoik asit)
n-3 serisi n-6 serisi

Sekil 2.6  Daha basit yapili 6karyotiklerde uzun zincirli goklu doymamis yag asitlerinin
(-3 ve ®-6) biyosentez yolu (Ratledge, 2004)

Toplam yag asitlerinin %30 kadarin1t EPA olarak igeren P. tricornutum su
tiriinleri  yetistiriciliginde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Yetistirme
esnasinda sicakligin diisurilmesinin organizmada EPA birikimi Gzerine olumlu
katk1 sagladigi saptanmistir (Jiang and Gao, 2004). Yetistirme sicakliginin 12 saat
stiresince 25 °C’den 10 °C’ye diisiiriildiigiinde EPA konsantrasyonunda kontrole
gore %120 artig belirlenmistir. Ayrica, siirekli sistem iiretimlerinde farkli agil
smiflarindaki yag asiti dagilimi, ayrica kiiltiirlin yas1 ve azot kaynagi
konsantrasyonunun bu yag asitleri dagilimina etkileri ortaya konmustur. Toplam
yag asitlerinin %50’sini olusturan hegzadekanoik asit ve EPA’nin bu mikroalgde
bulunan iki 6nemli yag asidi oldugu saptanmistir (Jiang and Gao, 2004).
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Navicula saprophila, Rhodomonas salina ve Nitzschia sp. tarafindan
fototrofik, heterotrofik ve miksotrofik yetistirme kosullarinin EPA iiretimi {izerine
etkilerinin arastirildigi bir arastirmada, fototrofik kosullarda toplam yag asitleri
igerisindeki EPA oran1 N. saprophila’da %20,1; R. salina’da %15,4 ve Nitzschia
sp.’de %24,7 olarak belirlenmistir. Asetik asit kullanilarak gerceklestirilen
miksotrofik kiltirlemeyle ise Nitzchia sp.’de yiiksek biiyiime hiz1 ve EPA {iretimi
elde edilmistir (Kitano et al., 1997).

Kloroplastt olmayan heterotrofik denizel bir mikroalg tiirii olan
Crypthecodinium cohnii ®-3 ¢oklu doymamis yag asitlerinden DHA agisindan
oldukga zengin bir tiirdiir (Sekil 2.7). C. cohnii toplam biyokiitlenin %20’si kadar
yag icermekte olup, toplam yag asitleri icersindeki DHA oranmin da %30-50
oldugu bilinmektedir. Toplam yag asitleri i¢erisinde DHA disinda bagka ¢oklu
doymamis yag asidi olmadigi i¢in, mikroalglerde DHA sentezi metabolik yolu
iizerinde ¢alisilmaya uygun bir organizma olarak goriilmektedir (Sijtsma and De
Swaaf, 2004). De Swaaf et al (1999), C. cohnii ile DHA Uretimini optimize etmek
amaciyla yaptiklar1 bir ¢alismada, normal deniz suyu konsantrasyonunun yarisi
kadar bir tuz konsantrasyonunun organizmada iyi bir biiylime ve yag {iretimi igin
yeterli oldugu sonucuna varmislardir. Ayrica, glikoz konsantrasyonu 25-84,3 ¢/l
arasinda iyi bir biiyiime gosterdigini belirtmislerdir. Ayni1 arastiricilar ayrica,
yiiksek inkiibasyon sicakliklarimin (30 °C) biiyiimeyi tesvik ettigi fakat yag
olusumunun daha diisiik sicakliklarda (27 ©°C) daha yiikksek oldugunu

saptamiglardir.

Sekil 2.7 DHA agisindan zengin yag globiillerini igeren C. cohnii hiicreleri (Wynn et al., 2005).

C. cohnii ile yapilan DHA {iretimi iizerine metabolik yol ¢alismalarinda,

C. cohnii de yag asidi sentezinde sik1 diizenlenmis 3 farkli sistemin varlig1 ortaya
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konulmustur. Bunlar sirastyla (1) doymus yag asitlerinin sentezi, (2) doymus yag
asitlerinin tekli doymamis yag asitlerine doniisiimii, (3) DHA yapimi seklinde
olmaktadir. Son asama ile ilgili olarak C. cohnii’de C18’li ¢oklu doymamis yag
asitlerinin ¢ok diisiik diizeyde olmasinin nedeni, DHA metabolik yolunun ¢ok sik1
diizenlendigi ve boylece c¢ok az ara iriinlin burdan kurtulabildigi seklinde
aciklanmaktadir (De Swaaf et al., 2003c).

Coklu doymamis yag asitlerince zengin pek ¢ok mikroalg tiirii bilinmesine
ragmen, sadece birkaginin endiistriyel olarak iiretim potansiyeli bulunmaktadir.
Bunun nedeni biiylik cogunlukla, mikroalg yetistiriciliginde geleneksel iiretim
sistemi olan fototrofik sistemlerden kaynaklanan diisiik spesifik biiyiime hizi ve

diisiik hiicre yogunluklaridir.
2.4 Mikroalg Yetistiriciliginde Uretim Sistemleri

Coklu doymamis yag asitlerinin ticari olarak tiretimi igin verimi yuksek
bliylik oOlgek yetistirme sistemlerine ihtiyag duyulmaktadir. Mikroalglerin
fototrofik, yani biiylime i¢in 1518a gereksinim duyduklar1 bilinmektedir. Bununla
birlikte, bazi1 mikroalgler karbon ve enerji kaynagi olarak bir veya daha fazla
organik besinleri tiiketebilecek heterotrofik biiyiime yetenegine sahiptirler (Wen
and Chen, 2003).

2.4.1 Fototrofik kaltir sistemleri

Mikroalg yetistiriciliginde  geleneksel {iretim yontemi fototrofik
yetistirmedir. Bu amagla, 3 ana temele dayanan fototrofik sistemler
kullanilmaktadir. Bunlar, (1) a¢ik havuzlar, (2) dogal aydinlatmali (giin 15181)
kapali fotobiyoreaktorler, (3) yapay aydinlatmali kapali fotobiyoreaktorlerdir
(Brennan and Owende, 2010).

Acgik sistemler mikroalgal kiltiir sistemleri i¢inde en basit ve temelde
mikroalglerin dogal yasam ortamlarina benzer kosullarin saglandig1 sistemlerdir.
Acik sistemlerin temel tipleri; sig—blylk havuzlar, tanklar, dairesel havuzlar,
kanalli (raceway) havuzlar, kaskatli havuzlar olarak 6zetlenebilir. Genel olarak
havuzlarla yapilan ticari amaglh 6lgek biiyilitmeler, istenmeyen mikroalg tiirleri,
bakteriler ve diger protozoalardan kaynaklanan kontaminasyon problemleri
nedeniyle oldukca zor olmaktadir. Bunun yanisira, acik havuzlarda yogun kiiltiir

elde etmek c¢ok zor oldugu i¢in seyreltik kiiltiirlerin ayirma saflagtirma islemleri
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son derece pahali olmaktadir (Wen and Chen 2003; Brennan and Owende, 2010).
Sonugcta, sadece birka¢ mikroalg tiirii se¢ici ortamlarinda agik havuzlarda kiiltiire
alinabilmektedir.

Isik ile enerji ihtiyaglarin1 saglayan mikroalglerin ihtiya¢ duyduklar
optimum kosullar1 saglayan ve 151k gecisine izin veren sistemler kapali
fotobiyoreaktorlerdir. Agik sistemlerde karsilasilan kontaminasyon ve ortam
kosullarinin kontrol edilememesi gibi problemler kapali fotobiyoreaktorlerle
onlenmeye calisilmaktadir. Fakat, bu sistemlerdeki yetersiz 151k penetrasyonu,
sicaklik artisinin  kontrol edilememesi, yiiksek konsantrasyonlarda oksijen
birikiminden kaynaklanan olumsuz etkiler dolayisiyla mikroalgal biiyiime istenen
diizeylere ¢ikamamaktadir. Bunun yanisira, fotobiyoreaktdrler ile 6lgek biiyiitme
¢ok zor olmaktadir. Konfigurasyonlarindaki karmasiklik ve yapim malzemeleri
dolayisiyla yatirnm maliyetleri yliksek olmaktadir (Chen and Chen, 2006; Brennan
and Owende, 2010).

2.4.2 Heterotrofik kaltur sistemleri

Heterotrofik kiiltiirleme, bazi mikroalgal tiirlerle smirli olan, 151k
kullanilmayan, disardan verilen organik maddenin kiiltiir ortaminda ¢6ziilmesiyle
organizmaya karbon ve enerji kaynagi saglayan, fotobiyoreaktorlerdeki fototrofik
kilturlemeye fizibil bir alternatif olan kiiltiir sistemleridir (Sakthivel et al., 2011).
Isiga ihtiyag duyulmadigr i¢in, yiiksek hiicre yogunluklarma ve verimliliklerine
ulagsmak fototrofik sistemlere gore cok daha kolay olmaktadir. Heterotrofik
kiltirlemede temel kiltlr ortami fototrofik kiiltiir ortamlarina benzemekle birlikte
tek fark, 1ilave edilen organik madde ve Kkiiltiivasyonun karanlikta
gergeklesmesidir. Miksotrofik kiiltiir ise heterotrofik kiiltiirlemenin bir tiirti
olmakla birlikte, bu tur sistemlerde hem CO, hem de organik karbon es zamanl
olarak solunum ve fotosentetik metabolizmayla kullanilmaktadir. Fotoheterotrofik
kiltirlemede ise, organizma organik karbonu kullanmak icin 1s18a ihtiyag
duymaktadir  (Perez-Garcia et al., 2011). Heterotrofik kiltlrleme,
fotobiyoreaktorlerde karsilasilan 2 Onemli noktayr kapatmada stlinliik
saglamaktadir. Birincisi, ilag, gida gibi ¢esitli sektorlerde kullanilabilen
fermentorler heterotrofik mikroalgal kiiltiirleme i¢in de kullanilabilmektedir.
Boylece 0©zel bir fermentdre ihtiya¢c duyulmamakta, bir cok proses icin
kullanilabilecek bu tip fermentorler ile yatirnm maliyetlerinde son derece 6nemli
bir azalma gerceklesmektedir. Heterotrofik sistemlerin isletim kolayli§1 ve en

Oonemlisi biiyiik olgek tiretimlerde ¢ok yiiksek hiicre yogunluklarina ulagilmasi en
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onemli avantajlaridir. Ornegin bazi heterotrofik kiiltiirlerde tiir ve susa bagh
olarak biiylime hizi, kuru biyokiitle, yag tiretimi fototrofik kiiltiir sistemlerine gore
cok daha yliksek seviyelerde olmaktadir (Chen and Chen, 2006; Bumbak et al.,
2011; Isleten-Hosoglu et al., 2012). Bazi heterotrofik sistemlerde mikroalgal
biyokutle litrede 50-100 g kuru biyokiitle degerlerine ulasabilmekte ki bu deger
litrede maksimum 30 g elde edilen fototrofik iiretimlerle kiyaslandiginda oldukca
yuksektir. Heterotrofik sistemlerde, 100,000 I’ye kadar ¢ikan hacimlerle yiizlerce
kilogram {iriin eldesi s6z konusu olabilmektedir. Dolayisiyla heterotrofik
kiltirlemeyle elde edilen yiiksek hacim ve verimlilik degerleri maliyet agisindan
fototrofik kiltiirlemeye gore cok daha avantajli olmaktadir. Ornegin, Japonya’da
Chlorella spp.’nin heterotrofik ortamlarda 500 ton kuru biyokdtle elde edilmekte
bu da Japonya’daki bu alg iiretiminin %50’sine karsilik gelmektedir (Chen and
Chen, 2006; Bumbak et al., 2011).

Mikroalglerin ~ karistirmali ~ biyoreaktorlerde  heterotrofik  olarak
yetistirilebilmeleri i¢in bir dizi kosullara sahip olmalar1 gerekmektedir. Cizelge
2.3’de bu kriterler ve heterotrofik kiiltiirlemenin avantaj ve dezavantajlar1 detayli

olarak sunulmustur (Bumbak et al., 2011).
2.5 Mikroalglerin Heterotrofik Uretimlerine Etki Eden Faktorler

Cizelge 3’de verilen mikroalglerin heterotrofik {iretim i¢in tasimasi gereken
temel Ozellikler disinda, heterotrofik kultirlemede hem hiicre buyimesi hem de
urtin sentezini ortamdaki besin elementleri ve cevresel faktorler énemli derecede
etkilemektedir. En c¢ok etkili olan ortam parametreleri basinda karbon, azot ve
fosfor kaynaklari; ¢evresel faktorlerin basinda ise yetistirme sicakligi, tuzluluk

(denizel tiirler i¢in), pH ve ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonu gelmektedir.
2.5.1 Besinsel bilesenlerin etkisi

Karbon kaynagi, heterotrofik kiiltiirlemede en 6nemli ortam bilesenlerinden
biridir. Ciinkii hem enerji kaynagi hem de karbon iskeleti olarak kullanilir.
Genellikle kullanilan iki karbon kaynagi glikoz ve asetat olmaktadir (Wen and
Chen, 2000; Ratledge et al., 2011). Ratledge et al (2001) ve De Swaaf et al
(2003a) C. cohnii ile yaptiklar1 ¢alismalarda, kesikli beslemeli sistemle DHA
tiretiminde karbon kaynagi olarak hem glikoz hem de asetik asit kullanmislardir.
Kesikli beslemeli sistemde beslemede %50 (w/v) asetik asit ve glikoz ayr1 ayr

kullanilmistir. Besleme hizi, kiiltiiriin pH’s1yla kontrol edilmistir.
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Cizelge 2.3. Heterotrofik kiiltiirlemenin, konvansiyonel karistirmali biyoreaktorlerde iiretiminde

on kosul, fayda ve kisitlamalari

On kosul/Faydalar

Kisitlamalar

Biyoreaktorde

yetistirme

Kiiltiir ortamm

Iklim kosullarindan bagimsiz

Alt akim iglem maliyetinde azalma

Artan verimlilik, substrat
konsantrasyonunun kontrolii
Arazi gereksiniminde azalma,

Olceklenebilir proses stratejileri

Biyoreaktorlerin ¢ok amacl kullanimi

Isiga ihtiya¢ duyulmaz

Ucuz ortamlarin kullanilma imkani

Kolay sterilizasyon

Yuksek tuzluluk, ekstrem pH, yuksek

inkiibasyon sicakligi (>40 °C) gibi
faktorler sayesinde kontaminasyonun
onlenmesi

Aksenik olmasi
Makul bir spesifik biiyiime hizi
Mekanik dayanim

Konvansiyonel sogutma ile ulasilabilen

Yiiksek oksijen ihtiyaci

Kompleks substrat besleme
kontroli

Reolojik limitasyonlar (yiksek
viskozitelerde)
Metabolitlerin kritik/toksik
seviyeleri

Yeni ekipman ihtiyacinda
yuksek maliyet

Ortamdaki ~ organik  besin
elemetlerinden dolay1 yiiksek
kontaminasyon riski

Korozyon

kritik pH)

(yuksek tuzluluk,

Pahali hammadde (vitaminler,

aminoasitler)

Tanmli olmayan, kompleks
ortam bilesenleri (maya
ekstrakti)

Yiizeye yapisma

Agregat olusumu
Viskoz metabolitlerin salinimi

Osmotik stres

Turler
inkubasyon sicakliklar1 (25-40 °C)
Direng ve dayaniklilik (sogukta uzun Hiicreigi {irlin hasati
zaman muhafaza, dondurma, tekrarlanan
kaltirler vs.)
Buna gore, asetik asidin kullanildigi denemede DHA verimliligi daha

yiikksek olmustur. DHA iiretiminde asetik asidin glikoza gore daha yuksek
verimlilikte olma nedeni, yag asidi sentezinin temel yapr tasi olan asetil-CoA
metabolizmasi ile agiklanabilmektedir (De Swaaf et al., 2003a). Glikozun asetil-

CoA’ya donilisiimii i¢in birkag asamadan gegmesi gerekirken, C. cohnii’de
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asetatin asetil-CoA metabolizmasina katiliminin tek bir basamakta oldugu
diisiiniilmektedir. Heterotrofik mikroalgler tiire bagli olarak etanol, gliserol gibi
diger karbon kaynaklarini da kullanabilmektedirler (De Swaaf et al., 2003c; Pyle
et al., 2008). Genel olarak, C/N oraninin hiicrede yag ve protein sentezi arasindaki
dengeyi saglayarak hiicrede yag birikimi iizerine etkili oldugu diisiiniilmektedir.
Yiksek C/N oranlar kiiltiirdeki azot yoklugundan dolay1 yag tiretimini tetikledigi
belirlenmigtir. C/N oram1 ayrica yag asidi kompozisyonu flizerine de etkili
olmaktadir (Chen and Johns, 1991).

Karbon kaynaklarinin yanisira, mikroalgal biliyiime i¢in 6nemli bir diger
bilesen azottur. Azot kaynaklar1 nitrat, {ire gibi basit azot kaynaklar1 olabildigi
gibi maya ekstrakti, tripton, misir 1slatma surubu gibi kompleks azot kaynaklar1 da
kullanilabilmektedir. Kompleks azot kaynaklari aminoasit, vitamin ve biiylime
faktorleri acisindan zengin olduklar1 i¢in basit azot kaynaklarina gére daha ¢ok
tercih edilebilmektedir (Chen and Chen, 2006). Schizochytrium sp. S31 i¢in 20 g/l
glikoz ve 0,4 g/l maya ekstrakti konsantrasyonlari ve pH’nin 7,0’ye sabitlendigi
kosullar DHA {iretiminin en yiiksek oldugu yetistirme kosullar1 olarak
belirtilmistir (Wu et al., 2005).

Fosfor, algal biiylime icin gerekli olan bir diger besin elementidir.
Mikroalgal kiiltirlemede fosfor genellikle ortama ortofosfat (PO,®) seklinde
katilmaktadir. Fosfatlar, hiicrede enerji transferi, hicre membran ve nikleik
asitlerin olusumundan sorumludur. Ayrica fosfatlar, astaksantin ve PUFA’lar gibi
onemli iriinlerin sentezinde rol oynamaktadir (Chen and Chen, 2006). Fosfat
limitasyonunun  Monodus subterraneus’un yag asidi ve toplam yag
kompozisyonunda o6nemli degisikliklere neden oldugu belirtilmistir (Khozin-
Goldberg and Cohen, 2006). Artan fosfat (K,HPO,) konsantrasyonlarinda uzun
zincirli PUFA’larin ve EPA oranlarinin diistiigii saptanmistir. Buna karsin fosfat
eksikliginde yag kompozisyonundaki fosfolipidlerin orant 9%8,3’tan %]1.4’e
diiserken; TAG’larin oraninin ise %6,5’tan %39,3’e ¢iktig1 belirlenmistir
(Khozin-Goldberg and Cohen, 2006).

Karbon, azot ve fosfor ihtiyaglarinin yanisira mikroalgler baska spesifik
besin elementlerine de ihtiya¢c duymaktadir. Ornegin denizel diatom N. laevis’in
yag icerigi kiiltiir ortaminda azalan silikat miktariyla artmaktadir (Wen and Chen,
2003). Ayrica, demirin mikroalg gelisimi ve yag iiretimindeki fonksiyonu da son

yillarda yapilan ¢alismalarda ortaya konmaya calisilmaktadir (Liu et al., 2008).
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2.5.2 Cevresel faktorlerin etkisi

Sicaklik algal biiylimeyi ve toplam yag, yag asitleri ve karotenoidler gibi
algal metabolitlerin olusumunu tetikleyen faktorlerin basinda gelmektedir. Diisiik
sicakliklarda mikroalgler hiicre membran akigkanligimi korumak i¢in daha cok
PUFA sentezlemeye c¢alismaktadirlar. Ayrica, diisiik sicakliklarda ortamda
¢Oziinmis halde bulunan yiiksek molekiiler oksijen miktarinin da PUFA sentezini
olumlu etkiledigi diistiniilmektedir. Cilinkii yag asidi zincirlerinin uzamasi ve
desaturasyon islemlerinin etkinligi ortamdaki molekiiller O, varligina bagh
olmaktadir (Wen and Chen, 2003). Ayrica, mikroalglerin kiiltivasyonunda ®-3
PUFA iretimi ani sicaklik degisim stratejileri kullanilarak arttirilmaya
calisilmistir (Jiang and Chen, 2000).

Mikroalgler tarafindan ®-3 PUFA iiretimini etkileyen bir diger faktor de
pH’dir. P. tricornutum kiiltiirlerinde baslangic pH degerleri 6,0-8,8 arasinda
degismis fakat kiiltiirleme sonundaki pH degerleri herbir kiiltiirde farklilik
gostermistir. Farkli pH degerlerinde kuru hiicre agirliklar1 ayn1 olmasina ragmen,
EPA verimi baslangic pH degeri 7,6 oldugunda en yiiksek olarak saptanmistir
(Yongmanitchai and Ward, 1991). Jiang and Chen (2000b) C. cohnii’de hiicre
gelisimi ve ®-3 PUFA dretimi Gzerine pH’nin etkisinin 6nemli oldugunu
belirtmislerdir. Glikozun tek karbon ve enerji kaynagi olarak kullanildigi ve pH
4,0-7,0 araliginda heterotrofik kesikli kiiltiiriinde yapilan calismada spesifik
bliyiime hizi, kuru biyokiitle, glikoz kullanim verimi, yag asitlerindeki
doymamiglik derecesi ve ®-3 PUFA orami agisindan en uygun pH degeri 7,2

olarak belirlenmistir.

Tuzluluk, hucrenin fiziksel 6zelliklerini etkileyen bir parametredir.
Tuzlulugun, mikroalglerin biliylime ve karotenoid, yag gibi cesitli metabolitlerinin
Uretimine olan etkileri incelenmistir (Jiang and Chen, 1999; Rao et al., 2007).
Ortamdaki tuz konsantrasyonu arttikca ®-3 PUFA miktarinda da azalma
saptanmistir (Wen and Chen, 2003). Buna karsin, Seto et al (1984) Chlorella
minutissima’da  biiyiime ve yag asidi kompozisyonu (zerine tuz
konsantrasyonunun etkisini arastirdiklar1 ¢calismada, tuzlu suda yetisen kiiltiirlerin
daha yiiksek oranlarda EPA igerigine sahip olduklarini saptamislardir. Ug farkli C.
cohnii susunda tuzlulugun hiicre biiyiimesi ve DHA {izerine etkisinin arastirildigi
bir ¢alismada, C. cohnii ATCC 30556 ve ATCC 50051°de en yiksek kuru hiicre

agirligit ve DHA verimi tuzlulugun 9 g/l oldugu konsantrasyonda elde edilirken;



30

C. cohnii RJH en yiiksek spesifik biiyiime hizi ve DHA igerigine tuzlulugun 5 g/1
oldugu konsantrasyonda ulasilmistir (Jiang and Chen, 1999).

Ortamda bulunan organik besin elementlerinden ve mikroalg tirinden
bagimsiz olarak biiylime hizi, havalandirma hiz1 arttikca artmaktadir. Oksijen,
mikroalglerin heterotrofik yetistiriciliinde ©6nemli bir faktdrdiir. Ornegin
Chlorella spp.’de kiiltiir ortamindaki oksijen limitasyonu spesifik biiyiime hizini
azaltarak biyokiitle verimliligini diisiirmektedir (Wu and Sui, 2007). Chlorella,
Tetraselmis ve Nitzchia tiirleri fototrofik sistemlerle kiyaslandiginda heterotrofik
sistemlerde daha hizli biiylimektedir (Wen et al., 2002; Azma et al., 2011; Isleten-
Hosoglu et al., 2012).

2.5.3 Kiiltiiriin biiyiime kinetiginin etkisi

Yag asitleri kompozisyonu ve miktar1 {izerine kiiltiiriin bliylime kinetiginin
etkisinin 6nemli oldugu belirtilmistir (De Swaaf et al., 1999; Jiang and Chen,
2000; Toron et al., 2002; Widjaja et al., 2009). Fidalgo et al (1998) denizel
mikroalg Isochrysis galbana ile yaptiklari bir ¢alismada, organizmanin nétral lipit
miktarinda duragan fazin sonlarma dogru artis oldugunu, fakat fosfolipit
miktarinda azalma oldugunu belirlemislerdir. Ayrica, maksimum PUFA miktari
duragan fazin baslarinda elde edilirken, duragan fazin sonlarina dogru PUFA

miktarinda azalma saptanmaistir.

2.6 Besinsel ve Cevresel Faktorlerin Etkilerinin  Belirlenmesi  ve

Optimizasyonunda Istatistiksel Deney Tasarimlari

Mikroalgler tarafindan yiiksek verimli ®-3 PUFA (retim prosesinin
gelistirilmesinde prosesin verim ve verimliligini 6nemli derecede etkileyen
besinsel ve cevresel faktorlerin optimizasyonu son derece 6nemlidir (Wen and
Chen, 2001). Bu tir optimizasyon c¢alismalarinda pek c¢ok farkli yontem
kullanilmakla birlikte, genelde tek bir degiskenin degistirilip diger tiim faktorlerin
sabit tutuldugu klasik yontem ve bazi istatistiksel optimizasyon yontemleri
kullanilmaktadir. Klasik yontemde, s6z konusu bagimli degisken iizerinde
parametrelerin etkilerini belirleyebilmek i¢in her defasinda bir parametre
degistirilmektedir. Herhangi bir parametrenin etkisini inceleyebilmek i¢in diger
parametreleri sabit tutarken, ilgilenilen parametrenin disik ve yiiksek
seviyelerinde denemeler yapilir. Bu sekilde yapilan denemelerde faktorler

arasindaki etkilesim (interaksiyon) etkileri kesinlikle belirlenememektedir.
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Ayrica, ¢ok fazla denemeye ihtiya¢c duyulmasi ve optimum caligma sartlarini her
zaman belirleyememesi; her defasinda bir faktoriin degistirildigi klasik yontemin
pratik, ekonomik ve etkinlik agisindan uygun olmadig: bilinmektedir. Giinlimiizde
gittikge artan arastirma giderlerini minimuma indirgemek i¢in miimkiin olan en az
sayida deneme yapmayi ve klasik yontemlerin yetersizligini gidermeyi hedefleyen
istatistiksel deney tasarimlar1 gelistirilmistir (Mandenius and Brundin, 2008;
Wang and Wan, 2009).

Istatistiksel deney tasariminda tam faktoriyel tasarim, kismi faktoriyel
tasarim, Taguchi metodu, PB metodu vb. pek c¢ok farkli yOntemler
kullanilmaktadir. Bir deneyde birden fazla faktoriin s6z konusu oldugu
durumlarda faktoriyel tasarim kullanilmalidir. Faktoriyel tasarim, her bir faktoriin
seviyelerinin tim madmkin kombinasyonlarinin denemeye tabi tutulmasidir.
Baska bir ifade ile, tam faktoriyel deney tasarimi en az iki veya daha fazla faktor
ve bu faktorlere ait en az iki veya daha fazla seviyelerin bulundugu deneylerde
seviyelerin birbirleri ile etkilesimi ile olusan kombinasyondur (Montgomery,
2005). Kismi faktoriyel tasarimlardan PB ve Taguchi gibi yontemler ise ¢ok
sayida faktoriin iki ve daha fazla seviyede etkisinin incelenmesine imkan
saglamaktadir. Deney planinda faktorlerin sadece asil etkileri dikkate
alinmaktadir. Boylece, deneme sayisinin ¢coklugu nedeniyle, ¢cok fazla zaman ve
arastirma gideri gerektiren ve bu nedenle yapilamayan caligmalarin yapilmasina
imkan saglamaktadir (Chi et al., 2007; Wang and Wan, 2009).

Optimizasyon, prosesin belirlenen hedefler (yanitlar) dogrultusunda,
bagimsiz degiskenlerin birbirleriyle olan etkilesimleri ve bu bagimsiz degis-
kenlerin yanita (response) olan etkileri de goz 6nunde bulundurularak bir araya
getirilip uygulanmas: islemidir. Optimizasyon proses tasarimlarini verimli hale
getirmek (Uretimi ve Kaliteyi iyilestirmek ve maliyeti minimize etmek) igin
kullanilmaktadir. Yiizey yanit yontemleri (RSM) sahip olduklar1 avantajlardan
dolayr son yillarda bir¢ok miihendislik ve uygulamali bilim dalinda siklikla ve
basarili bir bigimde kullanilmaktadir. En 6nemli avantajlari; kolay optimizasyon
imkani, az sayida deneysel veri ile maksimum bilgiye ulagilmasi, etkin
parametreleri es zamanli olarak degistirebilme imkani, parametreler arasindaki
etkilesimin belirlenebilmesi ve Onemsiz parametrelerin ¢ikarilmasi olarak
siralanabilir (Elibol, 2004; Turan ve Altindogan, 2011). Yiizey yanit yontemleri
genel olarak 3 asamadan (eleme denemeleri, bolge arastirmasi ve islemin veya
uriiniin optimizasyonu) olusmaktadir. Eleme denemeleri, daha az sayida ve daha

verimli esas deneme yapilmasina olanak saglamaktadir. Ikinci asama olan bolge
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arastirmasinda amag, eleme denemeleri ile belirlenen bagimsiz degiskenlerin
sistemin yanitinda olusturduklar1 degerlerin, optimum noktaya yakin sonuglar
verip vermedigini belirlemektir. Yiizey yanit yonteminin {iclincii agsamasi, islem
optimum noktaya yaklasildiginda baslamaktadir. Gergek yamit fonksiyonu
optimum nokta etrafinda Onemli bir egrilik gostermektedir. Bu egriligin
tahminlenmesinde lineer olmayan modeller, genellikle ikinci dereceden
polinomiyal modeller, Gssel modeller veya eksponensiyel modeller kullanilir.
Uygun bir model elde edildikten sonra, bu model optimum noktanin
arastirilmasinda kullanilir (Kog ve Ertekin-Kaymak, 2009).

N. laevis ile EPA (retiminde faktoriyel deney tasarimlarindan Plackett-
Burman kullanilarak besinsel ve cevresel faktorlerin organizmanin biiylime ve
EPA {iretimine etkileri taranmistir (Wen and Chen, 2001). Bu tarama sonuglarina
gore, buyume ve EPA (retimi Uzerine NaCl ve CaCl, konsantrasyonlariyla pH ve
sicakligin etkilerinin 6nemli oldugu saptanmustir. Etkileri 6nemli olan bu
faktorlerin, sonrasinda yiizey yanit yontemlerinden merkezi tlimlesik tasarim
(central composite design, CCD) metodu ile optimizasyonlar1 gergeklestirilmistir.
Istatistiki degerlendirmeler sonucu elde edilen optimizasyon sonuglari
tekrarlanarak bulunan sonuglarin dogrulamasi yapilmistir. Tamamlanan bu
optimizasyon ¢aligmalar1 sonucunda N. laevis ile 280 mg/l EPA ve 28 mg/l.d EPA

verimlikleri elde edilmistir.

2.7 Heterotrofik Mikroalglerin Biiyiik Ol¢ekte Uretimi I¢in Kullanilan

Isletim Sistemleri
2.7.1 Kesikli isletim sistemi

Bu tiir tiretim sistemlerinde, liretim ortaminda olmasi gereken tiim besin
elementleri reaktdr igersine konularak mikrobiyal ekim yapilir. Reaktor, i¢erisinde
istenilen oranda iiriin olusuncaya kadar uygun kosullarda isletilmeye devam eder.
Uretim sonunda karigim, reaktdrden cikarilarak istenilen iiriinler ayrilir ve
saflastirilir. Bu sirada reaktdr temizlenerek yeni bir islem i¢in kullanilmaya hazir
hale getirilir (Doran, 1995). Hetetrotrofik mikroalglerin yetistiriciliginde genel
olarak kullanilan isletim sistemidir (Sobczuk et al., 2006; Xu et al., 2006; Isleten-
Hosoglu et al., 2012)
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2.7.2 Kesikli beslemeli isletim sistemleri

Kesikli beslemeli Gretim sistemleri fermentasyon sistemlerinde siklikla
kullanilmaktadir. Bu kiiltlir stratejisi ile inhibisyona neden olan veya sinirlayici
besin elementleri kontrol edilerek yiiksek hiicre yogunluklar1 elde edilmektedir.
N. laevis tarafindan iiretilen EPA miktarin1 arttirmak amaciyla kesikli beslemeli
iiretim prosesi gelistirilmistir (Wen et al., 2002). Ortamda bulunan besinsel
bilesenler arasinda glikoz, nitrat, tripton ve maya ekstrakti sinirlayict substratlar
olarak belirlenmistir. Dolayisiyla bu 4 besin elementi kesikli beslemeli stogunda
belirlenen optimum konsantrasyonda (glikoz:nitrat:tripton:maya  ekstrakti;
32:1:2,58:1,29) konulmustur. Ortamdaki glikoz konsantrasyonu takip edilerek
besleme kiiltiir ortamina ilave edilmistir. Kesikli beslemeli iiretim stratejisi
sonunda 22,1 g/l kuru hiicre agirhigina ve 695 mg/l EPA verimine ulasildigi
belirtilmistir.

Kesikli beslemeli sistemler substrat limitasyonunu elimine edebilse de,
iiretim boyunca hiicreler tarafindan iiretilen toksik metabolitlerin inhibisyonu bu
sistemle engellenememektedir. Hiicre yogunlugu maksimum seviyeye ¢iktiginda
onemli miktarda toksik metabolitlerin birikimi ve olabilmekte bu da hucrelerin
bliylimesini engellemektedir. Dolayisiyla daha etkili kiiltiir stratejilerinin
gelistirilmesi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir (Wen and Chen, 2003).

2.7.3 Siirekli isletim sistemleri

Surekli retim sistemleri, kesikli ve kesikli beslemeli sistemlere gore
genelde daha yiiksek {iriin verimliliklerine sahip olmaktadir. Ayrica siirekli {iretim
sistemlerinde, spesifik biliylime hizi, hiicre yogunlugu ve verimlilik gibi kinetik
parametreler yatiskin durumda sabitlenmeye ¢alisildig1 i¢in, organizmanin temel

fizyolojik davraniglari lizerine de arastirma yapmayr miimkiin kilmaktadir (Wen
and Chen, 2003).

Hiicresel fizyoloji ve EPA verimliligini arttirmak amaciyla, farkli seyrelme
hiz1 (D) ve farkli glikoz besleme konsantrasyonlarinda N. laevis siirekli isletim
sistemlerinde  iretilmistir (Wen and Chen, 2002). Baslangic glikoz
konsantrasyonunun 20 g/l oldugu sistemde farkli seyrelme hizlarinda (0,1-1 1/g);
bunun yamisira sabit seyrelme hizinda (D=0,31 1/g) farkli glikoz
konsantrasyonlarinda (5-35 g/l) kurulan siirekli iiretim sistemlerinde, yatiskin

durumdaki kuru hiicre agirligi, kalan glikoz konsantrasyonu, hiicre biiylime
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verimi, spesifik glikoz tiiketim hiz1 ve yag asidi profilleri incelenmistir. Sonug
olarak en yliksek EPA verimliligi (73 mg/l.glin) seyrelme hizinin 0,5 1/giin ve

glikoz besleme konsantrasyonunun 20 g/l oldugu durumda elde edilmistir.
2.8 Mikroalglerin Heterotrofik Yetistirilmesinde Besin Metabolizmasi

Mikroalgler de dahil olmak {izere tiim organizmalar solunum i¢in ayni
metabolik yolu kullanirlar. Mikroalglerin metabolizmasi ¢ok kiiciik degisikliklerle
yuksek bitkilerinkine benzemektedir. Fakat belirli herhangi bir mikroalg
tarafindan hangi spesifik substratlarin kullanilabilecegini veya tercih edilecegini
kesin olarak tahmin etmek miimkiin degildir. Solunum boyunca O, tiketilerek
CO, fdretilir. Herhangi bir substrat i¢in solunum hiz1 biiyiime ve hiicre
boliinmesine baglidir. Karanlik solunum hizi (mol Oy/mol karbon.giin) biyime
hiziyla artmaktadir. Ideal kosullarda, solunum hizi biiyiime hizinin %20-30’u
kadardir. Mikroalglerde, organik besin elementlerinin karanlik solunumu 0,01-0,6
1/giin degisen hizlara sahiptir. Mikroalglerde karanlik solunum iki 6nemli rol
oynamaktadir: (a) karanlik kosullarda organizmanin bakim ve biyosentez
aktiviteleri i¢in enerji kaynagidir. (b) herhangi bir biiyliime altinda biyosentez i¢in
gerekli karbon iskeletini saglamaktadir. Solunumun fizyolojik diizenlemesinin,
solunum metabolizmas: triinlerine (ATP, NADH gibi) ve organik besinlerden
saglanan karbon iskeletine duyulan ihtiyaca gore kontrol edildigi
diisiiniilmektedir. Heterotrofik biiylime kosullar1 altinda, solunum hizi, biyokiitle
sentezinin teorik minumum maliyetine esit olmakta veya onu asmaktadir.
Chlorella tiirleri ve diatomlar i¢in karbon atomu basina olusan CO,’in biyokdtleye
katilim oran1 (CO,/C) 0,4-1,4 arasinda degismektedir. Bu da gostermektedir ki,
heterotrofik kosullardaki biyokiitle sentezi neredeyse maksimum teorik
verimlilige yakin olmaktadir. Ciinkii fototrofik biiyiime i¢in CO,/C oram
heterotrofik biiyiimeden ¢ok daha diistiktiir (Perez-Garcia et al., 2011b).

2.8.1 Karbon metabolizmasi

Glikoz, heterotrofik mikroalgal kiiltiirlemede en ¢ok kullanilan karbon
kaynagidir. Kiiltiir ortaminda, seker, seker alkolleri, organik asitlere nazaran
glikoz kullanildiginda ¢ok daha yiliksek biiyiime ve solunum hizlar1 elde
edilmektedir (Azma et al., 2010; Heredia-Arroyo et al., 2010; Isleten-Hosoglu et
al., 2012). Ciinkii glikoz diger karbon kaynaklar1 ile karsilastirildiginda mol
basina daha yiiksek enerji igermektedir. Ornegin asetat ile karsilastirildiginda
(~ 0,8 kd/mol) glikoz ~2,8 kd/mol enerji Uretmektedir (Boyle and Morgan, 2009).
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Glikozun oksidatif asimilasyonu, glikozun glikoz 6-fosfata fosforilasyonu ile
baglar (Sekil 2.8). Mikroorganizmalar aerobik glikoliz (glikozun yikimi) i¢in pek
¢ok metabolik yol kullanmaktadirlar. Fakat, mikroalgler tarafindan Embden-
Meyerhof (EM) metabolik yolu ve Pentoz-Fosfat (PP) metabolik yolunun
kullanildig1 bilinmektedir. Glikozun katabolizmas1 sonucu agiga ¢ikan enerji
yetersiz oldugu icin  mikroalgler, anaerobik kosullarda glikozu metabolize
edemezler. Ayrica, mikroalglerde anaerobik fermentasyon prosesinin
tamamlanmas1 i¢in gerekli olan laktat-dehidrogenaz enzimi ¢ok disiik
seviyelerdedir. Mikroalg tarafindan alinan glikozun ancak %1°1 serbest glikoz
olarak kalabilmektedir. Glikozun %85’den fazlas1 asimile edilir ve oligo-
(¢cogunlukla siikroz, ~ %350) ve polisakkaritlere (cogunlukla nisasta, ~%30)
doniistirilir (Perez-Garcia et al., 2011b). Mikroalglerin fototrofik glikoz veya
diger karbohidrat olmayan organik besin elementlerinin metabolizmasindan farkli
olarak, heterotrofik biiyiimedeki glikoz metabolizmasindaki en goze ¢arpan
farklilik, glikozun ¢ogunlukla PP metabolik yoluyla metabolize olmasidir. EM
metabolik yolu ise, hiicrelerin 151k varligindaki esas glikolitik yolu olmaktadir
(Yang et al., 2000). Her iki metabolik olay da sitozolde ger¢eklesmektedir. Fakat,
ortamdaki 1s1k ve glikoz miktarina bagl olarak PP metabolik yolu daha yiiksek
akis hizina sahiptir. Karanlik kosullarda ve karbon kaynagi olarak glikozun
bulundugu ortamda, Chlorella pyrenoidosa’daki PP metabolik yolu glikoz 6 —
fosfat dehidrogenazla olan glikoz metabolik akis dagiliminin %90 nindan sorumlu
olmaktadir (Yang et al., 2000). Bir siyanobakteri olan Synechocytis spp.’nin
heterotrofik kdltiriinde glikoz 6-fosfat dehidrogenaz (EC: 1.1.1.49) ve 6-
fosfoglukonat dehidrogenaz (EC: 1.1.1.44) yoluyla gerceklesen PP metabolik yolu
glikoz katabolizmasinin baslica yolu olmaktadir. EM metabolik yolu ise
tamamiyla asagiya dogru kaymaz. Sadece, glikoz 6-fosfat izomeraz (EC: 5.3.1.9),
6-fosfofruktokinaz (EC: 2.7.1.11) ve fruktoz-bifosfat aldolaz (EC:4.1.2.13) glikoz
asimilasyonunda etkili olmaktadir. Bu metabolik yolun diger reaksiyonlar1 ise
fototrofik bliylimedeki gibi aktif kalmaktadir (Perez-Garcia et al., 2011b).

Trikarboksilik asit (TCA) dongust ve mitokondrial oksidatif fosforilasyon
dongiilerinin 1s1kl1  ortamdayken bile C. pyrenoidosa’da yuksek aktivite
gosterdikleri belirlenmistir. Bu da baz1 mikroalg tiirleri i¢in 1s181n, bu metabolik
yollarda etkisinin ¢cok az oldugunu gostermektedir (Yang et al., 2000). Bununla
birlikte, 151k varliginda PP dongiisiinde akis ¢ok diisiik seviyelerde kalmaktadir
(Yang et al., 2000).
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Sekil 2.8 Mikroalglerdeki heterotrofik metabolizma (Perez-Garcia et al., 2011b).

Mikroalgler tarafindan glikoz yaygin olarak kullanilan bir karbon kaynagi
olsa da, glikozun metabolizma {izerindeki etkileri farklilik gostermektedir.
Glikozun mikroalgler tarafindan alimi 151k siddeti ve mikroalg tiiriine gore
degismektedir. Glikozun oksijen, pH ve substrat konsantrasyonu iizerindeki
etkileri iizerine pek ¢ok c¢alisma bulunmaktadir. Galdiera sulphuraria kilturiinde
glikoz ve fruktozun tiikkenmesi solunum hizinda azalma dolayisiyla ¢ozlinmiis
oksijen konsantrasyonunda hizli bir artisa neden olmaktadir. Bu mikroalg tlrQ igin
glikoz beslemesinin aralikli olarak yapilmasi onerilmistir (Schmidt et al., 2005).
Ayrica glikoz belli konsantrasyonlarda inhibisyona neden olabilmekte ve bu

siirlayict konsantrasyon mikroalg tiirleri arasinda farklilik gosterebilmektedir
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(Schmidt et al., 2005; Azma et al., 2011; Isleten-Hosoglu et al., 2012). Dolayisiyla
mikroalgler icin optimum bir glikoz konsantrasyonu séylemek oldukca zordur.
Mikroalgal tur ana faktor olmakla birlikte yetistirme ortamindaki diger besin
elementleri ve ¢evresel pek cok faktor bunun iizerinde etkili olmaktadir (Jiang and
Chen 2000b; Wu et al., 2005; Azma et al., 2011). Fakat genel olarak, glikozun

mikroalgler tarafindan en ¢ok tercih edilen karbon kaynagi oldugu sdylenebilir.

Mikroalglerdeki glikoz metabolizmasimnin basitligine ragmen, pek ¢ok
mikroalgin yetistiriciliginde gliseroliin kullanilmas1 da s6z konusudur. Genellikle
de bu tiirlerin pek ¢ogu dogal olarak deniz gibi, osmolaritenin yiiksek oldugu
yerlerde yasamaktadirlar. Gliserol, ¢ozeltinin osmotik dayanimini arttirici etkiye
sahip olup, hiicre igerisindeki osmotik dengeyi saglar. Gliserol, enerji ve karbon
ihtiyac1 yoniinden ekonomik bir karbon kaynagidir. Enzimler ve membranlarla
uyum i¢indedir ve yiiksek konsantrasyonlarda bile toksik etkisi bulunmamaktadir
(Chi et al., 2007; Perez-Garcia et al., 2011b). Gliserol yaglarin hidroliz trtiniidiir
ve mikroalgler gliserolipid metabolizmasinin bir pargasi olarak gliserol
Uretebilmektedir. Gliserol, mikroalglerin biliyime hizin1 arttirabilmekte,
fotosentetik sistemdeki biyokimyasal ve yapisal degisiklikleri
indikleyebilmektedir (Perez-Garcia et al., 2011b).

Bitki hicrelerinde gliserol hiicreye basit difuzyon ile girmektedir. Hicre
icinde gliserol osmoregulator molekiil olarak kullanilir. Gliseroliin 6ncelikle ATP
kullanilarak fosforilasyonu gerceklesir ve glisero-fosfat’in trioz fosfata yikimi
gergeklesir. Bitki hiicreleri gliserolii, TCA dongiisiine girecek olan piruvati
olusturmak tizere EM dongusinln ara drlnleri olan gliseraldehit-3-fosfat ve
gliserat’a dontistiirecek olan gliserol kinaz (EC: 2.7.1.30), sn-gliserol-3-fosfat
NAD" oksidoreduktaz (EC: 1.1.1.8) ve trioz-fosfat (EC:5.3.1.1) enzimlerine
sahiptir. Gliseraldehit 3-fosfat, fotosentezin Calvin-Benson déngisinin ara Grin
olan 3-fosfogliseratin indirgenmesi ile de olusabilmektedir. sn-glisero 3-fosfat,
glukojenesis dongiisiinde oldugu gibi glikolitik dongiinlin tersinir olmasini
engeller. Gliserol tek karbon kaynagi olmasi durumunda, PP dongiistiniin inhibe

oldugu arastiricilar tarafindan saptanmistir (Perez-Garcia et al., 2011b).

Gliserol ve 151k, baz1 mikroalglerin kiiltiivasyonunda ¢ok onemli sonuglar
olusturacak sekilde kullanilmaktadir. Ornegin Phaeodactylum tricornutum 0,1 M
gliserol ve 165 pmol foton m™ s™ kiiltiir ortaminda fototrofik kosullara gére %74
daha fazla bir biiyiime gostermistir (Ceron-Garcia et al., 2000). Sonug olarak,
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gliserol heterotrofik sistemlerde substrat olarak kullanilmasina karsin,

metabolizmasi hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir.

Mikroalglerin heterotrofik yetistiriciliginde, asetik, sitrik, fumarik, glikolik,
laktik, malik, piirivik ve sliksinik asit gibi ¢oziinmiis karboksilik asitlerin
kullanim1 uzun zamandir bilinmektedir. Asetat (veya asetik asit) mikroalgler de
dahil olmak {izere mikrobiyal tiirlerde en ¢ok kullanilan karbon kaynaklarindan
biridir. Karanlik ve aerobik kosullarda, Okaryotik hiicreler asetati
monokarboksilik/proton  transporter  proteini  kullanarak  alirlar.  Asetat
asimilasyonunun basladigi mikroalgal hiicrenin sitozolliinde, koenzim-A’nin
asetilasyonu asetil-CoA sentaz tarafindan tek molekiil ATP’nin kullanilmasiyla
gergeklesir (Bkz. Sekil 2.8). Asetatin (koenzim A tarafindan tasinan) genellikle 2
metabolik dongii boyunca yikimi olmaktadir: (a) asetati, oksaloasetata doniistiiren
glioksilat dongustdur. Glioksilat déngusunde izositrat, izositrat liyaz (EC 4.1.3.1)
vasitastyla siiksinat ve glioksilata yikilir. Daha sonra glioksilat, malat sentaz
tarafindan katalizlenen bir reaksiyonda malat olusturmak tizere asetil-CoA ile
kondense olur. (b) metabolizmaya karbon iskeleti, ATP ve NADH saglayan ve
mitokondride gergeklesen TCA dongiisii boyunca olmaktadir (Perez-Garcia et al.,
2011b).

Asetatt asimile ederek biiyliyen mikroalglerin, asetil CoA’nin asetil
gruplarinin  karbon iskeletine etkin bir bi¢cimde birlesmesi i¢in glioksilat
dongiisiine sahip olduklar1 distiniilmektedir. Glioksilat dongiisiinde kullanilan
izositrat liyaz ve malat sentaz, hiicreler, asetat igeren ortama transfer edildiginde
indiklenmektedirler. Chlorella vulgaris hiicrelerinde izositrat liyazin temel olarak
sentezlendigi fakat glioksilat dongiisiiniin sadece asetat {izerinde biiylime
oldugunda fonksiyonel oldugu saptanmistir (Perez-Garcia et al., 2011b).
Scenedesmus obliquus hiicrelerinde izositrat liyaz aktivitesinin karanlikta asetat
varliginda 24 saatlik bliyiimeden sonra 4 katina ¢iktig1 saptanmistir. Heterotrofik
kosullarda, izositrat liyaz aktivitesi artan asetat konsantrasyonu ile artmaktadir
(Combres et al., 1994). Asetat iizerinde gelisen C. reinhardtii hiicrelerinde sitozol
icin NADPH saglayan oksidatif PP dongiistiniin de aktif oldugu bilinmektedir
(Boyle and Morgan, 2009). Asetat, yiiksek konsantrasyonlarda bazi1 organizmalar
i¢in toksik etkide olabilmektedir. Fakat, kiiltlir icerisindeki miktar1 diisiik ve
kontrol edilebilir oldugunda pek ¢ok mikroalg asetati karbon kaynagi olarak
kullanabilmektedir. Bu da asetatin hem kolay bulunabilir hem de ucuz olmasi

dolayisiyla endiistriyel 6lgekte kullanimini avatajli hale getirecektir.
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2.8.2 Azot metabolizmasi

Azot, karbondan sonra mikroalgal biyokiitleye katilan bir diger onemli
elementtir. Mikroalglerdeki karbon ve azot metabolizmasi birbiriyle baglantilidir.
Clnkd COy’in solunumundan (fototrofik buyume) ve asimile edilen karbon
kaynagindan (heterotrofik biiyliime) saglanan karbonu, TCA dongiisi ve
mitokondrial elektron transport zincirinden saglanan enerjiyi paylasirlar.
Mikroalglerde azot, biliylime iizerinde genellikle pozitif etkiye, yag birikimi
lizerinde ise negatif etkiye sahiptir. Mikroalgler basta amonyak (NH,"), nitrat
(NOg3") ve Ure olmak tizere maya ekstrakti, pepton, aminoasitler gibi pek ¢ok azot

kaynagini kullanabilme yetenegindedirler.

Amonyum, mikroalgler tarafindan en ¢ok tercih edilen azot kaynagidir.
Hiicrelere aliminda az bir enerjiye ihtiya¢ duyulur. Dolayisiyla enerji olarak da
verimli bir kaynaktir. Fototrofik ve heterotrofik kosullarda, amonyum, hiicre
membranindan amonyum transporter (AMT) ailesine ait olan bir grup protein
yoluyla gecmektedir. Amonyum hiicrelerin tiim bdlmelerinde bulunmaktadir.
Hicre bolmelerindeki amonyum konsantrasyonu, komsu bolmelerdeki amonyum
konsantrasyonuna aradaki elektriksel potansiyel ve pH farkliliklarina bagli olarak
degismektedir. Amonyumun metabolize olamadigi bdlmelerde (6rnegin
vakuollerde) amonyum konsantrasyonu dengedir. Amonyumun metabolize oldugu
bolmelerde ise (Ornegin sitozol ve plastidlerde) amonyumun yatiskin hal
konsantrasyonu tahmin edilen denge degerinden biraz daha diisiik olabilmektedir.
Amonyum ile gergeklesen solunum, ortamda amonyum konsantrasyonu
Olcilemez konsantrasyona gelene kadar veya hicre ici karbohidrat rezervleri
tikenene kadar devam etmektedir. Ortama glikoz eklenmesi amonyum

assimilasyonuna devam edilmesini saglamaktadir (Perez-Garcia et al., 2011b).

Fototrofik veya heterotrofik kosullarda, amonyumun asimilasyon
metabolizmasi glutamin iireten glutamin sentaz (GS; EC 6.3.1.2) ve glutamin ile
bir molekiil a-ketoglutarattan 2 molekul glutamat Ureten glutamat sentaz
(GOGAT; EC 1.4.1.14) yoluyla katalizlenmektedir (Bkz. Sekil 2.8). Alternatif
olarak amonyumun glutamata dontisimii glutamat dehidrogenazla (GDH, EC
1.4.1.2) katalizlenen o-ketoglutarat ile de olmaktadir. GS/GOGAT dongiisii
amonyum asimilasyonunda oncelikli metabolik dongii oldugu, GDH dongiisiiniin
ise glutamat olusumunda 6nemsiz bir rol oynadigr disiiniilmektedir. GDH’1n
ancak stres kosullarinda aktif oldugu diistiniilmektedir. Amonyaga yiiksek
afinitesi oldugu bilinen glutamin sentaz biitiin fototrofik organizmalarda hatta
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heterotrofik metabolizmada bile 6nemli bir enzimdir. Bu enzim biyosentez icin
glutamin saglamak ve amonyak asimilasyonunda rol oynamaktadir. Amonyumun
GS/GOGAT dongiisii veya GDH ile glutamata doniismesini takiben, azot, bir¢ogu
oksaloasetat ile transaminasyon yoluyla aspartat olusturmak {izere diger
aminoasitler arasinda dagitilir. Asparajin sentaz (EC;6.3.5.4) tarafindan
katalizlenen reaksiyon boyunca, glutaminden bir molekil grubu, bir molekil
glutamat ve asparajin olusturmak iizere aspartata transfer edilir. Glutamin,
glutamat, aspartat ve asparjin aminoasitler, nukleotidler, klorofiller, poliaminler
gibi organik azotlu bilesiklerin yapi taglaridir (Perez-Garcia et al., 2011b).

Heterotrofik biiylime kosullar1t amonyumun alim hizin1 ve azot asimilasyonu
yapan enzimlerin ekspresyonunu etkilemezken, miksotrofik kosullar bunu
etkileyebilmektedir. Cok cesitlilikte organik ve inorganik azotlu bilesikleri
kullanabilen Chlorella spp. ve Dunaliella spp. hicrelerinin amonyuma olan
tercihleri ortaya konmustur (Perez-Garcia et al., 2011b).

Nitrat genel olarak bitkilerin biliylime ve metabolizmasinda son derece
onemli etkiye sahip bir diger azot kaynagidir. Nitrat1 asimile etmek i¢in bitki
hiicreleri onu membrandan gecirerek amonyaga indirgemektedir. Bu proses son
derece fazla enerji, karbon ve proton harcamaktadir. Amonyum tiiketilmesiyle
gorilen pH distlslniin aksine, nitrat tiiketimiyle pH’da artis goriilmektedir.
Yiiksek bitkiler ve mikroalgler iizerinde yapilan c¢aligmalarda nitrati amonyuma
katalizleyen iki enzimin nitrat rediiktaz (NR; EC 1.6.6.1-3) ve nitrit rediiktaz
(NiR; EC 1.7.7.1) oldugunu ortaya koymuslardir. NR, nitratin nitrite
indirgenmesini katalizler. NiR ise nitriti elektron donor olarak ferredoksin
kullanarak amonyuma doniistiiriir. NR sitoplazmada ve yesil alglerin
pirenoidlerinde bulunmasina karsin, NiR kloroplastik bir enzimdir (Perez-Garcia
etal., 2011b).

Cevresel faktorler nitrat asimilasyonunu etkilemektedir. Karanlik kosullar
nitrat asimilasyonunda negatif etkiye sahip olabilmektedir. Bir¢ok mikroalg nitrati
151k varliginda, karanlik ortama gore daha cabuk asimile etmektedir. Nitrat ve
nitritin ~ fotokimyasal indirgenmesi  kloroplastlarda  gozlenmektedir. Isik
flavoprotein, ferredoksin ve piridin nukleotidleri gibi kofaktorleri indirger ve
bunlar nitrat ve nitrit indirgenmesinde elektron verici olarak kullanilirlar (Perez-
Garcia et al., 2011b).
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Mikroalgler heterotrofik ve fototrofik kosullarda organik azot kaynaklarini
kullanabilmektedir. Mikroalglerin organik azot kaynaklari iizerindeki biiylimeleri
susa, kullanilan azot ve karbon kaynagina gore de§ismekle birlikte, nitrat ve
amonyum kullanimiyla karsilastirilabilir bliylime verimleri elde edilmektedir
(Shen et al., 2009; Isleten-Hosoglu et al., 2012, 2013). Ure ve glutamin
mikroalglerde biliylimeyi destekleyen ve en yaygin olarak kullanilan organik azot
kaynaklaridir. Bazi Chlorella spp. tiirleri tireyi tek azot kaynagi olarak
kullanabilmektedir. Azot, genellikle hiicreye girmeden 6nce amonyak ve
bikarbonata hidrolize olmaktadir. Mikroalglerde {ire, iireaz (EC: 3.5.1.5) ve iire
amidolaz (lire karboksilaz) (UALse, EC:6.3.4.6) adi1 verilen 2 enzim ile
metabolize olmaktadir. Fakat pek ¢ok Chlorella spp. tiriinde Ureaz bulunmamakta
ve tire UALse ile metabolize olmaktadir (Perez-Garcia et al., 2011b).

Heterotrofik kosullardaki azot metabolizmasi iizerine su ana kadar elde olan
bilgilere dayanilarak, pek c¢ok mikroalg tiirii tarafindan tercih edilen azot
kaynaklar1 siralamasi amonyum>nitrat>nitrit>lire seklinde olmaktadir (Perez-
Garcia et al., 2011b).

2.9 Heterotrofik Mikroalglerin Kiiltiivasyonunda Endiistriyel Atik ve Yan

Uriinlerin Kullanimi

Cok c¢esitli endiistriyel atitk ve yan {irtinlerin mikroalglerin fototrofik
tiretiminde kullanildig1 bilinmektedir (Mulbry et al., 2008; Orpez et al., 2009;
Kong et al.,, 2010). Biyoyakit hammaddesi olarak kullanilan mikroalglerin
bliylime ortaminin siirdiiriilebilirligi agisindan bu atiklar énemli bir yer teskil
etmektedir (Orpez et al., 2009; Chinnasamy et al., 2010; Pittman et al., 2011).
Mikroalgal biyokiitle iiretimi icin siklikla kullanilan fototrofik biliylime yerine
heterotrofik sistemler biyokiitle ve yag verimliliklerini 6nemli derecede arttirarak,
fototrofik sistemlere gore Uretim maliyetlerini azaltmaktadir (Perez-Garcia et al.,
2011b). Mikroalglerin heterotrofik olarak atiksu aritiminda kullanilmasi ve
degerlendirilmesine yonelik ¢cok az ¢alisma bulunmaktadir (Mendes et al., 2007;
Perez-Garcia et al., 2010). Endiistriyel atiklardan olan peyniralti1 suyu (PAS)
yiiksek kimyasal oksijen ihtiyaci nedeniyle ¢ok kuvvetli bir atik su olarak
bilinmektedir. Diinyada yillik PAS’1n, atik olarak iiretimi gittikce artmakta, bu
atigin biyoteknolojik yollarla degerlendirilmesine yonelik pek cok arastirma
yapilmaktadir (Pesta et al., 2007; Azbar et al., 2009). Misir 1slatma surubu ise
misir endiistrisinden, misir 1slatma sirasinda agiga c¢ikan atiksuyudur. Hayvan

yemi veya bagska amaglarla kullanilmak iizere yogunlastirilir. Pek ¢ok esansiyel
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besin maddesini igerdigi i¢in fermentasyon proseslerinde de kullanim olanaklari
siklikla arastirilmaktadir (Liggett and Koffler, 1948; Maddipati et al., 2011). Bu
sebeple, endiistriyel ve tarimsal atiklarin heterotrofik mikroalglerin {iretiminde
substrat olarak degerlendirilmesi biiylik 6l¢ekte ¢ok biiylik faydalar saglayacagi

diistiniilmektedir.
2.10 Olgek Buyutme

Olgek biiyiitme, laboratuardan endiistriye aktarimdaki en biiyiik basamaktir.
Olgek biiyiidiikce, hiicreler icin ayn1 mikrogevrenin siirdiirebilirligini saglamak
son derece 6nemlidir. Amag, kiigiik ¢apta elde edilen verimin, 6l¢ek biiyiidiigiinde
de maksimum dizeyde elde edilmesidir. Her prosese uygulanabilecek genel
amacli bir kilavuz bulunmamaktadir. Bu da, 3-fazli biyoreaktor sistemlerinin
karmagikligindan ve tiirbiilent akis rejimindeki akiskanin  bilinmeyen
davraniglarindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, hiicrelerin ¢evreyle etkilesiminin

nasil olacag da bilinmemektedir.

Olgek biiyiitmeyle c¢alisma hacmi, besleme hacmi, karnstirici  ve
havalandirma hiz1 degismektedir. Zaman uzunlugu acisindan bakildiginda,
karigtirma i¢in karakteristik zaman, sirkiilasyon ve kiitle transferi biiyiik Olgek
reaktorlerde artar. Fakat, oksijen alimi igin karakteristik zaman ve diger biyolojik
reaksiyonlar sabit kalir. Dolayisiyla, karistirma ve kiitle transferi biiylik Olgege
gecerken ele alinmasi gereken en onemli adimlardir. Asagida 6lgek biiyiitme icin
ele alinan ampirik ve yari-ampirik yaklagimlar goriilmektedir (Nielsen et al.,
2003).

(i)  Geometrik benzerlik: Kii¢iik 6l¢ekteki karistirma rejimini kopyalamak
icin,  biyoreaktorlerde genellikle benzerlige dayanan Olgek  biiyiitme
gerceklestirilir. Onemli geometrik parametreler; sivi yiiksekliginin tank ¢apina
orani (H/T), karistirici ¢gapinin tank ¢apina orani (D/T), karistiric agikliginin tank
capma orani (C/T)’dir. Boy oran1 araligi (H/T) 1:1-3:1 arasindadir. Masaust
biyoreaktorler icin bu oran 1:1-1,5:1 arasindadir. Biiyiik 6l¢ek biyoreaktorlerde
ise 2:1 veya daha fazla olmaktadir. Ayrica, yiiksek D/T enerji verimliligi
acisindan ticari lretimlerde avantaj saglar. Daha biiylik karistiricilarin
kullanilmasiyla, gaz tutma kapasitesi ve gaz dagilimi arttirilmis olur. Diger
taraftan, Ol¢ek biliyiitmede reaktdr yiiksekligi kagmilmaz bir sekilde artar.
Dolayisiyla, karigtirict sayisim da arttirmak gerekmektedir. Bu da, reaktor

igerisindeki sivinin bolmelere ayrilmasi ve dolayisiyla karistirmanin verimsiz
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olmasi gibi sonuglar dogurur (Junker, 2004). Farkli karistiric1 tipleri 6rnegin
Rushton ve marin tip karistiricilar biiyiik 6lgek biyoreaktor tiretimlerinde siklikla
kullanilmaktadir. Mikroalglerle biyoreaktér diizeyinde yapilan c¢alismalar
incelendiginde, genellikle 4 ve 6 bigakli Rushton tipi karistirict kullanildigi
saptanmistir (Sobczuk et al., 2006; Li et al., 2007; Pleissner and Eriksen, 2012).

(if)  Esit hacimsel oksijen transfer katsayisi, ki a: Literatiirde kiitle aktarim
katsayisi icin verilen bagintilar genellikle O, aktarimi i¢in elde edilmistir. Aerobik
proseslerde gaz-sivi kiitle transferi yani oksijenin gaz halden siviya aktarimi son
derece 6nemlidir. Oksijenin sulu ¢6zeltilerde ¢oziiniirliigiiniin diisiik olmasindan
dolay1 proseslerde anahtar substratlardan biridir (Turker, 2005). Oksijen transfer
katsayisinin (ki a; k., sivi-kiitle aktarim katsayisi ve a, kiitle aktarimi igin toplam
spesifik ylizey alani) hesaplanmasinda birim hacim basina sisteme verilen enerji
(P/V) ve ylzeysel (superficial) gaz hizina (Us) dayanan pek c¢ok ampirik
korelasyonlar bulunmaktadir. k; a, biyoreaktdrlerin 6lgek biiylitme tasarimlarinda
kullanilan en 6nemli parametrelerden birisidir. Uretimler boyunca oksijen probu
ile ¢oziinmiis oksijen miktar1 (DO,%) izlenerek ve havalandirma belli noktalarda
kesilerek oksijen tiiketim hizi (OUR) ve oksijen transfer hizlart (OTR)
hesaplanabilmektedir. OUR dretim proseslerinin optimizasyonu ve kaltirin
gelisimi i¢in temel fizyolojik karakteristiklerindendir. OUR hava girisi kesildikten
sonra zamana kars1 ¢izilen ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonu grafiginin
egiminden elde edilmektedir. O anda ortamda bulunan biyokiitle
konsantrasyonunun bilinmesi de énemlidir. Havalandirmanin kesildigi noktadaki
hiicre yogunlugu, havalandirmanin kesilme siliresi ve ¢Oziinmiis oksijen
miktarindaki degisim kullanilarak spesifik oksijen tiiketim hizi (qO) asagidaki
esitlige gore hesaplanmaktadir. Oksijen tliiketimini hesaplamak i¢in kullanilan bu
metot dinamik metot olarak adlandirilmaktadir (Bailey and Ollis, 1986).

g _ q0,C, =0UR Denklem 1

dt

Havalandirma tekrar acildiginda, ¢6ziinmiis OTR ile oksijen konsantrasyonu
sabit bir yere ulasana kadar artmakta ve tahmini OUR degeri kullanilarak
¢ozlinmiis oksijen konsantrasyonu hesaplanmasindan kia belirlenebilmektedir
(Bailey and Ollis, 1986).

OTR=k.a (C.-CL) Denklem 2
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Mikroalg hiicrelerinde, buyik 6lcek tretimlerde 6zellikle ki a {izerine smirli
sayida bilgi bulunmaktadir (Da Silva et al., 2006; Sobczuk et al., 2006).

(iii) Esit karigtirict ucu hizi: Karistirmali tank reaktorlerde karistirict
tarafindan yaratilan kayma kuvvetine karst mikroalg hiicrelerinin hassasiyeti
konusunda yapilan arastirmalar bulunmaktadir (Da Silva et al., 2006; Sobczuk et
al.,, 2006). Diger taraftan, homojeniteyi saglamak igin de yeterli ve etkin
karistirmanin yapilmasi gerekmektedir. Bu yiizden karistirict ucu hizi (Ut) Olgek
bliylitme kriteri olarak secilebilmektedir. Karistirmali tank biyoreaktérde
fototrofik olarak gerceklestirilen bir liretim siliresince yapilan 6l¢iimler sonucunda,
Phaeodactylum tricornutum igin karistirict ucu hizinin 1,56 m/s’den biiyiik
oldugunda hiicrelere zarar verdigi belirlenmistir. Diger taraftan, P. tricornutum
i¢in karistirict ucu hizi esik degerinin ise 2,45-2,89 m/s arasinda oldugu ortaya
konmustur (Sobczuk et al., 2006).

(iv) Esit enerji dagilim hizi (EDR): Enerji dagilim hizi, 6lgek biiyiitmede
tavsiye edilen bir diger kriter olmaktadir. Karigtirmali reaktorlerin tasariminda en
onemli parametre karistiricilar1 ¢evirmek i¢in gerekli giic miktaridir. Gerekli gii¢
kuramsal olarak  hesaplanamadigindan ampirik  bagintilar  kullanilarak
hesaplanabilmektedir. Karistirma i¢in gerekli gii¢ pek c¢ok faktore dayanmaktadir.
En onemlileri karistirma hizi, N;j, karistirict ¢api, dj, sivinin yogunlugu, p|, sivinin
vizkozitesi, n’dir. Boyut analizi yapildiginda, bu faktorleri boyutsuz bir sayida bir
araya getirmek mimkin olabilmektedir (Tlrker, 2005).
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3. MATERYAL VE METOT

Tez calismasinda kullanilan mikroalg kiiltiirleri, kimyasal malzemeler,

yararlanilan cihazlar ve aragtirma metotlar1 bu boliimde agiklanmistir.

3.1 Materyal

3.1.1 Mikroalgal hiicre kaltarleri

Calismada kullanilan mikroalgal hiicre kiiltiirleri ve temin edildikleri kiiltiir

koleksiyonlar1 Cizelge 3.1°de listelenmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan mikroalg kiiltiirleri

Kaltar ismi Kaltar koleksiyonu Goruinim

Tetraselmis suecica
CCMP906

The Provasoli-Guillard National !{ - ﬁ Q}
l' I

Center for Culture Collection of
Marine Phytoplankton, Amerika g

The Provasoli-Guillard National
Phaeodactylum

tricornutum CCMP630

Center for Culture Collection of

Marine Phytoplankton, Amerika

o _ The Provasoli-Guillard National
Crypthecodinium cohnii

CCMP316

Center for Culture Collection of

Marine Phytoplankton, Amerika

Chlorella minutissima University of Texas, Austin, Amerika

UTEX2341

Monodus subterraneus University of Texas, Austin, Amerika

UTEX151

Chlorella sacharophila

University of Texas, Austin, Amerika
UTEX 247
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3.1.2 Kullanilan kimyasal malzemeler

Calisma boyunca kullanilan kimyasal malzemeler ve temin edildikleri

firmalar Cizelge 3.2’de listelenmistir.

Cizelge 3.2 Calismada kullanilan kimyasal malzemeler

Isim Marka

Bakteriyolojik pepton Oxoid, Ingiltere

Gliserol Merck, Almanya
Maya ekstrakti Merck, Almanya
Deniz tuzu Tropic Marine, Almanya

L-glutamik asit potasyum tuzu monohidrat ~ Sigma-Aldrich, Amerika

D-glikoz Merck, Almanya
NH,CI Merck, Almanya
Hegzan Merck, Almanya
Kloroform Merck, Almanya
Methanol Merck, Almanya

B-gliserofosfat disodyum tuz pentahidrat

Sigma, Amerika

Thiamine HCI (vit. B,) Applichem, Almanya

Biotin (vit. H) Applichem, Almanya
FeCl; 6H,0 Merck, Almanya
Na,EDTA 2H,0 Merck, Almanya
NaNO, Merck, Almanya
H;BO, Merck, Almanya
(NH,),S0, Merck, Almanya
Asetik asit Merck, Almanya
Etanol Merck, Almanya
Isopropanol Merck, Almanya

Triolein (Cs7H10406) Sigma-Aldrich, Amerika
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Cizelge 3.2 Calismada kullanilan kimyasal malzemeler (devami)

Nil kirmizi N3013, Sigma-Aldrich,Amerika
GC kolonu Supelco sp-2380 A capillary column (60 m x 250 pum x 0.2 um)
HPLC kolonu Phenomenex Rezex RHM Monosaccharide (H+) (300 x7.8 mm)

3.1.3 Kullanilan cihazlar

Cizelge 3.3 Calismada kullanilan cihazlar

Cihaz Firma-Model

Spektrofotometre Amersham Ultrospec 1100pro UV/Visible
spectrophotometer, ABD

Cam fiber filtre diizenegi Glass-microfiber discs, Sartorius, Almanya

Terazi Radwag AS 220/C/2

Manyetik karigtirma Biosan MSH300, Letonya

Liyofilizator Christ, Alpha 1-2 LD plus, Germany

Rotary evaporator Stuart, RE300, UK

Yiiksek basing stvi Thermo Scientific Finnigan Surveyor RI plus detector

kromatografisi (HPLC)
Gaz kromatografisi (GC) Agilent 7890, ABD

Laminer akish kabin (Class II)  NuAir NU 425-400E

Santrifij Universal Hettich Rotofix 32

Santrifij Universal Hettich 3R

Sonikator Bandelin, Almanya

Biyoreaktor (2 L) Biostat B-plus®, Sartorius Stedim, Almanya
Biyoreaktor (5 L) Biostat B-plus®, Sartorius Stedim, Almanya
Biyoreaktor (30 L) Infors

Mikroskop Olympus CH40

Calkalamali Inkubator Ika KS 4000

Calkalamali Inkubator ZHWY-2102, ZHICHENG, Cin
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Cizelge 3.3 Calismada kullanilan cihazlar (devami)

Calkalamali Inkubatér Thermoshake, Gerhardt

Su banyosu Memmert, Almanya

Floresans spektrofotometre Varian, Cary Eclipse, Australia

pH probu Hamilton Easyferm K8 200, Bonaduz, Switzerland

Oksijen probu
Etlv

pH metre
Canakl1 santrijiij

Peristaltik pompa

Hamilton Oxyferm FDA 225, Bonaduz, Switzerland
Memmert, Almanya

Hanna HI 2211, Amerika

GEA, Almanya

Watson Marlow 2058, Amerika

Floresans mikroskop Leica DM IL, Almanya

Buhar jeneratori

Akkaya Blowtherm, Trkiye

3.1.4 Uretim ortamlari

Cizelge 3.4 Caligmada kullanilan mikroalglerin iiretim ortamlari

Besiyeri icerik
Na,SiO5 9H,0 (1.06 x 10 M); NaH,PO, H,0 (3.62 x 10° M):; NaNOs
(8.82 x 10 M)
iz metal stok ¢ozeltisi [M] (1ml/l)
FeCl; 6H,0: 1.17 x 10°
Na,EDTA 2H,0: 1.17 x 10”
CuSO, 5H,0: 3.93 x 10°®
f/2 ortanm Na,MoO, 2H,0: 2.60 x 10°®
ZnS04 7H,0: 7.65 x 10
CoCl, 6H,0: 4.20 x 10°®
MnCl, 4H,0: 9.10 x 107
Vitamin stok ¢ozeltisi [M] (1 mi/l)
thiamine HCI (vit. By): 2.96 x 10”7
biotin (vit. H): 2.05 x 10®; cyanocobalamin (vit. By,): 3.69 x 10™%°
Zenginlestirilmis  Yapay deniz tuzu (30g/1);Zenginlestirme ortami (20 ml/I)
Deniz Suyu Zenginlestirme ortamu igerigi: NaNOj; (2,35 g/l);
Ortam (ESW) Na,glycerophosphate’5H,0 (0,35 g/l); HEPES buffer (3,25 g/l);

ES Fe ¢ozeltisi (162,5 mi/l); [(Fe(NH,)2(SO4),-6H,0 (0,7 g/l);
Na,EDTA-2H,0 (0,6 g/)]; P-11 metal ¢ozeltisi (162,5 ml/l);
[Na,EDTA-2H,0O (0,1 g/100ml); H3BO3 (0,114 g/100 ml); FeClz-6H,0
(4,9 mg/100 ml); MnSO,-H,0 (16,4 mg/100 ml); ZnSO,4-7H,0 (2,2
mg/100ml); CoCl,-6H,0 (0,48 mg/100 ml)]; Vitamin B12 (1,5 mi/l);
[HEPES buffer pH 7.8 (1,2 g/100ml); Vitamin B, (0,013g/100 ml)];
Biotin vitamin ¢6zeltisi (1,5 ml/l); [Biotin (0,0025g/100ml); HEPES
buffer pH 7.8 (1,2 g/100ml)] ; Tiamin vitamin ¢ozeltisi (1,5 mi/l);
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Cizelge 3.4 Calismada kullanilan mikroalglerin tiretim ortamlar1 (devami)

Bold basal ortamm NaNO; (2,94*10°M); CaCl,.2H,0 (1,7*10*M); MgSO,.7H,0
(3,04*10™*M); K,HPO, (4,31*10™*M); KH,PO, (1,29*10*M);
NaCl (4,28*10M); Alkali EDTA ¢ozeltisi (1ml/l) [EDTA,
4,28*10*M; KOH, 1,38*10*M]; Asidik demir ¢ozeltisi (1ml/l)
[FeSO,.7H,0, 4,48*10°M; H,SO, 1ml]; Boron stok cozeltisi
(Aml/1)[H3BOs, 4,62*10*M], iz metal ¢ozeltisi
(Aml/N[ZnSO,*7H,0, 7,67*10°M; MnCl,.4H,0, 1,82*10°M;
MoOs, 1,23*10°M; CuS0O,4.5H,0, 1,57*10°M; Co(NOs),.6H,0,

4,21*10°M]

Bristol Ortam NaNO; (2,94 mM), CaCl,-2H,0 (0,17 mM), MgS0O,-7H,0 (0,3
mM), K;HPO,4 (0,43 mM), KH,PO, (1,29 mM), NaCl (0,068
mM)

BG-11 ortamu NaNO; (17,6 mM); K,HPO,4(0,22 mM); ), MgSO,-7H,0 (0,03

mM); ), CaCl,-2H,0 (0,2 mM); Sitrik asit. H,O (0,03 mM);
amonyum ferik sitrat (0,02 mM); Na,EDTA.2H,0 (0,002 mM);
Na,C05(0,18 mM), BG-11 iz metal (1ml/l); sodyum tiyosiilfat
pentahidrat (1 mM)

Walne ortam iz element stok c¢ozeltisi (TMS stok) (100ml)
ZnCIZ -2.1 g; COC|26H20 -2.0 g, (NH4)6M07024.4H20 -0.9 g
CuS0,4.5H,0-2.0¢g
Vitamin ¢ozeltisi (100 ml)
Cyanocobalamin - 10.0 mg; Thiamine - 10.0 mg; Biotin - 200.0
Mg
Besin ¢ozeltisi (1)
FeC|36H20 -1.3 g, MnC|24H20 -0.36 g, H3;BO; - 33.6 g,
EDTA (disodium salt) - 45.0 g; NaH,PQO,.2H,0 - 20.0 g; NaNO3
-100.0g; TMS stock (1) - 1.0 ml
Besin ¢ozeltisi 1ml + vitamin stok 0,1 ml /1 | deniz suyuna

ilave edilir.
ATCC 460 A2ES6 kultur Yapay deniz tuzu (30 g/l) ; FeCl; . 6H,0 (0,01 g/l); Sodium
ortami glycerophosphate (0,15 g/l); (NH4),SO,4 (0,05 g/l); Tris Buffer (3

g/l); K,HPO, (0,01 g/l); Glutamik asit (1,5 g/l); Glikoz (3 g/l)
Vitamin Cozeltisi (Iml/l);

Metal karigim (3ml/l);

Metal Karisimi (100 ml icin):

EDTA (1g); FeCl; . 6H,0 (0,05 g); H3BO; (1g); MnCl, . 4H,0
(0,15 g); ZnCl; (0.01g); CoCl, . 6H,0 (0.005)

Vitamin Cozeltisi (1 | i¢in):

Biotin (0,003 g); Thiamine (1 g)

3.1.5 Calismada kullanilan peyniralti suyu ve misir 1slatma surubu

Bu calismada kullanilan peyniralti suyu (PAS), Piar Siit Mamiilleri Sanayi
A.S (Isikkent, Izmir) tesislerinden; misir 1slatma surubu (CSL) ise CARGILL
Tarim ve Gida San. Tic. A.S’den temin edilmistir. Her iki endiistriyel atik da

kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.2 Metot

3.2.1 Mikroalgleri yetistirme kosullari

3.2.1.1 Chlorella saccharophila hiicrelerinin kiiltiir kosullar:

C. saccharophila (UTEX 247) hiicrelerinin aksenik olarak Bristol ortaminda
(Bkz Cizelge 3.4) devamliliklar1 saglanmistir. Heterotrofik kosullar i¢in ortama 3
g/l glikoz ilave edilmis ve stoklar karanlik kosullarda inkube edilmistir. Stok
tiipleri, icerisinde yaklagik 100 ml Bristol ortami bulunan 250 ml’lik erlenlere
aktarilmistir. Erlenler karanlikta, 24 °C’deki rotary karistiricida 120 rpm hizla
karistirilmistir.  Inokulasyon erlenleri, bu erlenlerin eksponensiyel fazdaki
hiicrelerinden alinarak olusturulmustur. Genel olarak kullanilan inokulasyon orani
%10 (v/v) diizeyinde olmustur. Erlenlerin baglangic pH’lar1 6,5-6,6 olarak
ayarlanmistir. Logaritmik faza gelen hiicreler daha sonraki inokulasyonlarda
kullanilmistir. Kiiltiir ortamina konulacak olan organik karbon kaynaklar1 (glikoz,
gliserol sodyum asetat gibi) farkli cam siselerde ayr1 ayri otoklavlanarak daha

sonrasinda aseptik olarak kiiltiir ortamina ilave edilmistir.

Fototrofik kiiltiirler Bristol ortaminda 1 litrelik cam siselerde yetistirilmistir.
Cam sigeler, 0,2 um’lik hava filtrelerinden gecen steril hava ile karistirllmiglardir.
Azot kaynag1 olarak bakteriyolojik pepton (1g/l) kullanilmistir. Cam siselerde
calisma hacmi 0,8 litre olup 24 °C’de ve yiizeyde 30 pmol photons/ m® s 151k
alacak sekilde inkube edilmislerdir. Senkronize kiiltiir eldesi i¢in 12:12

karanlik:aydinlik rejim uygulanmistir.

3.2.1.2 Crypthecodinium cohnii hiicrelerinin Kiiltiir kosullar:

C. cohnii (CCMP 316) hcrelerinin aksenik olarak ATCC 460 AZ2E6
ortaminda (Bkz. Cizelge 3.4) devamliliklar1 saglanmistir. Heterotrofik kosullar
icin ortama 6 g/l glikoz veya gliserol ilave edilmis ve stoklar karanlik kosullarda
inkube edilmislerdir. Stok tiipleri, ig¢erisinde yaklasik 100 ml ATCC 460 A2E6
ortam1 bulunan 250 ml’lik erlenlere aktarilmistir. Erlenler karanlikta, 24 °C’deki
rotary karistiricida 130 rpm hizla kanistirnlmistir.  Inokulasyon erlenleri, bu
erlenlerin eksponansiyel fazdaki hiicrelerinden alinarak olusturulmustur. Genel
olarak kullanilan inokulasyon orami %10 (v/v) diizeyinde olmustur. Erlenlerin

baslangi¢ pH’lar1 6,4-6,5 olarak ayarlanmustir.
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3.2.1.3 Diger mikroalg tiirleri

Chlorella minutissima hiicreleri aksenik olarak Bristol ortamina (Bkz.
Cizelge 3.4) proteose peptonun (1g/l) ilave edildigi ortamlarda vidali kapakli

tiiplerde ve 50 ml’lik erlenlerdeki kiiltiir ortamlarinda muhafaza edilmislerdir.

Phaeodactylum tricornutum CCMP630 hicreleri aksenik olarak f/2
ortaminda (Bkz. Cizelge 3.4) vidali kapakl tiiplerde ve 50 ml’lik erlenlerdeki

kiiltiir ortamlarinda muhafaza edilmislerdir.

Tetraselmis suecica CCMP 906 hiicreleri aksenik olarak f/2+Si ortaminda
(Bkz. Cizelge 3.4) vidali kapakli tiiplerde ve 50 ml’lik erlenlerdeki kiiltiir

ortamlarinda muhafaza edilmislerdir.

Monodus subterraneus CCMP 906 hicreleri ise aksenik olarak BG-11
kiltir ortaminda vidali kapakli tiiplerde ve 50 ml’lik erlenlerde muhafaza

edilmislerdir.
3.2.2 Spektrofotometre ile optik yogunluk é¢iimii

Mikroalglerin absorbans spektrumuna go6re belirlenen uygun dalga
boylarinda optik yogunluk Olgiimleri spektrofotometre ile gerceklestirilmistir.
Optik yogunluk zamana bagh olarak takip edilerek mikroalglerin hiicre
konsantrasyonundaki artis takip edilmektedir.

3.2.3 Hiicre sayimi ve kuru hiicre agirhgi 6l¢iimii

Kiltirlerde hiicre saymmi Neubauer sayim kamarast kullanilarak
gergeklestirilmistir. Hareketli hiicrelerin fiksasyonu 0,4 mM glutaraldehitle
yapilmustir.

Mikroalglerin hiicre konsantrasyonundaki artigi takip etmek igin kuru hiicre
agirlik olgtimleri yapilmistir. Kuru agirlik dlgtimleri filtrasyon ve kurutma olmak
tizere iki asamadan olusmaktadir. Oncelikle, belli hacimdeki 6rnek alinarak cam
fiber filtre diizeneginden siiziilmiistiir. Daha sonrasinda ise, ornek igersindeki
¢Ozlinmis tuzlar uzaklastirmak amaciyla ayni hacimdeki distile su filtredeki
ornek Uzerinden iki defa gecirilmistir. Sonrasinda ise filtre kagitlar1 105 °C’deki
etiiv de 1,5 saat kurumaya birakilmistir. Ornekler sabit tartima geldiginde sonug



52

alimmig ve litredeki gram hicre konsantrasyonu (g/l) olarak ifade edilmistir.
Ayrica belli optik yogunluk o6l¢limlerine karsin kuru agirlik 6l¢iimleri yapilarak

optik yogunluga karsin kuru agirlik kalibrasyon grafikleri elde edilmistir.

3.2.4 Karbon kaynaklarinin tiiketim egilimlerinin belirlenmesi

Heterotrofik veya miksotrofik kosullarda biiyiiyen mikroalglerin farkli
karbon kaynaklarini tiiketim egilimlerini belirlemek i¢in boliimiimiiz Cevre ve
Biyoenerji Laboratuarinda bulunan HPLC sistemi (Thermo Scientific Finnigan
Surveyor RI plus detector) kullanilmigtir. Basta glikoz olmak iizere mikroalglerin
kiiltiire edilmesinde kullanilan karbon kaynaklarmin (gliserol, etanol, ksiloz)
belirlenmesi ig¢in literatiirde bulunan metodlar da go6zoniine alinarak mevcut
sistemde metod gelistirilmistir (Azma et al., 2010). Sistemde refraktif indeks
detektor (RI) ve Phenomenex marka Rezex RHM Monosaccaride (H+) 300 x 7,8
mm iyon degistirici tiirde bir kolon kullanmilmistir. Y0raticl solvent 5 mM’lik
H.SO, ¢ozeltisi, akis hiz1 0,8 ml/dakika, kolon sicakligi 65°C, dedektor sicakligi
45°C ve enjeksiyon hacmi 15 pl olacak sekilde metod gelistirilmis ve kalibrasyon
grafikleri elde edilmistir (Bkz. Ek 1-6).

3.2.5 Gravimetrik toplam yag miktari tayini ve yag kompozisyonu analizleri

Erlenlerde ve/veya reaktorlerde gelistirilmis olan mikroalg kiiltiirlerinin
1500 g’de 5 dakika siireyle santrifiij edilerek ortamdan ayrilmasi saglanmistir.
Santrifiij edilen hiicreler 2 kez distile suyla yikanarak tekrar santrif(j
edilmislerdir. Liyofilizasyon islemine kadar -20 °C’de saklanmiglardir. Mikroalg
hiicreleri =52 °C’de 0,030 bar basing altinda 7 saat ve son olarak da -55 °C’de
0,021 bar basingta 3 saat tutularak liyofilizasyon islemi tamamlanmistir.

Liyofilize olmus hiicreler hava almayacak bir sekilde -20 °C’de saklanmiglardir.

Gravimetrik yag olgtimleri liyofilize kuru hiicre tizerinden yapilmistir. Elde
edilen biyokiitle miktarina bagli olarak 0,05-0,1g arasinda kuru hiicre tartilip
modifiye Bligh and Dyer (1959) metoduyla analiz edilmistir. Buna gére, 0,05-
0,1g olarak tartilan liyofilize hiicreler 15 ml’lik falkon tiiplerine alinarak, {izerine
4 ml kloroform: metanol (2:1,v/v), 0,25 mg/ml nonadekanoik asit ve 0,5 mg/ml
buthylated hidroksitoluen (BHT) ilave edilerek 24 saat boyunca g¢alkalayici
Uzerinde ekstraksiyona birakilmistir. Santrifiigasyon isleminden sonra, ekstrakte
edilen yag1 iceren supernatant fazi alinarak transesterifikasyona kadar 4 °C’de
depolanmistir (de Swaaf et al., 1999). Transesterifikasyondan ©Once ise,
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orneklerdeki toplam yag miktarin1 bulmak amaciyla ekstrakte edilen kloroform
igersindeki Ornekler darasi Onceden alinmig evaporatér balonlarina alinarak
kloroform fazi ugurulmustur. Kloroform fazi uctuktan sonra geride kalan miktar
tartilarak toplam yag miktar1 kuru agirliktaki yiizde (%LC/DW) seklinde ifade

edilmistir.

Yag asitlerinin metil esterleri kloroform:hidroklorik asit:methanol (10:1:1)
karigiminin ilavesiyle 80 °C’de 2 saat tutularak elde edilmistir. Esterifikasyon
sonucunda faz ayrimi su ilavesiyle yapilmis ve metil esterleri hekzan faziyla geri
kazanilmistir. Hekzan fazina alinan metil esterleri Gaz kromatografisi viallerine

alinarak analiz edilinceye kadar 4 °C’de depolanmaistir.

Yag asidi metil esterleri analizleri, Ege Universitesi Deri Miihendisligi
BOlUimG bunyesinde bulunan ve 2007 DPTO001 Projesi ile alinan Gaz
Kromatografisinde (GC, Agilent 7890) analiz edilmistir. Gaz kromatografisinde
Supelco sp-2380 A, 60m x 250um x 0,2 um kolon ve helyum tasiyict gaz olarak
kullanilmistir. Olusturulan metoda gore GC kosullari: Tasiyic1 gaz: helyum; inlet
basinct: 27,54; toplam akis: 0,7ml/min; dedektor sicakligr 260 °C; firin sicaklik
programi: baslangi¢ sicaklik ve siiresi: 100 °C, Ramp: 10 °C/dak 250 °C’ye
ulasilmis ve bu sicaklikta 3 dakika beklenmistir. Ornek hacmi 1 pl olup split oran
20:1 seklinde olmustur. Yag asitleri miktar1, toplam yag asitleri igerisinde ylzde
(%) olarak verilmistir. Calismada Oncelikle 37 adet yag asidi metil esteri
standardinin (F.A.M.E Mix C4-C24 (Supelco, USA) optimum ayrimi igin
calisilmistir. Yag asitleri metil esterlerinin kromatogramlar1 ve toplam yag asitleri
miktarlar1 ChemStation bilgisayar programi ile elde edilmistir Mikroalglerde
cogunlukla bulunan bazi yag asitleri elde edilen yag asitleri metil esterleri standart
kromatogrami {iizerinde gosterilmistir (Bkz. Ek 7). Analiz edilen 6rneklerin
kromatogramindaki pikler, standarttaki biitiin yag asitlerinin metil esterlerinin
alikonma zamanlar ile karsilastirilarak teshis edilmistir. Sonuglar toplam yag

icerisindeki % yag asidi olarak verilmistir.

3.2.6 Nil kirmuzis1 kullanarak floresan spektrofotometre ile yag miktar:
tayini

Toplam yag miktar1 tayini i¢in gravimetrik yonteme alternatif olarak
floresan spektrofotometre (Sekil 3.1) kullanilarak nil kirmizisi1 boyasiyla metot

gelistirilmistir.
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Sekil 3.1 Toplam yag dl¢iimlerinde kullanilan floresan spektrofotometre

Floresan spektrofotometrik yag tayini icin, yag icerisinde ¢oziinebilen,
floresans  Ozellikte bir boya olan Nil kirmizist (9-diethylamino-5H-
benzo[a]phenoxa-]phenoxazine-5-one) kullanilmgtir. Nil kirmizisinin
isopropanolde stok ¢ozeltisi (1 mg/100ml) hazirlanmistir. Nétral lipid standardu
olarak kullanilan triolein ise isopropanol igerisinde 2 mg/ml stok konsantrasyonda
hazirlanmistir. Nil kirmizist ile boyanan triolein ¢dzeltisi i¢in uygun eksitasyon
dalga boyu 500 nm, emisyon dalga boyu ise 575~580 nm olarak belirlenmistir.
Tarama siiresince kullanilan kosullar ise su sekilde olmustur: eksitasyon slit: 5
nm, emisyon slit: 5 nm, photomultiplier: 400 V.

Spektroflorometrik olarak yag icerigini belirlemek amaciyla farkli mikroalg
hiicreleri ile calismalara gegilmistir. Her bir tiir kendine 6zgli hiicre duvari
yapisina sahiptir. Bu sebeple, nil kirmizisi boyasinin hiicre i¢ine penetre
olabilmesi i¢in farkli fiziksel ve/veya kimyasal 6n islemlere gerek duyulmaktadir.

Caligilan tiirler i¢in bu 6n islemler denenmis ve optimize edilmistir.

3.2.7 Floresan mikroskop ile hiicre i¢i yag damlaciklarim goriintiileme

Farkli mikroalg hiicrelerinin, yag icerikleri hakkinda fikir sahibi olabilmek
icin, Biyomuhendislik Boliimii Kanser Biyolojisi Laboratuarinda bulunan floresan
mikroskobu da (Leica DM IL, Germany) zaman zaman kullanilmigtir. Hareketli
olan mikroalg tiirleri 6ncelikle glutaraldehit ile fikse edilmistir. Daha sonra, nil
kirmizi ile boyanan hiicreler floresan mikroskop ile incelenmistir. Mikroskobik
fotograflar Leica DM IL (Germany) mikroskop ile, fotograflar ise Leica image
software (LAS) kullanilarak 5.5 milyon piksel CCD kamera ile alinmigtir.
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3.2.8 Mikroalgleri heterotrofik veya fotoheterotrofik kosullara adaptasyon

ve Kkiiltiivasyon calismalari

Mikroalgleri heterotrofik ortamda kiiltiivasyon c¢alismalar1 erlenlerde
calkalamali inkiibatorlerde gerceklestirilmistir (Sekil 3.2). Inkiibasyon sicakliklari
ve calkalama hizlar1 ¢alisilan mikroalg tiirline gore degisiklik gostermistir.

Sekil 3.2 Karanlik kosullarin saglandig1 ¢alkalamali inkiibatorler

Heterotrofik kosullarda biiylimesi yavas olan tiirler i¢in ayrica
fotoheterotrofik kosullarda kiiltiivasyon calismalar1 da yapilmistir. Mikroalglerin
fotoheterotrofik olarak buyitiilmesinde tek fark, ortamda 1sik kaynaginin
kullanilmasidir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3 Fotoheterotrofik kosullarin saglandig: ¢alkalamali inkiibator

Mikroalglerin farkli ortam ve ¢evre kosullarinda nasil bir biiyiime egilimi
gosterdikleri yapilan denemelerle ortaya konmustur. Calismalar 250 ml’lik
erlenlerde, 100 ml calisma hacminde gerceklestirilmistir. Orneklemeler laminar
akisli kabin icginde steril kosullar altinda yapilmistir. Erlenlerdeki kilturlerin
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aksenik kosullarinin kontrolii giinliik olarak mikroskop ile yapilmistir. Ayrica,

gerek duyuldukca mikrobiyolojik ekim yontemlerine bagvurulmustur.

Her bir tiir i¢in, erlenlerin ilk inokulasyonlar fototrofik kosullarda biiyiiyen
stok kiiltiirlerinden yapilmis, devam eden c¢alismalarda ise hetetrofik veya
fotoheterotrofik kosullara adapte olmus kiiltiirler kullanilmistir. Erlenlerde
inokulasyon oranlart %5-10 arasinda degismekte olup inokulasyonlar logaritmik
fazdaki kiiltiirlerden yapilmistir.

3.2.9 Mikroalglerin fotoheterotrofik ve/veya heterotrofik ortamda cogaltilip
kultiir stoklarinin hazirlanmasi

Calismada mikroalglerin heterotrofik veya fotoheterotrofik kosullardaki
stok kiiltiirlerinin hazirlanmasi, kiiltiirlerin devamliliginin saglanmasi agisindan en
onemli asamalardan birisidir. Aksenik mikroalglerin heterotrofik veya
fotoheterotrofik kosullarda biliylime potansiyellerinin arastirilmasi ve adaptasyon
caligmalar1 tamamlandiktan sonra stok kiiltiir hazirlanarak her bir tiir uygun olan

kosullarda saklanmustir.
3.2.10 Istatistiksel deney tasarimlar

Yapilan arastirmalarda; Ulke ekonomisi, kaynak, slre gibi faktorler g6z
onlne alindiginda arastirmanin genis cercevede yapilabilmesinin zor oldugu
ortaya ¢ikmistir. Bu acidan deney tasarimi zorunlu hale gelmistir. Deneysel
calismanin etkin bir sekilde yapilabilmesi igin deneyleri planlarken bilimsel
yaklasimin kullanilmasi da gerekmektedir. Deney tasarimi, siirecin incelenen
kalite karakteristigine etki eden kontrol edilebilir degiskenlerin degerlerini
sistematik olarak degistirerek siire¢ performansini etkileyecek degisken
degerlerini belirlemede kullanilan bir tekniktir (Montgomery, 2005). istatistiksel
deney tasarimu ile, analiz edilebilecek uygun verilerin toplanmasini saglayacak
deneylerin planlanmasi1 ve bu deneylerden gecerli sonuclar c¢ikarilabilmesi
amaglanmaktadir. Burada asil amag, en az sayida deneyle ¢ok fazla sayida dogru
bilgi elde etmektir.

Farkli mikroalg tirleri ile heterotrofik kosullara uyumlar1 agisindan yapilan
erlen denemeleri sonucunda biliyiime ve yag iiretimi agisindan en iyi sonuglari
veren tirler olan C. saccharophila ve C. cohnii ile kiiltiir ortaminin optimizasyonu

caligmalar1 gergeklestirilmistir. Bu tiir optimizasyon ¢alismalarinda siklikla
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kullanilan ve ylizey yanit yontemleri olarak bilinen Box-Behnken ve CCD
istatistiksel metodlar1 kullanilmaktadir (Mandenius and Brundin, 2008). Box-
Behnken dizayn, bagimsiz degiskenlerin daha az sayida kombinasyonu ile bagimli
degiskeni etkileme dereceleri daha kolay ve verimli sekilde yorumlanmasina
imkan vermektedir (Muthukumar et al., 2003).

Taguchi ve PB deney tasarim yontemleri ise, farkli parametrelerin, farkli
seviyeleri arasindan optimum kombinasyonu saptamak amaciyla kullanilan
olduk¢a faydali yontemlerdir. C. cohnii ile endiistriyel atiklarin kullanildigi
kompleks besin ortamlarinda organizmanin gelisimi T{lizerine hangi besin
elementlerinin ana etkilerinin 6nemli oldugunu saptamak amaciyla Taguchi ve PB
yaklagimlart  kullanilmistir. CSL igeren kiiltiir ortaminda hangi besin
elementlerinin C. cohnii hiicrelerinin gelisimi tizerine etkili oldugunu arastirmak
amaciyla Taguchi; PAS igeren kiiltlir ortaminda ise hangi besin elementlerinin C.
cohnii hiicrelerinin biiylimesi {izerine etkili oldugunu arastirmak amaciyla PB
deney tasarimi kullanilmistir. TUm bu optimizasyon calismalar1 Design Expert
programi (versiyon 7.0.0, Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN) kullanilarak
gergeklestirilmistir.

Yapilan denemelerde, istatistiksel optimizasyon metodlarmin kullanildig
denemeler disindaki analiz sonuglarmin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde
varyans analizi kullanilmistir. Coklu karsilastirmalarda ise Tukey’s post hoc test
kullanilmistir. S6z konusu istatistik analizlerin yapilmasinda SPSS for Windows
(versiyon 18.0) ve Minitab for Windows (versiyon 13.0) istatistik paket
programlarindan yararlanilmistir. Tiim yapilan istatistikler % 99 (p < 0.01) veya

% 95 (p <0.05) giiven araliklarina gére yorumlanmistir.

3.2.11 Kesikli biyoreaktor tretimleri

C. saccharophila ve C. cohnii mikroalg kdlturleri ile gevresel faktorlerin
etkilerinin  arastirlldigt  denemeler 2  litrelik  kesikli  biyoreaktdrde
gergeklestirilmistir (Sekil 3.4). Biyoreaktoriin 6rnek alma {initesi, asit, baz ve
inokulasyon siseleri otoklava dayanikli silikon hortumlar ile biyoreaktore
baglanmistir. Baglant1 yerleri otoklavlanabilen tek kullanimlik kelepgeler ile
sikistirllmis ve sistemin kapali kalmasi saglanmistir. Biyoreaktorde bir adet
Rushton 6 bigakli (yass1 pervaneli ¢ark) karistirict bulunmaktadir. Biyoreaktoriin
icine pH probu monte edilmeden 6nce pH 4 ve pH 7 tampon cozeltileri ile
kalibrasyonu yapilmistir. Sicaklik sensorii ve O probu monte edildikten sonra ise
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reaktor igerisine Once azot gazi ile azot kalibrasyonu, sonrasinda ise hava ile O;
probunun kalibrasyonu tamamlanmigstir. Hava dagitic1 olarak ring hava dagitici
kullanilmistir ve hava dagitic1 girisine ve yogusturucu ¢ikisina 0,2 pum gdzenek
capli hava sterilizasyon filtreleri takilmistir. Biyoreaktor igerisine kiiltiir ortamlari
konulduktan sonra 121 °C sicaklikta 30 dakika sterilizasyon yapilmistir.
Sterilizasyon tamamlandiktan sonra biyoreaktdriin tiim baglantilar1 tamamlanarak
Uretime hazir hale getirilmistir. Cizelge 3.5’de kullanilan biyoreaktorlerin

boyutlar1 verilmistir.

Kullanilan inokulant miktar1 biyoreaktor haciminin %10’u kadardir.
Erlenlerde hazirlanan logaritmik fazdaki hiicreler steril kabin igersinde steril cam
siselere aktarilmis ve bu siseler reaktore bagli inokulant sisesi ile alev yaninda yer
degistirilmistir. Inokulant peristaltik pompa vasitasiyla reaktdr igerisine
gonderilmistir.

Sekil 3.4  C. saccharophila ve C. cohnii hiicrelerinin yetistirilmesinde kullanilan 2 litrelik

biyoreaktor

Uretimler sirasindaki spesifik bilyiime hizi (u) ve ikilenme siireleri (tg)
asagidaki esitlikler kullanilarak hesaplanmistir (Doran, 1995):

— |n(X2)— In(xl)

L-t Denklem 3



59

In2
t,=—
H Denklem 4
Cizelge 3.5 Kullanilan 2 I’lik biyoreaktoriin boyutlar
Ozellik Uzunluk (cm)
Geniglik 23
Yukseklik (iist kapaga kadar) 28,5
Tiim biyoreaktér uzunlugu 39,1
¢ cap1 13
Rushton tip karistiricinin ¢api 53

3.2.12 Kesikli-beslemeli ve stirekli biyoreaktor tretimleri

Kesikli beslemeli isletim sistemiyle gerceklestirilen liretimlerinde 2 litrelik
biyoreaktor kullanilmistir (Bkz Sekil 3.4). Reaktoriin hazirligir Bolim 3.2.11°de
anlatildig1 sekilde gercgeklestirilmistir. Kullanilacak substratlar, siselerle reaktore

baglanmis ve peristaltik pompa vasitasiyla reaktor i¢erisine gonderilmistir.

Strekli  isletim  sistemiyle gergeklestirilen iretimlerinde  gerekli
ekipmanlarin ilavesiyle 2 litrelik biyoreaktor kullanilmistir (Sekil 3.5). Reaktdrin
hazirligi Bolim 3.2.11°de anlatildigi sekilde gergeklestirilmistir. Kullanilacak
substratlar, 5 I’lik siselerle reaktore baglanmis ve peristaltik pompa vasitasiyla
reaktor icerisine gonderilmistir. Reaktor 1,5 1 ¢alisma hacminde isletilmistir. Atik
sisesi reaktore baglanarak, peristaltik pompa vasitasiyla reaktor i¢erisinden ortam

kazanimi saglanmustir.
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Sekil 3.5 Siirekli sistemde kullanilan 2 litrelik biyoreaktor
3.2.13 Olgek buyiitme

Calismamizda C. cohnii hiicreleri ile yapilan 6lgek biiylitme ¢alismalarinda
(5 I ve 30 1) enerji dagilm hiz1 olgek biiyiitmede kriter olarak alinmustir.
Karigtirmali reaktorlerde, karistiriciyr ¢cevirmek igin gerekli giic ampirik bagintilar
kullanilarak hesaplanmistir (Nielsen et al., 2003). Cizelge 3.6’da 6lcek buyutilen
biyoreaktorlerin boyutlar1 ve Sekil 3.6’da kullanilan biyoreaktdrlerin goriintiisii

verilmistir.

Karigtirma i¢in gerekli giic pek ¢ok faktore dayanmaktadir. En 6nemlileri
Ni, di, p. ve n’dir. Boyut analizi yapildiginda, bu faktorleri boyutsuz bir sayida
biraraya getirmek mumkin olabilmektedir (Turker, 2005). Karistirma igin gii¢
tiiketimi, boyutsuz bir say1 olan gii¢ sayis1 (Np) ile agiklanabilmektedir.

P

Np =————
" pu NG *d?

Denklem 5
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Cizelge 3.6 Olgek biiyiitmede kullanilan biyoreaktdrlerin boyutlart

Biyoreaktor Ozellik Uzunluk
(cm)
Genislik 26
Yiikseklik (i¢ kapaga kadar) 34,5
¢ cap1 16
5 litre Hava dagitic1 ve karistirict arasindaki mesafe 2,5
Rushton tip karistiricinin gap1 6,4
Tiim biyoreaktér uzunlugu 32
Ring hava dagitict gozenek biiylikligi 0,08
Geniglik 85
Yikseklik 175
301 I¢ capt 25
Rushton tip karigtiricinin ¢api 8
Baffle (4 adet) genislik 2,5

@ (b)

Sekil 3.6 C. cohnii hiicreleriyle yapilan 6l¢ek biiylitme ¢aligmalarinda kullanilan (a) 5 ve (b) 30

litrelik biyoreaktorler
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Gilig¢ sayist  Reynolds sayisinin (Re)  bir  fonksiyonu olarak
aciklanabilmektedir. Reaktordeki tiirbiilans karistiricinin Reynolds sayist ile
tanimlanir. Uretim ortamimin yogunlugu, dinamik vizkozite degeri, karistiricinin
cap1 ve karistirma hizi kullanilarak Reynolds sayisi hesaplanmistir (Bailey and
Ollis, 1986).

pLN di2
n Denklem 6

Re =

30 I’'lik biyoreaktor tretimi icin gerekli olan inokulant 2 I’lik biyoreaktdrde
yapilan iiretim ile elde edilmistir. Hiicreler logaritmik faza geldiginde (yaklasik 4-
5 glin) reaktor icerisinden peristaltik pompa vasitasiyla 2 I’lik steril cam siseye

alinmustir.

30 litrelik biyoreaktor Gretimi sonucunda elde edilen biyoktleyi kultur

ortamindan ayirmak i¢in Sekil 3.7°de verilen ¢canakl santrifiij kullanilmistir.

Sekil 3.7 30 litrelik biyoreaktor uretimi sonucunda biyokitleyi kiltiir ortamindan ayirmak igin

kullanilan ¢anakli santrifiij

3.2.14 Calismada takip edilen basamaklar

Calismada takip edilecek yontem ve basamaklar genel hatlartyla Sekil
3.8’de gosterilmektedir.
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Sekil 3.8 Calismada takip edilen basamaklar
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 On Denemeler

Bu calismada oncelikle, ¢coklu doymamis yag asitlerince zengin yag asidi
kompozisyona sahip olduklar1 diisiiniilen farkli mikroalg tiirlerinin heterotrofik
kosullardaki biiylime potansiyellerinin arastirilmasi amaclanmistir. Bu amagla,
Tetraselmis suecica CCMP906, Phaeodactylum tricornutum CCMP630,
Crypthecodinium cohnii CCMP316, Chlorella minutissima UTEX2341, Monodus
subterraneus UTEX151, Chlorella sacharophila UTEX tiirlerinin, farkli ortam ve
klltivasyon kosullarinda (fotoheterotrofik ve heterotrofik) biiyiime ve yag tiretimi

acisindan potansiyelleri ortaya konulmustur.
4.1.1 Phaeodactylum tricornutum ile yapilan ¢alismalar

Denizel bir tir olan Phaeodactylum tricornutum hicrelerinin coklu
doymamis yag asitlerinden EPA icerdigi bilinmektedir (Meiser et al., 2004). Bu
calismada P. tricornutum CCMP630 hiicrelerinin heterotrofik kiltivasyon
kosullarindaki ortam denemelerine f/2 ortamiyla, karbon kaynag1 olarak glikozun
kullanildig1 denemelerle baslanmistir. Fakat, yapilan birkag alt kiiltiir sonucunda,
P. tricornutum hiicrelerinde heterotrofik  kosullarda biiyiime olmadigi
gorilmiistiir. Dolayisiyla ¢alismalara 12/12 karanlik/aydinlik kosullarin saglandigi
24 °C inkiibasyon sicakliginda fotoheterotrofik kosullarda devam edilmistir.
Oncelikle farkli karbon kaynaklariyla, farkli konsantrasyonlardaki denemelere
baslanmistir. Bu amagla, glikoz ve gliserol 1; 3; 10 g/l konsantrasyonlarinda;
sodyum asetat ise 0,5; 4; 12 g/l konsantrasyonlarda kullanilmistir. Erlenlerde
gerceklestirilen yaklasik 11 giinliik tiretim sonunda, organizmanin zamana karsi

bliylime grafigi Sekil 4.1°de goriilmektedir.

Sekil 4.1’e bakildiginda en yiiksek hiicre gelisimi gliseroliin 3g/l
konsantrasyonunda elde edilmistir. Bunu, yine gliserolin 10 g/l ve 1g/l
konsantrasyonlarinin takip ettigi goriilmektedir. Hiicrelerin, glikozu ise ikinci
karbon kaynagi segenegi olarak kullandigi yine Sekil 4.1’den gorilmektedir.
Sodyum asetatin karbon kaynagi olarak kullanildigi erlenlerde ise kontrole gore
daha diisiik bir biyokiitle elde edilmistir. P. tricornutum hucrelerinin miksotrofik
kosullarda glikoza nazaran gliserolii karbon kaynagi olarak daha cok tercih ettigi
daha 6nceki ¢alismalarda da ortaya konmustur (Ceron Garcia et al., 2000, 2005).
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1,8
- -#---Glyc 1g/l ---m---glyc 3g/l ---A---glyc 10g/l
n
1,6 1 ---=s s glc g/l ---@---glc 3/l ---@---glc 10g/l R
- - -l - - na-acetate 0,5g/I - na-acetate 4g/| - - -==- - - na-acetate 12g/|
A
4 - - -A- - - kontrol .
14 .

Zaman (gun)

Sekil 4.1 P. tricornutum hicrelerinin fotoheterotrofik kosullarda farkli karbon kaynaklart

varliginda biiylime grafigi.

Farkli azot kaynaklarmin ve konsantrasyonlarmin P. tricornutum
hiicrelerinin fotoheterotrofik kosullardaki gelisimi iizerine etkilerini belirlemek
icin erlen denemeleri gergeklestirilmistir. Bunun ig¢in f/2 ortaminda bulunan
NaNOj; 0,5; 1,5 ve 3 g/l diizeylerinde; organik azot kaynagi olarak ise iire 0,2;0,5
ve 1 g/l diizeylerinde ortama konulmustur. Ortamda karbon kaynagi olarak
gliserol 3 g/l diizeyinde kullanilmistir. Karanlik/ aydinlik (12/12, saat) kosullarin
saglandigi 24 °C inkiibasyon sicakliginda 14 giin boyunca yapilan deneme
sonucunda elde edilen sonuglar Sekil 4.2°de goriilmektedir.

3 3
---&-- NaNO305gl  ---B-- NaNO3 1.5g/l
---4-- Ure0.2g/ se-=--Ure0.5g/ ---A-- NaNO3 2.8g/l  ---OF-- Kontrol
254 ---A--dre g/ ---m-- kontrol 257 -
2 1 2 RN,
. .
. R R o
8 15 A . g 15 a
Y VA
;] Yt . L
p: oA x4
05 051 .m
----::::’tz' CJezezziic
0 T T 0+ T
0 5 10 15 0 5 10 15
Zaman (giin) Zaman (gun)
(a) (b)

Sekil 4.2 P. tricornutum hiicrelerinin fotoheterotrofik kosullarda farkli azot kaynaklar1 (a) Ure,
(b) NaNO; varliginda biiyiime grafikleri.
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P. tricornutum hiicrelerinin tire varh@indaki gelisimlerinin kontrol ortamina
(f/2) gore daha diisiik seviyede kaldigi goriilmektedir (Bkz. Sekil 4.2). Buna
karsin kontrole gore en iyi biiyiimenin, NaNOs’in 1,5 g/l diizeyinde oldugu
denemede elde edildigi goriilmistiir (Bkz. Sekil 4.2). Bu denemede yaklasik
olarak 0,4 g/1 kuru hiicre agirligi elde edilmistir. P. tricornutum gelisme ortaminda
azot kaynagi olarak genelde NaNOj3’in kullanildigir daha dnceki ¢alismalarda da
belirtilmistir (Ceron Garcia et al., 2000, 2005). Elde edilen biyokutlelerin toplam
yag miktarlarinin %20-30 (g/g) diizeyinde oldugu saptanmustir. P. tricornutum
hiicrelerinin toplam yag asidi profillerine bakildiginda ise baslica C14:0 (%14-
20), C16:0 (%16-24), C16:1 (%22-27), C18:0 (%6-10), C18:1 (%6-8) ve C20:5
(%8-15) yag asitlerini i¢erdigi belirlenmistir.

4.1.2 Tetraselmis suecica CCMP 906 ile yapilan ¢alismalar

Tetraselmis tiirleri ozellikle su iriinleri yetistiriciliginde ¢ok siklikla
kullanilan bir mikroalg tirtdiir. Tetraselmis suecica CCMP 906 ile heterotrofik
kosullarda yapilan denemelerde hiicrelerin flajellerini kaybettigi ve biiyiimenin
cok yavas oldugu saptanmistir. Dolayisiyla, T. suecica ile yapilan g¢alismalara
fotoheterotrofik kosullarda (12:12, karanlik:aydinlik) devam edilmistir. T.
suecica’nin sodyum metasilikatli f/2 (f/2+Si) biiylime ortaminda farkli karbon
kaynaklarinin (glikoz, gliserol, ksiloz) kullanildigt denemeler sonucunda
hiicrelerinin karbon kaynagi olarak gliserolii tercih ettigi belirlenmistir. Daha
sonraki asamada ise gliseroliin farkli konsantrasyonlarinda (3, 9, 15 ve 24 g/1) 8
giinliik erlen iiretimleri sonucunda elde edilen sonuglar Sekil 4.3°de
gortlmektedir. Gliserolin 3 g/l ve 9 g/l konsantrasyonlarinda gelisim, diger
konsantrasyonlara gore daha yiiksek diizeyde gergeklesmistir. Farkli gliserol
konsantrasyonlarinda elde edilen toplam biyokiitle miktarlarinin 0,3-0,42 g/l

oldugu saptanmistir.

Tetraselmis suecica CCMP 906 denizel bir mikroalg tiirii oldugu igin /2 +Si
ortami yani sira, diger denizel kiiltiir ortamlar1 olan zenginlestirilmis deniz suyu
(ESW) ve Walne ortamlar1 da mikroalgal biiyiime amagl kullanilmistir. Ug farkli
temel ortam biiyiime a¢isindan karsilastirildiginda, f/2+Si ortaminda T. suecica
hlcrelerinin daha iyi bir gelisim gosterdigi belirlenmistir. Daha sonrasinda, f/2+Si
ortami temel alinarak, farkli azot kaynaklarimin kullanildigi erlen denemeleri
gerceklestirilmistir. Denemeler, fotoheterotrofik kosullarda 250 ml’lik erlenlerde,
calkalamali inkiibatorde 23 °C sicaklikta ve 130 rpm karistirma hizinda
gerceklestirilmistir. Karbon kaynagi olarak gliserol (3 g/l) kullanilirken, farkli
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azot kaynaklarmin fotoheterotrofik biiylimeye etkisi incelenmistir. Buna gore, en
fazla biyokitle (0,3-0,6 g/l), azot kaynagi olarak proteoz pepton ve maya
ekstraktinin  kullanildigi denemelerde elde edilmistir. T. suecica icin bu
denemelerden elde edilen biyokiitlelerin toplam yag miktarlarinin kuru agirhigin
%22-31’1 arasinda degigsmekte oldugu saptanmistir. Yag asidi kompozisyonlari
acisindan incelendiginde ise baslica C14:0 (%S5,5-10), C16:0 (%19-24), C16:1
(%2-5), C17:1 (5-12), C18:0 (%5-9), C18:1 (%4-9), C18:2t (10-17), C18:2c (3-7),
C20:1 (9-13), C21:0 (3-9), C20:5 (%4-6) ve C22:6 (3-8) yag asitlerini igerdigi
belirlenmistir.

---¢--- Gliserol 3g/l - --m--- Gliserol 9gll S
181 ---A - - Gliserol 15g/l — - — Gliserol 24gll i
16 IRE
1,4 ‘—‘.'
12 Y
o - |
[a) BT . o
o ! e
R
0,8 P
s
. I
0,6 1 LT
2 7
04 ,~’;—'/
g
02 4 _a/
o ‘ ‘
0 2 4 6 8

Zaman (gun)

Sekil 4.3 T. suecica hiicrelerinin fotoheterotrofik kosullarda farkli gliserol konsantrasyonlarindaki
biyime grafikleri.

4.1.3 Chlorella saccharophila UTEX 247 ile yapilan ¢cahsmalar

Yesil bir mikroalg olan Chlorella tirleri, ticari olarak Gretilen en eski
mikroalg tiirlerinden biridir. Ayrica biyokimyasal ve fizyolojik ¢aligmalar i¢in de
model teskil etmektedir. Chlorella saccharophila bir tathh su tiridir. C.
saccharophila ile yapilan 6n denemelerde ortamda bulunan glikoz ve gliserol
varliginda heterotrofik olarak gelisim gosterdigi saptanmugtir. Kiiltiir ortami
olarak Bristol ortam1 temel alinarak farkli azot kaynaklarinin ((NH4)2SO4, KNOs,
bakteriyolojik pepton, maya ekstrakti) heterotrofik kosullarda biiylime {izerine
etkisinin incelendigi 6 giinliik iiretim sonunda, en yiiksek biyokiitle miktarinin
(0,6-0,8 g/l) organik azot kaynaklar1 varliginda elde edildigi belirlenmistir. C.
saccharophila i¢in bu denemelerden elde edilen biyokiitlelerin toplam yag
miktarlariin  ise kuru agirhgin  %20-38’1 arasinda degismekte oldugu
saptanmistir. Yag asidi kompozisyonlar1 agisindan incelendiginde ise baslica
C14:0 (%3-10), C16:0 (%15-22), C17:1 (%2-9), C18:0 (%5-11), C18:1 (%21-31),
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C18:2c (%18-29), C20:1 (%6-10), C18:3 (%1-2) yag asitlerini icerdigi

belirlenmistir

Ayrica, organizmanin tuz dayanimini belirlemek icin yapilan denemede,
NaCl’in 5-25g/1 konsantrasyonlarinin biyokiitle iizerine etkisi incelenmis ve tuz
konsantrasyonunun biyokiitle {izerine etkisinin Onemli oldugu belirlenmistir
(p<0,01). NaCl’in 4g/l konsantrasyonunda maksimum biyokiitle elde edilmistir.
NaCl’iin bu etkisi baz1 Chlorella tlrleri icin de bilinmektedir. Biiylime ortaminda
NaCl’lin 4-5 g/1 olmasi durumunda buytimeyi olumlu yonde etkilemektedir (Seto
et al.,, 1984). C. saccharophila i¢in de NaCl’iin bu etkisi yapilan bu 6n

denemelerde belirlenmistir.

4.1.4 Chlorella minutissima UTEX 2341 ve Monodus subterraneus CCMP 906

ile yapilan ¢alismalar

Chlorella minutissima, ¢oklu doymamis yag asitlerinden EPA igerigi ¢ok
yuksek olan denizel mikroalg tirtdir. C. minutissima’nin heterotrofik veya
fotoheterotrofik bliylime potansiyelinin arastirilmast i¢cin 3 farkli karbon
kaynaginin  kullanildigt denemeler gergeklestirilmistir. C. minutissima’nin
heterotrofik kosullarda kiiltlivasyonunda, hiicrelerin klorofilini kaybettigi ve
renksizlestigi belirlenmistir. Bu sebeble, C. minutissima ile yapilan g¢alismalar
fotoheterotrofik kosullarda gerceklestirilmistir. C. minutissima’nin
fotoheterotrofik kosullarda her 3 karbon kaynagini da (glikoz, gliserol ve etanol)
kullanabildigi, fakat gliserol ve glikoz varliginda biiyiimenin daha hizli
gerceklestigi saptanmustir. C. minutissima ile fotoheterotrofik kosullarda elde
edilen biyokiitle verimliligi ise 0,12-0,15 g/l.giin diizeyinde gerceklesmistir.
Biyokiitle yag igeriginin ise %17-20 diizeyinde oldugu saptanmistir. Yag asidi
kompozisyonlar1 agisindan incelendiginde ise baslica C14:0 (%3-9), C16:0 (%10-
15), C18:0 (%2-7), C18:1 (%10-18), C18:2c (%30-35), C18:3 (%2-3) ve C20:5
(%4-7) yag asitlerini igerdigi belirlenmistir.

Monodus subterraneus CCMP 906 ise genelde tatli su kosullarinda yasayan
bir mikroalg tartudir. Denemeler, BG-11 kiiltiir ortaminda gergeklestirilmistir.
Organik azot kaynagi olarak pepton kullanildiginda diger inorganik azot
kaynaklarmma gore biiyiimenin daha iyi oldugu saptanmistir. Fotoheterotrofik
kosullarda yapilan kiiltiirleme sonucunda elde edilen biyokiitle verimliliginin 0,1-
0,12 g/l.giin diizeyinde kaldig1 ortaya konmustur. Biyokiitlenin toplam yag

iceriginin kuru agirhigin %12-14’1 arasinda degismekte oldugu, diger mikroalg
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trlerine gbre daha disik seviyede kaldigi belirlenmistir. Yag asidi
kompozisyonunda ise toplam yag asitleri igersinde %22-26 ile C16:0 ve %18-20
ile C16:1 bast ¢ekmektedir. Toplam yag asitleri igerisinde EPA ise %13-16
arasinda bulunmaktadir.

Farkli mikroalg tiirleri ile yapilan 6n denemeler neticesinde elde edilen

sonuglar Cizelge 4.1’de 6zetlenmistir.

S6z konusu mikroalglerden 4 tanesinin (C. minutissima, T. suecica, P.
tricornutum ve M. subterraneus) ortamda bulunan karbon kaynagi varliginda,
fotoheterotrofik olarak buylime gosterdikleri belirlenmistir (Cizelge 4.1).
Mikroalglerin biiyiilk 0Olgek iiretimleri sd6z konusu oldugunda en Onemli
parametrelerden biri biyokiitle verimliligidir. Biyokiitle verimliligi agisindan
mikroalg tiirlerini karsilastirdigimizda, 0,05-0,100 g/l.giin ile T. suecica en diistik
degere sahip oldugu goriilmektedir. T. suecica hiicrelerini 0,087-0,100 g/l.gln
degerleriyle P. tricornutum izlemektedir. C. minutissima ve M. subterraneus ise
hemen hemen ayni biyokiitle verimliliklerine sahiptir. Fotohetetrofik kosullarda
gelisen bu mikroalg tiirlerini, yag miktarlari ve yag kompozisyonlar1 agisindan ele
aldigimizda ise; kuru agirliginin %20-32’si kadar yag i¢eren P. tricornutum, hem
toplam yag miktar1 hem de igerdigi EPA ve DHA ile dikkati ¢ekmektedir. P.
tricornutum’u, toplam yag miktar1 agisindan (%20-34) T. suecica takip etse de,
yag kompozisyonuna baktigimizda neredeyse yaris1i kadar EPA, az miktarda da
DHA igerdigi goriilmektedir. Fakat, T. suecica toplam yag asitleri igerisinde %15-
18 oraninda a-linolenik asit (C18:3n3) icermektedir. a-linolenik asit ¢oklu
doymamis ®-3 yag asitlerinden olup viicut i¢in elzem yag asitlerinden biridir.
Toplam yag asitleri igerisindeki EPA miktar1 ag¢isindan P. tricornutum ile hemen
hemen aymi degerlere sahip mikroalg tiiri olarak M. subterraneus goze
carpmaktadir. Fakat, M. subterraneus’un diger 3 mikroalg tiri ile
karsilastirildiginda, daha diisiik bir yag igerigine sahip oldugu goriilmektedir. Bu
mikroalg tiirleri, hem heterotrofik kosullarda biiylime gdsterememeleri hem de
heterotrofik kosullara alternatif olan fotoheterotrofik kosullardaki biyokiitle
verimlilikleri, yag miktar1 ve kompozisyonlar1 ag¢isindan diisiik degerlerde
kaldiklar1 i¢in ¢alismanin bundan sonraki asamalari i¢in kapsam disinda

brrakilmislardir.



Cizelge 4.1

kompozisyonlar: arasindaki farkliliklar

Calisilan mikroalg tiirlerinin heterotrofik ve/veya fotoheterotrofik kosullardaki kiiltiirlerinin biyokiitle verimlilikleri, toplam yag miktart ve yag asidi

Yag kompozisyonu(% TFA)

Toplam
o Biyokutle yag C14:0 C16:0 Cl61 CI8:0 Ci81 Ci82 cig3 200 226
Blyume verimliligi miktari
Mikroalg modu (9/l.gtin) (% g/g)
C. Heterotrofik )
saccharophila 0,156-0,400 22-48 2-10 17-23 - 4-10 20-30 22-30 6-10 -
C. minutissima  Fotoheterotrofik 0,120-0,150
17-20 3-9 10-15 - 2-7 10-18 35-40 2-3 - -
T. suecica Fotoheterotrofik 0,05-0,100
20-34 6-8 25-31 - 7-10 7-10 7-10 15-18 5-7 3
P. tricornutum  Fotoheterotrofik 0,087-0,100 20-32 14-21 16-25 - 4-10 6-8 - - 8-16 2-4
C. cohnii Heterotrofik 0,400-0,750 25-50 11-17 16-25 2-7 8-20 2-8 - - 30-50
M. Fotoheterotrofik 0,100-0,120
subterraneus 12-15 10-13 22-26 18-20 - - - - 13-15 -

0L
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S6z konusu mikroalg tiirleri icerisinde, heterotrofik kosullarda biiyiime
gosteren turler C. saccharophila ve C. cohnii olmustur. C. saccharophila ile
heterotrofik kosullarda gerceklestirilen iiretimlerdeki biyokiitle verimliliklerinin
0,156-0,400 g/l.glin arasinda degismekte oldugu ve bu verimlilik degerlerinin
fototrofik kosullarda gergeklestirilen iiretimlere gore (0,018 g/l.glin) oldukc¢a
yiiksek oldugu saptanmistir. Ayrica, fototrofik ve heterotrofik kiiltiirlerin yag
miktarlar1 ve yag asidi kompozisyonlar1 arasindaki farkliliklar da goze
carpmaktadir. Heterotrofik kosullarda biiyiiyen hiicrelerin kuru agirligimin %54°0
oraninda yag igerdikleri belirlenmistir. C. saccharophila’nin yag asidi
kompozisyonuna bakildiginda ise toplam yag asitleri igerisinde %?20-30
oranlarinda C18:1 ve C18:2, %5-10 oranlarinda da C18:3 igerdigi ortaya
konmustur. Linoleik asit ve o-linolenik asit organizmada sentezlenemeyen ve
besinlerle birlikte alinmas1 gerekli olan elzem yag asitlerindendir. Dolayisiyla, C.
saccharophila, zengin linoleik asit ve a-linolenik asit igerigi ile su friinleri

yetistiriciliginde yem kaynagi olarak da kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Heterotrofik kosullarda biiyiime gosteren ve zengin DHA igerigiyle dikkat
ceken organizma C. cohnii olmustur. C. cohnii ile DHA (retimi tizerine yapilan
caligmalarda ¢ogunlukla ATCC 30772, ATCC 30556, ATCC 50051 tirleri
kullanilmistir (De Swaaf et al., 1999; Jiang et al., 2000a, b; Ratledge et al., 2001).
Bu projede ise, Crypthecodinium cohnii CCMP 316 (Culture Collection of Marine
Phytoplankton,USA) tiirii ile c¢alistlmistir. C. cohnii fotoheterotrofik ve
heterotrofik kosullardaki kiiltiirlemeleri ¢alisilan diger mikroalg tiirleri icerisinde
en ylksek biyokiitle verimliligine ve yag icerigine sahip tiir olarak gbze
carpmaktadir (Bkz. Cizelge 4.1). Bunun yani sira, toplam yag asitleri igerisinde
%30-50 oraninda yiiksek DHA igerigine sahiptir.

Calismanin bundan sonraki asamalarinda, heterotrofik kosullara adaptasyon
ve biyokiitle verimliligi, toplam yag iiretimi ve yag kompozisyonu agisindan umut
vaadeden mikroalg tdrleri Chlorella saccharophila UTEX 247 ve
Crypthecodinium cohnii CCMP 316 hiicreleri ile kiiltiir ve ¢evre kosullarinin

optimizasyonu ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
4.2 Floresan Mikroskop ile Hiicre I¢i Yag Damlaciklarimi Gériintiileme
Floresan mikroskop, c¢alisilan tiirlerin hiicre i¢i yag damlaciklarin

gorlintiillemek amaciyla kullanilmistir. Sekil 4.4’de bazi tiirlerin hiicre igindeki

yag globiilleri goriilmektedir. Floresan mikroskop, farkl tiirlerle farkli kosullarda
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yapilan 6n denemeler sirasinda hiicrelerin yag damlaciklarini goézlemlemek

amaciyla zaman zaman kullanilmistir.

(@) (b)

(©)

Sekil 4.4 Farkli mikroalg tiirlerine ait nil kirnuzi ile boyama sonucunda floresan mikroskopta
goriilen yag damlaciklar1 goriintiileri; (a) Chlorella saccharophila UTEX 247, (b)
Crypthecodinium cohnii CCMP 3186, (c) Tetraselmis suecica CCMP906

4.3 Chlorella saccharophila ile Yapilan Calismalar

C. saccharophila hiicrelerinin heterotrofik kosullarda en iyi biiyiimeyi
gosterdigi uygun azot ve karbon kaynaklar1 belirlenmistir. Daha sonra, belirlenen
karbon ve azot kaynaklarinin istatistiksel optimizasyon metodlar1 ile kiiltiir
ortamindaki konsantrasyonlarinin optimizasyonlar1 gerceklestirilmistir. Son olarak
da, olusturulan optimum kiiltir ~kosullarinda  biyoreaktér  denemesi
gergeklestirilmistir. Biyoreaktordeki iiretim boyunca, biliylimenin yani sira
C. saccharophila hiicreleri i¢in gelistirilmis olan nil kirmiz1 metoduyla floresan
spektrofotometre mikroplaka okuyucuda hiicrelerin nétral yag tretimi de takip

edilmistir.
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4.3.1 Kuru hiicre agirhgi ve optik yogunluk arasindaki iliski

Buyumeyi takip etmek icin, C. saccharophila hiicrelerinde kuru agirlik (g/1)
Olctimleri yapilarak optik yogunluga (700 nm) karsin kuru agirlik kalibrasyon

denkligi elde edilmistir. Buna gore;
Kuru agirlik (g/1)= 0,2420D7o; R?=0,95, p< 0,05 seklindedir. Denklem 7

C. saccharophila ile yapilan tiim ¢alismalarda denklem 7’de verilen kuru
agirlik denkligi kullanilmastir.

4.3.2 C. saccharophila hiicre gelisimi iizerine azot ve karbon kaynaklarinin
etkisi

Erlenlerde yapilan denemelerde, farkli azot kaynaklarinin (NH4Cl, NaNOj3
ve bakteriyolojik pepton) heterotrofik kosullarda C. saccharophila hicrelerinin
gelisimi lizerine etkileri incelenmistir. Kiiltiir ortaminda farkli azot kaynaklari
kullanildiginda, temel Bristol ortaminda bulunan NaNOs3 ortamdan ¢ikarilmistir.
Erlenlerde karbon kaynagi olarak glikoz kullanilmis ve her bir erlendeki C/N
orant 20 olacak sekilde ayarlanmustir. Kiiltiir ortaminda kullanilan farkli azot
kaynaklarmin hicre biylmesi Uzerine etkileri istatistiksel olarak 6nemli
bulunmustur (Cizelge 4.2). En yiiksek kuru hiicre agirhigi (0,48 g/l1) azot kaynagi
olarak bakteriyolojik pepton kullanildiginda elde edilmistir. Amonyak tuzlar
kullanildiginda, kiiltivasyonun 70. saatinden sonra pH’da diislis saptanmis ve
hiicrelerde lizis gézlenmistir. Yapilan bir c¢alismada, C. vulgaris kullanilarak
kentsel atik sularindan amonyumun uzaklastirilmasi denemesinde, ortamda glikoz
ve asetat bulundugunda daha iyi sonuglar elde edildigi belirtilmistir (Perez-Garcia
etal., 2011a).

Farkli karbon kaynaklarinin (glikoz, gliserol, asetik asit) sirasiyla 6 g/l; 5
g/1; 7g/1 konsantrasyonlarda heterotrofik kosullarda C. saccharophila hiicrelerinin
gelisimi {izerine etkisi erlen denemeleri ile ortaya konmustur. Bu denemede, 1 g/l
bakteriyolojik peptonun Bristol ortamina ilave edildigi ortam temel ortam olarak
alinmistir. Deneme sonucunda, maksimum hiicre konsantrasyonunun glikoz
varliginda oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.3). C. saccharophila hicrelerinin
hlicre biiytimesi tizerine glikoz ve gliseroliin farkli etkileri oldugu saptanmis ve
kuru hiicre agirligr acisindan aralarindaki farkin istatistiksel olarak énemli oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.3). Farkli karbon kaynaklarmin Chlorella vulgaris ve
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Chlorella sorokiniana hiicrelerinin gelisimi tizerine etkileri de baska arastiricilar
tarafindan ortaya konmustur (Hongjin and Guangce, 2009; Perez-Garcia et al.,
2011a). Bu ¢alismada, organizmanin glikoz ve gliserol tercihindeki farklilik gibi,
Liang et al (2009) da glikozun asetata gore daha yiiksek hiicre biiyiime hizlarina
neden oldugunu ortaya koymuslardir. Heterotrofik C. vulgaris i¢in de farkl
karbon kaynaklari tercihleri belirlenmistir (Perez-Garcia et al., 2011a). C. vulgaris
hiicrelerinin glikoz varliginda steril kentsel atiksularda gelisimi, asetat ile
karsilastirildiginda daha iyi sonuglar vermistir. Yapilan diger ¢alismalarda da,
farkli glikoz ve gliserol konsantrasyonlarinin mikroalgal hiicre biiylimesi ve
gelisimi tizerinde farkli etkileri oldugu saptanmistir (Heredia-Arroyo et al., 2010;
Azmaetal., 2011).

Cizelge 4.2 Farkli azot kaynaklarmin (NH4CI, NaNOs, bakteriyolojik pepton) erlenlerde
heterotrofik kogullarda gelisim gosteren C. saccharophila hicrelerinin  kuru
agirhiklar {izerine etkisi®.

Azot kaynag:”
NH,CI NaNO; Bakteriyolojik pepton
Kuru hiicre agirhg (g/1)  0,165+0,003° 0,138+0,013° 0,480+0,056"

®Ornekler hiicreler duragan fazdayken alinmustir. Inokulasyon oram %10 (v/v). Kullanilan
glikoz konsantrasyonu 6 g/I’dir. (Ort. £ Std. Hata; n=4).

AB Farkl bityiik harflerle gosterilen azot kaynaklari arasindaki fark énemlidir (p < 0,05).

Cizelge 4.3 Farkli karbon kaynaklarinin (glikoz, gliserol, sodyum asetat) erlenlerde heterotrofik
kosullarda gelisim gdsteren C. saccharophila’nin kuru hiicre agirligi iizerine etkisi®,

Karbon kaynaklari”

Glikoz Gliserol Sodyum asetat
Kuru hiicre agirhig (g/L) 0,344 +0,012"  0,248+0,006° 0,092 + 0,004°
Yxs (g biyokitle/g substrat) 0,25+ 0,02 0,17 £ 0,01 0,09 + 0,02

®Ornekler hiicreler duragan fazdayken almmustir. inokulasyon oranmi %10 (v/v). Azot kaynagi
olarak bakteriyolojik pepton (1g/1) kullanilmistir (Ort. + Std. Hata; n=4).

®Farkl karbon kaynaklar1 (glikoz, gliserol, sodyum asetat) sirasiyla 6g/l; 5g/1; 7 g/1.
AB Farkli bityiik harflerle gosterilen karbon kaynaklari arasindaki fark énemlidir (p< 0,05).

Fototrofik ve heterotrofik sistemler biyokiitle ve yag verimlilikleri
acisindan karsilastirildiginda, heterotrofik ortamlarda daha yiiksek degerler elde
edilebilmektedir (Tan and Johns, 1991; Azma et al., 2011; Li et al., 2011). Ancak
maliyet agisindan gozoniine alindiginda, karbon ve azot kaynaklarinin dikkatli
secilmesi gerekmektedir (Perez-Garcia et al., 2011b). Yiksek substrat
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maliyetlerinden kaginmak i¢in ucuz kaynaklarin kullanilmasi 6nemlidir. Bu
calismada da, farkli azot ve karbon kaynaklarinin C. saccharophila hicrelerinin
heterotrofik biliyiimesi iizerine etkileri incelenmistir. Diger inorganik azot
kaynaklarina gore maliyeti daha yiiksek olmasina karsin, C. saccharophila ile en
iyi blylme bakteriyolojik pepton kullanildiginda elde edilmistir. C. saccharophila
hiicrelerinin organik azot kaynag tercihi bu ¢alismayla ortaya kondugu i¢in, bira
mayast atigi olan maya ekstraktinin da alternatif azot kaynagi olarak
kullanilabilecegi diisiintilmektedir. Organizmanin karbon kaynaklar1 tercihleri gz
Oniine alindiginda ise, glikoz ve gliserol ile kiyaslandiginda asetatin en diisiik
biyokiitle konsantrasyonunu verdigi saptanmistir (Bkz. Cizelge 4.3). Oysa ki,
atiksu arttiminda kullanilan diger Chlorella tirlerinde asetat kullanimi en
ekonomik substrat olmaktadir (Perez-Garcia et al., 2011a). Fakat, asetat %1-2
konsantrasyonlarinin iizerinde pek ¢ok hiicre i¢in toksik olabilmektedir
(Vazhappilly and Chen, 1998). Bu kadar diisiik karbon konsantrasyonlarinda bir
fermentasyon prosesi yiiriitmek son hiicre biyokiitlesi agisindan diistintildiiglinde
pratik olmamaktadir. Boyle bir durumda fermentasyonu kesikli beslemeli olarak
isletmek gerekecektir ki bu da isletme maliyetlerini arttirict bir sonug yaratacaktir
(De Swaaf et al., 2003b).

Yiksek besin ortami maliyetlerinden kaginmak igin, bir biyodizel atig1 olan
gliseroliin karbon kaynagi olarak degerlendirilebilecegi bilinmektedir (O’Grady
and Morgan, 2010). Bu bilgiden yola ¢ikarak bu g¢alismada da, gliseroliin C.
saccharophila hicrelerinin heterotrofik ortamda alternatif karbon kaynagi olarak
kullanabilecegi de gosterilmistir. Gliserol varliginda hem hiicre biiyimesi hem de
kuru hiicre agirligr glikozlu ortama gore daha diisiik seviyede kalsa da, asetatin
kullanildig1 ortama gore daha yiiksek degerde oldugu saptanmistir (p<0,05). Daha
once yapilan calismalarda, pek ¢ok heterotrofik mikroalg i¢in en uygun karbon
kaynaginin glikoz oldugu saptanmistir (Xu et al., 2006; Liang et al., 2009; Azma
etal., 2011). Glikozun, C. saccharophila i¢in de uygun bir karbon kaynagi oldugu

bu ¢alisma ile ortaya konmustur.

4.3.3 C. saccharophila i¢in karbon ve azot kaynaklarinin optimizasyonu

Mikroalgal biyokiitle {iretimi iizerine yapilan caligmalarin pek ¢ogunda tek
bir degiskenin degistirildigi, diger tiim parametrelerin sabit tutuldugu, klasik
yontemin kullanildigr goriilmektedir (Shi et al., 1999; Liang et al., 2009; O’Grady
and Morgan, 2010). Klasik yontemle yapilan denemeler, analiz edilmesi ve

yiiriitiilmesi kolay olmasina karsin iki biiyiik eksiklik igermektedir. Birincisi, bu
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deneme desenleri faktorler arasindaki etkilesmeyi dikkate almamaktadir. Ozellikle
faktorler arasindaki etkilesimin onemli oldugu durumlarda optimum kosullarin
ortaya konmasinda eksiklik yasanacaktir. Ikinci olarak, yapilmasi gereken deneme
sayis1 herzaman i¢in daha fazladir. Faktor sayisi fazla oldugunda bu durum daha
karmasik bir hal alacak, zaman ve emek kaybina yol agacaktir (Mandenius and
Brundin, 2008).

Yiizey yanit yOntemi, proseslerin gelistirilmesi ve optimizasyonu igin
gerekli istatistiksel ve matematiksel tekniklerin birlikte kullanildigi bir yontemdir
(Mandenius and Brundin, 2008). Bu yontem, sadece optimizasyon amacli degil,
islem degiskenlerinin ayr1 ayr1 ve birbirleriyle etkilesimlerinin yanitlar {izerine
etkilerinin belirlenmesinde de kullanilmaktadir (Ko¢ ve Kaymak-Ertekin, 2009).
Mikroalgal kiiltiirlemelerde ortam kompozisyonunun optimizasyonu amaciyla
ylizey yanit yontemleri yaygin olarak kullanilmaktadir (YouWen and Chen, 2001;
Azma et al., 2011; Li et al., 2011). Bu ¢alismada da, Box-Behnken deneme deseni
kullanilarak heterotrofik C. saccharophila hiicrelerinin  kiiltiir  ortaminin
optimizasyonu gerceklestirilmistir. Kiiltlir ortaminin optimize edilecek tasarim
parametreleri bakteriyolojik pepton, glikoz ve gliserol olarak belirlenmistir. Tiim
tasarim parametrelerinin minimum ve maksimum degerleri belirlenerek merkezde
3 tekrarli deney ile toplam 15 deney setinden olusan tasarim elde edilmistir. Kuru
hiicre agirligr (g/l) tasarimda yanit olarak alinmistir. Tasarimdaki farkli deney
setlerine ait her bir sonug Cizelge 4.4’te gortilmektedir.

Yapilan varyans analizi (ANOVA) sonuglar1 Cizelge 4.5’de goriilmektedir.
F degeri, belirli bir veri kiimesine iliskin olan bir modelin, bu veri kiimesindeki
varyasyonun ne kadarini agiklayabildigi ile iliskilidir. Bu iliski ise, agiklanan
varyasyonun ac¢iklanmayan varyasyona orani seklindedir. Regresyon esitligiyle
(model ile) agiklanan varyasyon miktarinin daha biiylik olmasi; bu esitligin,
sonuglart anlaml bir sekilde agiklama olasiliginin da daha biiyiik oldugunu ifade
eder. Varyans analizinde elde edilen F degeri, bu iliskinin bir él¢isudur. Daha
bliylik F degeri, regresyon esitliginin, verileri anlamli olarak agiklamada daha
yetenekli oldugunu gostermektedir. Cizelge 4.5’de goriilen model F degeri
(19,15), modelin anlamli oldugunu gostermektedir. Ayrica, 0,35 olan uyum eksigi
F degeri (“Lack of fit F value”), bu uyumsuzlugun, tekrarlanan deneylerde goriilen
hata pay1 olan saf hataya (“pure error”) gore c¢ok kiigiik oldugunu, diger bir
deyisle bu uyumsuzlugun anlamli olmadigini gostermektedir. ANOVA testi sonug
larina gore heterotrofik olarak kdltire edilen C. saccharophila’nin kuru hiicre
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agirhig1 iizerine bakteriyolojik pepton ve glikoz etkilesiminin 6nemli oldugu

saptanmistir (p<0,05).

Cizelge 4.4 C. saccharophila ile gergeklestirilen Box-Behnken deneme desenine ait deney
tasariminda bagimsiz degiskenlerin (glikoz, gliserol ve bakteriyolojik pepton) gercek
degerleri ve elde edilen yanit (kuru hiicre agirligy, g/1).

Bagimsiz Sembol Kodlanmis faktorlerin gercek degerleri
degiskenler (g/1)
Kodlanmig -1 0 1
Glikoz X1 0 20 40
Gliserol Xy 0 5 10
B. pepton X3 0.1 0.55 1
Runs X1 X X3 Kuru hiicre agirlig: (g/1)
1 0 10 0,55 0,20
2 40 5 0,10 0,30
3 20 10 0,10 0,35
4 20 0 0,10 0,55
5 20 5 0,55 0,65
6 0 0 0,55 0,10
7 20 5 0,55 0,45
8 40 0 0,55 0,95
9 20 10 1,00 1,05
10 0 5 1,00 0,10
11 40 10 0,55 0,65
12 20 0 1,00 1,05
13 40 5 1,00 1,10
14 20 5 0,55 0,80
15 0 5 0,10 0,05

Box-Behnken deneme deseni sonucunda elde edilen ve yanit1 ilgili bagimsiz
degiskenlerle iliskilendiren, istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilen ikinci

dereceden polinom model denklemi su sekildedir:
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Cizelge 4.5  C. saccharophila’nin heterotrofik kiiltiivasyonunda ylizey yanit yontemiyle yapilan
kiiltiir ortami1 optimizasyonuna ait ANOVA degerleri.

Kaynak SS DF MS F-degeri p>F

Model 1,81 6 0,30 19,15 0,05

X1-Glikoz 0,81 1 0,81 51,63 <0,0001

Xo-Gliserol 0,02 1 0,02 1,27 0,2923

X3-B. pepton 0,53 1 0,53 33,37 0,0004

X1 X, 0,04 1 0,53 2,54 0,1496

X1 X3 0,14 1 0,14 8,93 0,0174

X2 0,27 1 0,27 17,13 0,0033

Artan 0,13 8 0,016

Uyum eksigi F 0,064 6 0,011 0,35 0,87

degeri

Saf hata 0,062 2 0,031

Std. Sapma 0,13 R? 0,9349 Yaklagik 13,417
tahmin

Ortalama 0,56 Adj R? 0,8861

CV.% 22,54 Pred R? 0,8229

SS, kareler toplami; DF, serbestik derecesi; MS, kareler ortalamasi.

Y =0,70+0,32* X;-0,050* X,+0,26* X3-0,100* X;* X,+0,19* X;* Xs-
0.27* X, Denklem 8

Denklemde goriilen Y, tasarimda yanit olan kuru hiicre agirliginin (g/1), X,
Xa, Xz ise siwrasiyla glikoz, gliserol ve bakteriyolojik pepton (g/l) bagimsiz
degiskenlerinin kodlanmis halidir.

Bakteriyolojik pepton ve glikoz arasindaki etkilesim ayrica Sekil 4.5’de
gorilen ylzey yanit egrisinden de goriilmektedir. Bu egri, bagimsiz degisken
gliserol merkezdeyken diger iki bagimsiz degiskenin (glikoz ve bakteriyolojik
pepton) sonsuz sayidaki kombinasyonlarint vermektedir. Sekil 4.5, glikoz
konsantrasyonu 30-40 g/I araliginda ve bakteriyolojik pepton 1 g/l konsantrasyonu
etrafinda en yiiksek kuru biyokiitle agirliginin elde edilecegini gostermektedir.
Benzer olarak, Tetraselmis suecica Uretiminde maya ekstrakti ve peptonun glikoz
ile etkilesimde oldugu daha onceki bir calismada da gosterilmistir (Azma et al.,
2011).
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Sekil 4.5 C. saccharophila hiicrelerinin kuru hiicre agirligi (g/1) iizerine bakteriyolojik pepton ve
glikozun etkilesimli etkisini gdsteren 3 boyutlu yiizey yanit grafigi.

Optimizasyon sonuglarma gore C. saccharophila hiicrelerinin gelisiminin
yiiksek glikoz konsantrasyonlarindan etkilenmedigi saptanmistir. Benzer sekilde,
C. protothecoides hiicrelerinde de 10-80 g/l konsantrasyonlarindaki glikoz
seviyelerinde herhangi bir inhibisyon gozlenmemistir (Shi et al.,, 1999).
Mikroalglerin azot kisithh ortamda heterotrofik biiyiimeye daha kolay adapte
oldugu bilindigi i¢in, kullanilan istatistiksel tasarim modelinde bakteriyolojik
pepton seviyesi 0,1-1 g/l gibi dar bir aralikta tutulmustur (Thomas et al., 1984;
Azma et al., 2011). Daha 6nceden yapilmis bir ¢alismada, C. saccharophila
hiicrelerinin dayanabildigi maksimum glikoz konsantrasyonunun 25 g/l oldugu
ortaya konmustur (Tan and Johns, 1991). Bu ¢alismada ise C. saccharophila
hiicrelerinin genis bir glikoz konsantrasyonu araliginda (0-40 g/I) gelisimi
incelenmistir. Chlorella tirlerinin heterotrofik Uretiminde daha ylksek glikoz
konsantrasyonlarinin kullanildigi ¢alismalar da bulunmaktadir (Shi et al., 1999;
Wu and Shi, 2007). Dolayisiyla, hangi konsantrasyonda inhibisyon etkisinin
oldugunu belirlemek i¢in genis bir aralikta tarama yapilmasi gerekmektedir. Bu
calismada elde edilen optimizasyon sonuglarina gore, C. saccharophila
hlcrelerinin  biytimesinde yiiksek glikoz konsantrasyonlarinin inhibe edici
etkisinin olmadigi, hatta daha yiliksek kuru hiicre agirliklarinin elde edildigi

saptanmistir.

Optimizasyon amagcli yapilan deney tasarimi yaklasik olarak 8 giin
siirmiistiir ve deneme sonunda erlenlerin ¢ogunun duragan fazda olduklari
belirlenmigtir. Erlenlerdeki biiyiime durdugunda, ortamda hala kullanilmamig
glikoz ve gliserol oldugu belirlenmistir. Bu da, ortamda karbon disinda kisitlama

yaratan bagska bir besin kaynaginin (azot gibi) oldugunun gostergesidir. Glikoz ve
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gliseroliin ayn1 ortamda oldugu denemelerde, hiicre veriminin 0,11-0,18 g hiicre/g
(glikoz ve gliserol) oldugu belirlenmistir. Ayrica, sadece glikoz igeren
ortamlardaki glikoz veriminin 0,15-0,25 g hiicre/g glikoz oldugu saptanmustir.
Elde edilen bu degerler, Shi et al (1999) tarafindan C. protothecoides ile yapilan
sonuglara gore daha diisiik kalirken; C. saccharophila ile gergeklestirilen diger bir
calismada elde edilen degerlere yakin oldugu saptanmistir (Tan and Johns, 1991).

Bu c¢alismada, C. saccharophila hiicrelerinin karbon kaynagi olarak
gliserolli daha az tercih ettikleri saptanmistir. Benzer davramis farkli glikoz ve
gliserol konsantrasyonlarinda kiiltire alinmis C. vulgaris hicrelerinde de
gorilmistiir. Karbon kaynaklarinin her ikisinin de diisiik diizeyde oldugunda,
glikoz varliginda kuru hiicre agirliginin daha yiiksek oldugu belirtilmistir (Liang
et al., 2009). Benzer sekilde, baz1 Chlorella tirleri icin de gliserol tercihi ile ilgili
calismalar bulunmaktadir. Ornegin, O’Grady and Morgan (2010) tarafindan
yapilan ¢alismada C. protothecoides hiicrelerinin pek ¢ok organik substrati es
zamanl sekilde tiikettigi saptanmistir. Heredia-Arroya et al (2010) tarafindan
yapilan bir baska ¢alismada ise, C. vulgaris hiicrelerine gliseroliin kisitlayici
etkide bulundugu, asetatin ise hiicreler tarafindan aktif bir sekilde tiiketildigi
ortaya konmustur. Bu ¢alismaya gore ise, C. saccharophila hiicrelerinin gliseroli
kullanabildigi belirlenmistir. Fakat, glikoz iizerindeki hiicre biiylimesi her zaman
gliserolden daha yuksek olmustur.

Cizelge 4.6’da da goriildiigii gibi baz1 denemelerde (2,4,12,13,14,15 no’lu)
biyokiitle verimliligi 0,055-0,125 g/l.giin arasinda degismektedir. O’Grady and
Morgan (2010) yaptiklar1 ¢alismada, C. protothecoides icin glikoz ve gliserol
Uzerinden daha yiiksek biyokiitle verimlilikleri elde etmislerdir. Bu ¢alismada
yiiksek biyokiitle verimliliklerine sahip bazi erlenlerin toplam yag miktar1 ve yag
asidi kompozisyonlar1 Cizelge 4.6’da goriilmektedir. Heterotrofik olarak kiiltiire
alinmig C. saccharophila hicrelerinin toplam yag igeriklerinin %27-37 (g/g)
arasinda degistigi goriilmektedir. Bu deger yesil mikroalgler i¢in ortalama bir yag
miktar1 degeri olan %23’den daha fazladir (Griffiths and Harrison, 2009). Diger
taraftan, heterotrofik olarak kiiltiire alinmig C. protothecoides hiicrelerinin toplam
yag iceriginin %50 oldugu saptanmistir (Xu et al., 2006; Shen et al., 2009).
Sonuglardaki bu farkliligin, kullanilan Chlorella tirlerindeki ve kaltar
kosullarindaki farkliliklardan kaynaklandig1 distiniilmektedir. Bu c¢alismada,
heterotrofik olarak kultirlenen C. saccharophila hiicrelerinde tanimlanan yag
asidi metil esterleri sirasiyla miristik asit (C14:0), palmitic asit (C16:0), stearik
asit (C18:0), oleik asit (C18:1), linoleik asit (C18:2) ve a-linolenik asit (C18:3)
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olmustur (Cizelge 4.6). Toplam yag kompozisyonu igerisinde, oleik asit ve
linoleik asit metil esterlerinin benzer oranlarda bulundugu saptanmistir. Ayrica,
Cizelge 4.5den de goriilebilecegi gibi toplam yag asitleri kompozisyonunun %50-
60 kadarmi C18:1 ve C18:2 olusturmaktadir. Tan and John (1991) yaptiklar
calismada C. saccharophila igin benzer bir yag asidi kompozisyonu ortaya
koymuslardir. Bu ¢alismadan farkli olarak, linoleik asitin (C18:2) toplam yag
kompozisyonu igerisinde daha baskin bir miktarda bulundugunu belirtmislerdir.
Pek ¢ok arastirici Chlorella tiirii igin benzer kalitatif yag asidi kompozisyonu
(C14:0; C16:0; C16:1; Cl16:3; C18:0; C18:1; C18:2; C18:3) ortaya koymus ve
toplam yag asidi igerisinde bu yag asitlerinin degisen oranlarinin sus
farkliligindan veya kiiltiir kosullarindaki farkliliktan kaynaklanabilecegini
belirtmislerdir (Petkov and Garcia, 2007; Griffiths and Harrison, 2009).

Cizelge 4.6 Heterotrofik olarak kiltire edilen C. saccharophila’nin yamit olarak kuru hiicre
agirhigi alman Box-Behnken deneme desenindeki bazi erlenlerin toplam yag
miktarlar1 (%w/w) ve yag asidi kompozisyonlar1 (%TFA).

. . . o
Kuru Toplam Yag asidi kompozisyonu (%TFA)

Erlen Glikoz Gliserol B. pepton agirhik  yag
# (a/l) (o) (o) (o/)  (%g/g) C:14:0 C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3

2 40 0 0,55 0,95 36,3 27 176 49 322 311 98

4 40 10 0,55 0,65 26,7 47 229 59 262 272 97

8 40 5 1,00 1,10 37,0 22 21,3 52 288 301 99
13 20 5 0,55 0,45 29,5 28 235 39 278 286 109
14 20 5 0,55 0,82 31,0 10,2 22,7 116 234 227 59
15 20 5 0,55 0,65 31,0 131 242 88 21,1 233 3838

4.3.4 C. saccharophila hucrelerinde nil kirmuzis1 kullanilarak floresan

olciimiine dayal toplam yag miktarinin belirlenmesi

Gravimetrik yontemle toplam yag miktar1 tayini amaciyla hegzan,
kloroform, etilasetat, metanol gibi solventler kullanilmaktadir. Bu tiir solventler
hem kullanimi sirasinda, hem de sonrasinda atik olarak ¢evre ve insan saglig i¢in
tehdit olusturmaktadir. Ayrica ekstraksiyon prosediirii sirasinda, biyokiitledeki
tim yaglarin bozulmadan ve herhangi bir tagsise ugramadan ekstrakte edilmesi
gerekir. Bu da son derece maliyetli, emek ve zaman isteyen bir caligmadir
(Kimura et al., 2004).
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Floresan spektrofotometreye dayali olarak yag miktar1 tayini ise gravimetrik
yonteme gore daha basit bir yontemdir. Solvent kullanilmamasi, daha kisa siirede
ve ¢ok daha az miktarlarda 6rnekle sonug¢ alinmasi avantajlar1 arasindadir (Lee et
al., 1998; Kimura et al., 2004; Huang et al., 2009). Bu metotta, nil kirmizisi
boyasi kullanilarak, hiicre i¢i ve hiicre organellerinde bulunan yag damlaciklar
boyanarak, yag miktariin kantitatif ve kalitatif tayinine olanak saglamaktadir
(Alonzo and Mayzoud, 1999). Mikroalg tiirleri ve 6l¢tim kosullarina goére, nil
kirmizis1 boyasinin hiicre igine penetrasyonu ve yag globiillerine baglanmasi
farkl1 sekillerde etkilenmektedir (Chen et al.,, 2009). Bu ¢alismada,
C. saccharophila hiicrelerinin noétral yag igerigini belirlemek amaciyla nil

kirmizisinin kullanildig detayli bir protokol gelistirilmistir.

Calismalara oncelikle, nétral yag standardi triolein i¢in uygun eksitasyon ve
emisyon dalga boylarinin taranmasi ile baglanmistir. Triolein ¢dzeltisi isopropanol
icerisinde 2 mg/ml stok konsantrasyonunda hazirlanmistir. Farkli arastiricilar
tarafindan farkli dalga boylar1 kullanilmistir (Chen et al., 2009; Huang et al.,
2009). Notral yag iceriginin belirlenmesinde kullanilan dalga boylar1 470 nm ile
530 nm arasinda degismektedir (Elsey et al., 2007; Chen et al., 2009; Huang et al.,
2009). Bu c¢alismada yapilan taramalar sonucunda, daha sonraki asamada ise,
cozeltideki optimum nil kirmizis1 konsantrasyonu belirlenmistir. Caligsmalarda
tampon ¢ozelti olarak, hiicreler icin toksik olmayan izotonik PBS (Phosphate
Buffered Saline) kullanilmaktadir. Isopropanolde c¢o6ziinen nil kirmizi artan
konsantrasyonlarda hazirlanarak floresan siddetleri (FI) okunmus ve optimum nil
kirmizis1 konsantrasyonu 0,2 pg/ml olarak belirlenmistir (Sekil 4.6). Belirlenen bu
nil kirmizis1 konsantrasyonu daha 6nceki bir ¢alismada C. vulgaris icin belirlenen
konsantrasyondan biraz daha fazladir (Chen et al., 2009).

70

0 0,2 0,4 0,6 0,8

Nil kirmizisi (mikrog m1?)

Sekil 4.6 Optimum nil kirmizisi1 konsantrasyonunun belirlenmesi.
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Optimum NR konsantrasyonunun belirlenmesinden sonra, nétral yag
standardi triolein, artan konsantrasyonlarda hazirlanarak floresan siddetine karsin
yag konsantrasyonu kalibrasyon grafigi elde edilmistir (Sekil 4.7). Elde edilen

kalibrasyon egrisi denklemi;

FI (a.u) = 2.1294 x triolein konsantrasyonu (mg/l) + 32.297;R* = 0.99
seklindedir Denklem 9

300
250 ~
200 -
L 150 A o
100

50 +

0 20 40 60 80 100 120
Triolein (mg/l)

Sekil 4.7  Cozelti igersindeki triolein konsantrasyonuna karsilik floresan giddeti kalibrasyon
grafigi

Hiicre konsantrasyonunun NR ile nétral yag 6l¢iim metodu iizerine etkisini
belirlemek icin liyofilize C. saccharophila hicreleri OD7oonm degerleri 0,03-0,4
konsantrasyon araliginda PBS igerisinde hazirlanmistir. Farkli  OD7gonm
degerlerinin kuru agirhik (g/l) cinsinden Kkarsiliklari Denklem 7’ye gore
hesaplanmistir.  Farkli  OD7oonm  kOnsantrasyonlarinda  hazirlanan  algal
siispansiyonlara 45 saniye sonikasyon uygulandiktan sonra karanlik kosullarda
NR (0,2 pg/ml) ilavesi yapilmis ve floresan spektrofotometrenin 96 gozli
mikroplaka okuyucusuna artan konsantrasyonlarda yerlestirilmistir. Hiicre
konsantrasyonu ile relatif floresan siddeti arasindaki iliski Sekil 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.8 C. saccharophila hiicrelerinde farkli optik yogunluklardaki hiicrelere (OD7ggnm) karsilik
floresan siddetindeki degisim.

Nil kirmizi ile boyanan C. saccharophila htcrelerinin OD7oonm degeri 0,03-
0,10 arasinda lineerlik gosterdigi saptanmistir. Bu sebeple OD7gonm 0,05 degeri
C. saccharophila hiicreleri floresan oOlgiimlerinde kullanilabilecek optimum
konsantrasyon olarak belirlenmistir. Benzer olarak yapilan baska bir ¢alismada,
C. vulgaris hiicrelerinin nil kirmizis ile boyama prosedurinde OD7oonm degeri 0,06

en uygun konsantrasyon olarak belirlenmistir (Huang et al., 2009).

Farkli yag iceriklerine sahip 8 farkli C. saccharophila kultirl hucre
yogunlugu OD 0,050 olarak ayarlanarak nil kirmizisi ile boyanmigtir. Sekil 4.9°da
goriildiigli gibi, bu orneklerin relatif floresan siddeti oOl¢iimlerine karsilik
gravimetrik Olctimle gerceklestirilen toplam yag miktar1 kalibrasyon egrisi elde

edilmistir. Elde edilen kalibrasyon egrisi denklemi,

FI (a.u) = 2.19*Yag miktar1 (mg/l) — 7.56; R?=0.97 seklindedir
Denklem 10
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Sekil 4.9 C. saccharophila hiicrelerinin (OD= 0,050) nétral yag iceriklerinin floresan élglimleri
ile kalibrasyonu.

4.3.5 Kesikli biyoreaktdrde (2 litrelik) Gretim

Kesikli iiretimler 2 litrelik biyoreaktérde Bristol ortaminda optimum karbon
(glikoz, 20 g/l) ve azot (bakteriyolojik pepton, 1g/l) kaynaklar1 kullanilarak
gerceklestirilmistir  (Sekil 4.10). Calismanin bu kisminda amag, Kkesikli
biyoreaktor Uretimiyle C. saccharophila’yr yiiksek hiicre yogunluklarinda elde
etmektir. Ayrica, reaktordeki iiretim boyunca yag miktarmin, C. saccharophila

icin gelistirilen nil kirmizis1 metoduyla takibi yapilacaktir.

Zamana karsilik OD ve FI degerleri Sekil 4.11°de verilmistir. Ilk 7 giin
boyunca biiylimenin, 0,44 1/giin spesifik biiylime hiziyla logaritmik olarak
stirdiigii gortilmektedir. Bu noktadan sonra, biyokiitle konsantrasyonunun lineer
olarak artmaktadir. Bu durumun tanimlanamayan bazi besin limitasyonlarindan
kaynaklandig1 distiniilmektedir. Ondokuzuncu giinden sonra biiyiime hizinin
distiigii gozlenmektedir (Sekil 4.11). Bu arada glikoz tiiketimlerine bakildiginda,
glikozun tam olarak harcanmadigi ve hala 9,6 g/l glikozun ortamda bulundugu
saptanmigtir. Glikoz Uzerinden verim (Yxs;s) 0,33 g/g ve biyokiitle verimliligi
0,165 g/l.glin olarak bulunmustur. Bu degerlerin ayn1 ortam kosullarindaki erlen
tiretimlerinden (0,15 g/g ve 0,125 g/l.giin) daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Ayrica bu degerler, 1 litrelik fermentérde, 0,15 vvm havalandirmayla kiiltiire
edilen C. saccharophila hiicrelerinin verim ve verimlilik degerlerinin tizerinde
oldugu saptanmistir (Tan and Johns, 1991). Bu iki ¢alisma arasindaki farkliligin,
yetistirme kosullarindaki degisikliklerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu

caligmada 250 rpm mekanik karistirma ve 1 vvm havalandirma kullanilmistir.
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Yiiksek havalandirma hizlarinin ve mekanik karistirmanin da belli bir iist limite
kadar mikroalgal biiyiime i¢in gerekli oldugu bilinmektedir (Tan and Johns, 1991;
Sobczuk et al., 2006).

Sekil 4.10 C. saccharophila hiicrelerinin 2 I’lik kesikli biyoreaktorde heterotrofik kosullarda

Gretimi.
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Sekil 4.11 C. saccharophila hicrelerinin 2 I’lik kesikli biyoreaktdr Gretiminde biyume (OD),
floresan siddeti cinsinden toplam yag miktarindaki (FI) degisim. (A, OD; m, FI).

Nil kirmizi ile floresan dl¢iimiine dayanan yag miktart 6lgiimleri 5. giinden
baglayarak 20. giine kadar devam etmistir. Sekil 4.11°de goriildiigii gibi, toplam
yag igerigi 5. giinden baslayarak artis gostermis ve en son 111 relatif floresan
siddetine ulagmistir. Bu deger, 18. giiniin sonunda hiicrelerin yag igeriginin %54

(g/g) oldugunun gostergesidir. Ondokuzuncu giinden sonra toplam yag iceriginde
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diisiis gozlenmistir. Bu sebeple iiretim sonlandirilmistir. Sekil 4.11°den de
gorildiigi gibi yag {retim egrisi biyokiitle Ulretim egrisi ile benzerlik
gostermektedir. Bu sebeple yag {iretiminin biiylime ile baglantili oldugu
sOylenebilir. Bu caligmada goriilen biiyiime ile baglantili yag iiretimi,
fotoheterotrofik kosullarda C. minutissima i¢in gelistirilen modelde de
gorilmektedir (Yang et al.,, 2011). C. saccharophila i¢in gelistirilen nil
kirmizisiyla floresan Ol¢limiine dayanan toplam yag miktar1 tayini iiretimin ne
zaman sonlandirilacagina dair kolaylik saglamaktadir. Bu yontemin endustriyel
iretimlerde de kolaylikla kullanilabilecegi g6zoniine alinirsa, calismanin bu

yoniiyle de proseslere katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

C. saccharophila hiicrelerinin  fototrofik  kosullardaki  biiylime
karakteristikleri de bu calisma kapsaminda arastirilmistir. Fototrofik hiicreler,
heterotrofik hiicrelerle karsilastirildiginda daha yavasg bir biiyiime gostermislerdir.
Yirmiiki giinliik kiiltiir siiresi sonunda 0,4 g/l kuru biyokiitle elde edilmistir.
Biyokiitle konsantrasyonu agisindan fototrofik ve heterotrofik kiiltlivasyonlar
arasindaki bu farklilik ¢esitli nedenlere baglanabilir. Oncelikle, fototrofik
kosullardaki hiicre konsantrasyonu ile ters orantili olan 151k penetrasyonu
nedeniyle yiiksek hiicre yogunluklarina ulagilmasi ¢ok zor olmaktadir (Azma et al,
2011). Ikinci faktdr olarak ise, fototrofik kiiltiirlemedeki diisiik enerjili bilyiime
verimi sOylenebilir. Bu sonug, Chlorella pyrenoidosa hucreleri icin de Onceki
caligmalarda saptanmustir (Yang et al., 2000). C. pyrenoidosa hicrelerindeki
metabolik aki ¢aligmalarinda, mikroalgal hiicrelerin heterotrofik ve miksotrofik
kosullarla karsilastirildiginda, fototrofik kosullarda absorbe edilen enerjinin ¢ok
azinin ATP’ye doniistliriildiigii belirlenmistir. Bu da demek oluyor ki, organik
besinlerle karsilastirildiginda, 151k enerjisinin yakalanmasi ve hiicreler tarafindan

ATP’ye doniistiiriilmesi daha zor olmaktadir (Yang et al., 2000).

Fototrofik ve heterotrofik hiicrelerin farkli yag icerikleri ve yag asidi
kompozisyonlarma da sahip olduklar1 belirlenmistir. Heterotrofik kosullarda C.
saccharophila hiicrelerinin (%54, g/g) fototrofik kosullardaki hiicrelerle (%18,
g/g) karsilastirildiginda 3 kat daha fazla yag igerigine sahip olduklari saptanmustir.
Heterotrofik kosullarda fototrofik kosullara gore sadece biyokiitle verimliligi
acisindan degil, ayrica hiicre i¢i yag miktar1 bakimindan da yiiksek degerler elde
edildigi bilinmektedir (Xu et al., 2006; Yang et al., 2011). Bunun da heterotrofik
kosullarda depo yaglarinin artmasini saglayan karbon kaynaklarinin bollugundan
dolayr oldugu diistintilmektedir (Tan and Johns, 1991). C. saccharophila

hiicrelerinin bu yiiksek yag icerigi dolayisiyla, heterotrofik kiiltiivasyonla
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biyoyakit iiretiminde kullanilabilme potansiyeli oldugunu gostermektedir.
Mikroalgal yaglarin s1v1 yakit kaynagi olarak rekabet edebilir diizeyde olmasi i¢in
yiiksek yag oranlarina (biyokiitlenin %50-60’1 kadar) sahip olmas1 gerekmektedir
(Yang et al., 2000). Toplam yag miktarindaki farkliliklarla beraber, heterotrofik
ve fototrofik C. saccharophila hiicreleri arasinda yag kompozisyonu agisindan da
kantitatif farkliliklar oldugu saptanmistir. Heterotrofik Kkiiltiirlerde, oleik asit
(C18:1) ve linoleik asit (C18:2) baslica doymamis yag asitleri olup toplam yag
asitleri icerisinde sirasiyla %34,4 ve %30,1 oranlarinda bulunduklari
belirlenmistir. o-linolenik asit (C18:3) ise en ¢ok bulunan 3. doymamis yag
asididir. En ¢ok bulunan doymus yag asidi ise %13,3’liik oraniyla palmitik asit
(C16:0) olarak belirlenmistir. C. saccharophila hicrelerinin heterotrofik ortamda
daha yiiksek oranda C18 yag asitlerini i¢erdigi ortaya konmustur. Buna karsilik,
fototrofik kiiltiirlerde yiiksek oranda C16:0 (%29,6) bulundugu belirlenmistir. Bu
sonuglar Tan and Johns un (1991) yaptiklar1 ¢calisma ile benzerlik gostermektedir.
C. saccharophila hicrelerinin biyodizel Uretimi i¢in uygun bir tir oldugu
diistinilmektedir. Ciinkii toplam yag asitlerinin %30’u C16:0-C18:1°den
olusmaktadir. Bunun yanisira, Yyuksek linoleik asit ve a-linolenik asit gibi
esansiyel yag asitlerinin yiiksek oranlarda (%30-42) icermesi dolayisiyla,
C. saccharophila hiicrelerinin insan ve hayvan beslenmesinde de kullanilabilecegi
diistiniilmektedir. Ortam kosullar1 ve cevresel kosullarin mikroalglerin toplam
igerigi ve kompozisyonunu etkiledigi bilinmektedir (de Swaaf et al., 2003a, b;
Liang et al., 2009; Heredia-Arroyo et al., 2010).

Calismanin bu kisminda, C. saccharophila hicrelerinin heterotrofik
iretiminde yiiksek biyokiitle ve yag verimliliklerinin elde edilebildigi ortaya
konmustur. Hiicrelerin ortamdaki karbon ve azot konsantrasyonlarina bagl olarak
farkl1 biiylime karakteristikleri, yag igerikleri ve kompozisyonlarina sahip
olduklar1 saptanmistir. C. saccharophila hiicrelerinin heterotrofik kosullardaki
optimum gelisimleri i¢in gerekli olan besin elementlerinin optimizasyonu
istatistiksel metodlarla ortaya konmustur. Bu optimizasyon sonucunda, glikoz ve
bakteriyolojik peptonun hiicre kuru agirligi tizerindeki etkisinin karsilikli
etkilesimli oldugu belirlenmistir. Ayrica, C. saccharophila hiicrelerinde yiiksek
glikoz konsantrasyonlarinda biiylime hizlarinda artis goriilmistiir. Ayrica,
C. saccharophila hiicrelerinin karistirmali tank biyoreaktérde gergeklestirilen
tiretimlerinde fototrofik kiiltiirlerine gore daha yiiksek oranda doymamis yag
asitleri elde edilmistir. C. saccharophila hicrelerinin yag asidi kompozisyonu
gozoniine alindiginda, biyodizel {iretimi i¢in uygun bir kaynak oldugu
diistintilebilir. Bu c¢alismada, C. saccharophila i¢in gelistirilen nil kirmizisi
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metoduyla hiicre i¢i yag {retiminin proses boyunca takibi kolaylikla
saglanmaktadir. Bu metot, arastiricilar tarafindan potansiyel yag ({ireticisi

mikroalglerin kolay ve hizli bir sekilde taranmasina imkan saglayacaktir.

4.4 Heterotrofik Kosullarda Kiiltiire Edilen Crypthecodinium cohnii ile
Yapilan Calismalar

4.4.1 Besinsel ve cevresel faktorlerin biyokiitle, yag  verimliligi ve yag

kompozisyonu acisindan etkilerinin incelenmesi

C. cohnii yag treticisi heterotrofik dinoflagellat ttrtddr. C. cohnii’deki
toplam yag asitlerinin yarisina yakini, ¢oklu doymamis yag asitlerinden biri olan
DHA’den olusmaktadir (De Swaaf et al., 1999; De Swaaf et al., 2003a,b; Ratledge
et al., 2001). C. cohnii hiicrelerinin toplam yag igeriginin genelde kuru agirhigin
%10-20’s1 seklinde oldugu belirtilmistir (De Swaaf et al., 1999; De Swaaf et al.,
2003a; Mendes et al., 2007). Diger taraftan, karbon kaynagi olarak asetik asit veya
etanol kullanildiginda toplam yag miktarinin kuru agirhigin %40’m1 gectigi
saptanmistir (De Swaaf et al., 2003b; Ratledge et al., 2001). Toplam yagin
%70 nin noétral yaglardan olustugu ortaya konmustur (de la Jara et al., 2003). Yag
asitleri igerisinde DHA yanisira laurik asit (C12:0), miristik asit (C14:0), palmitik
asit (C16:0), palmitoleik asit (C16:1), stearik asit (C18:0) ve oleik asit (C18:1)
bulunmaktadir (Jiang and Chen, 2000a,b). C. cohnii hiicrelerinin ayrica, 6zel bir
tip nisasta olan “floridean” seklinde depoladigi da ortaya konmustur (Pleissner
and Eriksen, 2012).

Mikroalglerde yag ve nisasta depolanmasi besin kisitlanmasindan
kaynaklanmaktadir (Griffiths and Harrison, 2009; Chen et al., 2011; Pleissner and
Eriksen, 2012). C. cohnii ile yag iiretimi iizerine ¢aligmalar karbon kaynagi olarak
glikoz, asetik asit ve etanol kullanilan kesikli, yar1 kesikli ve pH-stat sistemlerle
gerceklestirilmis ve organizmada yag {iretimi {izerine besin limitasyonunun etkisi
ortaya konmustur (De Swaaf et al., 1999; De Swaaf et al., 2003a,b; Ratledge et
al., 2001). De Swaaf et al (1999) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, C. cohnii
hiicrelerinin glikoz kullanilan kesikli iiretiminde toplam yag icerigi ile maya
ekstrakti konsantrasyonu arasinda ters bir iliski oldugu saptanmistir. Diger
arastiricilar ise, karbon kaynagi olarak asetik asit veya etanol kullanan C. cohnii
hiicrelerinin glikoz kullananlara gore daha yiiksek yag miktarina sahip olduklarini
ortaya koymuslardir (De Swaaf et al., 2003a,b; Ratledge et al., 2001). C. cohnii
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hiicrelerinde en yiiksek yag tiretiminin ise asetik asidin titrant olarak kullanildigi
pH-stat sistemiyle elde edildigi belirtilmistir (Ratledge et al., 2001).

Farkli besin elementlerinin C. cohnii yetistiriciliginde kullanilmasi, hem
bliylime hem de yag iiretimi agisindan etkilerinin arastirilmasi gerekmektedir.
Ornegin karbon kaynagi olarak gliserol, C. cohnii yetistiriciliginde potansiyel bir
karbon kaynag olarak diisiiniilebilmektedir. Gliserol, biyodizel iiretiminde aciga
¢ikan bir yan {iriindiir ve biyodizel iiretimindeki hizli gelismelerle miktar gittikge
artmaktadir. Dolayisiyla arastiricilar bu yeni kaynak icin farkli kullanim alanlari
bulmaya ¢alismaktadirlar (Chi et al., 2007). Yag iiretimi amach kiiltiire edilen pek
cok mikroalg i¢in gliserol kullanim alan1 bulmaya baglamistir (Ceron Garcia et al.,
2000; Chi et al., 2007). Bazi arastiricilar, C. cohnii hicrelerinin de gliseroli
kullanabildigini belirtirken (Mendes et al., 2009); diger arastiricilar gliserol
Uzerinde 6nemli bir biiylime goriilmedigini ortaya koymuslardir (De Swaaf et al.,
1999). Bu ¢alismalardan baska, C. cohnii yetistiriciliginde gliserol kullaniminin

bliylime ve yag tliretimine etkilerinin incelendigi bir ¢alismaya da rastlanmamastir.

Mikroalgal yag iiretiminde ¢evresel faktorlerin de (pH, sicaklik, karistirma
hizi, ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonu gibi) yag {iretimi iizerinde son derece
onemli etkileri oldugu ortaya konmustur. Da Silva et al (2006) oksijen vektorii (n-
dodekan) kullanarak, hidrokarbonun C. cohnii hicrelerinin blylime ve DHA
iretimine etkilerini belirlemislerdir. Fermentasyonun 86,7. saatinden sonra
icerisinde %1 (v/v) n-dodekan bulunan reaktdrde biyokutle konsantrasyonunun,
spesifik biiyiime hizinin, DHA ve toplam yag asidi iretiminin kontrol grubuna
gore daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Jiang and Chen (2000b) ise C. cohnii
hiicrelerinin gelisimi ve DHA {iretimi iizerine pH’nin etkisinin énemli oldugunu

ortaya koymuslardir.

Mikrobiyal prosesler son derece komplekstirler. Pek cok faktdrden ve bu
faktorlerin etkilesimlerinden etkilenmektedirler (Mandenius and Brundin, 2008;
Azma et al., 2011). Ozellikle faktorler arasindaki etkilesimin dikkate alinmadig
klasik yontemler C. cohnii yetistiriciliginde de en ¢ok kullanilan yontemlerden
olmustur (de Swaaf et al., 1999; Jiang and Chen 2000a,b). Istatistiksel tasarim
yontemleri, sadece optimizasyon amagh degil, faktorlerin ayri1 ayr1 ve birbirleriyle
etkilesimlerinin yanitlar iizerinde etkilerinin belirlenmesinde de kullanilmaktadir
(Ko¢ ve Kaymak-Ertekin, 2009). C. cohnii yetistiriciliginde biyokiitle, yag veya
DHA iiretiminin bu tiir istatistiksel tasarim metodlar1 kullanilarak ortam ve/veya

cevre kosullarimin optimizasyonuna yonelik c¢alismalara rastlanmamistir.



91

Calismanin bu kisminda, C. cohnii hiicrelerinin gelisimi iizerine etkili olan
besinsel ve cevresel faktorlerin ortaya konmasi, hem biyokiitle hem yag tliretimi
acisindan optimizasyonlarinin gerceklestirilmesi hedeflenmistir. Gergeklestirilen
kesikli biyoreaktor iretimleriyle c¢esitli ortam parametrelerinin etkileri (pH,
sicaklik, karistirma hiz1 gibi) ortaya konmaya g¢alisilmistir. Ayrica farkli isletim
sistemlerinin (kesikli beslemeli, siirekli gibi) biyokiitle ve yag verimliligi
acisindan  karsilastirilmast  hedeflenmis ve Olgek biiylitme ¢alismalari

tamamlanmustir.

4.4.2 Hiicre sayisi, optik yogunluk ve kuru hiicre agirhgr arasindaki
korelasyon

Buyumeyi takip etmek icin, C. cohnii hiicrelerinde hiicre sayisi ve optik
yogunluk arasinda asagida goriilen kalibrasyon denklemi elde edilmistir. Buna
gore;

Hiicre sayist (*10%/ml) = 128,330D700 R*=0.99 seklindedir.
Denklem 11

C. cohnii hiicrelerinde hiicre sayis1 ve kuru agirlik (g/l) arasinda ise asagida

goriilen kalibrasyon denklemi elde edilmistir. Buna gore;

Hicre sayist (*10%ml) = 89,023*kuru aguhik (g/l); R®> = 0.99
seklindedir. Denklem 12

4.43 Nil kirmmzis1 Kkullanilarak floresan olciimiine dayali toplam yag

miktarimin belirlenmesi

Calismanin bu kisminda, C. cohnii hiicrelerinin nétral yag igerigini
belirlemek amaciyla nil kirmizisimin  kullanildigi  detayli  bir  protokol

gelistirilmistir.

Oncelikle C. cohnii hiicre konsantrasyonunun, floresan spektrofotometre ile
kantitatif olarak yag miktara etkisini belirlemek amaciyla liyofilize hiicreler
optik yogunluk (OD7oonm) degerleri 0,05-0,400 arasinda PBS tamponuyla 2 mI’lik
Eppendorf tiiplerinde hazirlanmistir. Farklt  OD7ponm  konsantrasyonlarinda
hazirlanan algal siispansiyonlara 15 saniye sonikasyon uygulandiktan sonra
karanlik kosullarda nil kirmizis1 konsantrasyonu 0,2 pug/ml olacak sekilde ilave
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edilerek (Bkz. Materyal ve Metot 3.2.6) floresan spektrofotometrenin 96 g6zl
mikroplaka okuyucusuna artan konsantrasyonlarda yerlestirilmistir. Notral yaglar
i¢in nil kirmizisi ile belirlenmis eksitasyon dalga boyu 500 nm ve emisyon 575-
580 nm (Bkz. Materyal ve Metot 3.2.6) dalga boyundaki FI dlculerek, artan hicre
konsantrasyonuna karsilik FI belirlenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 C. cohnii hiicrelerinde farkli optik yogunluklardaki hiicrelere (OD7ggnm) karsilik
floresan siddetindeki degisim.

Nil kirmizi ile boyanan C. cohnii hicrelerinin OD7gonm degeri 0,05-0,1
arasinda lineerlik gosterdigi saptanmistir. Bu sebeble OD7gonm 0,1 degeri C. cohnii
hiicreleri floresan 6l¢timlerinde kullanilabilecek optimum konsantrasyon olarak
belirlenmistir. Farkli yag iceriklerine sahip liyofilize 8 farkli C. cohnii kdltlrd,
hiicre yogunlugu OD 0,1 olarak ayarlanarak nil kirmizis1 ile boyanmistir. Sekil
4.13°de goriildiigii gibi, bu 6rneklerin FI 6l¢limlerine karsilik gravimetrik dlgtimle
gergeklestirilen toplam yag miktarlar1 kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Elde

edilen kalibrasyon egrisi denklemi;

FI (a.U) = 3,52*Yag miktari (mg/l) + 4,3; R = 0.96 seklindedir.
Denklem 13
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Sekil 4.13 C.cohnii hucrelerinin (OD= 0,1) nétral yag igeriklerinin floresan dlgumleri ile

kalibrasyonu

4.4.4 Kiltir ortamindaki karbon, azot ve fosfat kaynaklarmin

optimizasyonu

Azot, karbon ve fosfor kaynaklari mikroalgal gelisimi etkileyen en 6nemli 3
besin grubudur (Chen and Chen, 2006). Mikroalglerin yaklasik %45°1 karbondan
olugsmaktadir. Karbon kaynagi ve konsantrasyonu C. cohnii hiicrelerinde de hem
biyokiitle hem de yag verimliliklerini 6nemli derecede etkilemektedir (Jiang and
Chen, 2000b; Ratledge et al., 2001; Mendes et al., 2007). Azot ise mikroalglerde
yag tretimini etkileyen ikinci kritik besin elementidir (Brennan and Owende,
2010). Pek c¢ok caligmada mikroalglerde yag iiretiminin azot yoklugunda
tetiklendigi belirtilmistir (de Swaaf et al., 1999; Dean et al., 2010; Lv et al., 2010).
Fosfor, mikroalgal biiylimede 6nemli olan bir diger besin elementidir. Arastiricilar
sulardaki algal ¢ogalmay1 sudaki azot ve fosfor konsantrasyonunun artmasindan
kaynaklandigini ortaya koymuslardir (Li et al., 2011). Dolayisiyla, yiiksek
biyokutle verimliliklerine ulasabilmek i¢in, mikroalgal kiiltiir ortamindaki karbon,
azot ve fosfor kaynaklarmin optimize edilmesi gerekmektedir. C. cohnii
yetistiriciliginde en yaygin kullanilan azot kaynagi maya ekstrakti olmustur (de
Swaaf et al., 1999; Ratledge et al., 2001; Mendes et al., 2007).

Bu caligmada, kiiltiirlerin ¢ogaltilmasinda kullanilan ATCC 460 A2E6
ortaminda azot kaynagi olarak glutamik asit, fosfor kaynagi olarak ise sodyum -
gliserofosfat bulunmaktadir. C. cohnii kiiltiir ortamindaki etkileri belirlenecek ve
optimize edilecek tasarim parametreleri maya ekstrakti, glutamik asit ve sodyum

B-gliserofosfat olarak belirlenmistir. Tlim tasarim parametrelerinin minimum ve
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maksimum degerleri belirlenerek merkezde 4 tekrarli deney ile toplam 16 farkh
kombinasyondan olusan Box-Behnken deneme deseni Design Expert 7.0.0
programi kullanilarak olusturulmustur. Kuru hiicre agirhigi (g/l) tasarimda yanit
olarak almmustir. Tasarimdaki farkli kombinasyonlara ait her bir sonu¢ Cizelge
4.7’de gorulmektedir.

Cizelge 4.7 C. cohnii ile gergeklestirilen Box-Behnken deneme desenine ait, bagimsiz
degiskenlerin (maya ekstrakti, glutamik asit, sodyum p-gliserofosfat) gercek
degerleri ve elde edilen yanitlar (kuru hiicre agirligt, g/l).

Bagimsiz degiskenler Sembol Kodlanmis faktdrlerin gergcek degerleri
(9/m)
Kodlanmig -1 0 1
Glutamik asit X4 0,1 1,05 2
Sodyum B-gliserofosfat X, 0,15 0,53 0,90
Maya ekstrakti X3 0.1 1,05 2
Denemeler X1 X5 X3 Kuru hiicre
agirhig (g/)
1 1,05 0,53 1,05 3,04
2 2,0 0,15 1,05 3,18
3 0,1 0,53 0,1 1,22
4 1,05 0,53 1,05 3,17
5 1,05 0,15 0,1 1,35
6 0,1 0,9 1,05 3,07
7 1,05 0,53 1,05 3,10
8 0,10 0,53 2,0 4,27
9 2,0 0,53 2,0 4,41
10 1,05 0,90 0,1 1,29
11 1,05 0,90 2,0 3,90
12 1,05 0,53 1,05 3,03
13 2,0 0,90 1,05 3,22
14 0,1 0,15 1,05 3,39
15 1,05 0,15 2,0 3,94

16 2,0 0,53 0,1 1,24
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Kuru hiicre agirligr icin kodlanmis faktdrler cinsinden matematiksel
regresyon modeli su sekildedir:

Kuru hiicre agirhigi (g/1) = 3,15+ 0,011X; — 0,047 X, + 1,43 X3 - 0,45 X32
Denklem 14

ANOVA sonuglar1 Cizelge 4.8’de goriilmektedir. Model F degeri (170,18)
modelin anlaml oldugunu gostermektedir (p<0,01). Prob > F degerinin 0.0100’in
altinda olmasi da modelin 6nemli oldugunun bir gdstergesidir. ANOVA testi
sonuglarina gore heterotrofik olarak kiiltiire edilen C. cohnii’nin kuru hcre
agirlig1 lizerine sadece maya ekstraktinin etkisinin énemli oldugu saptanmistir
(p<0,01). Glutamik asit ve sodyum [-gliserofosfatin ortamda minimum

degerlerinde olmasi gerektigine karar verilmistir.

Cizelge 4.8 C. cohnii ile gergeklestirilen Box-Behnken deneme desenine ait ANOV A sonuglari.

Kaynak SS DF MS F-degeri p>F
Model 171 4 4,27 170,18 <0,0001
X;-Glutamik asit 1,046*10° 1 1,046*10° 0,042 0,8420
X,-Sodyum B- 0,018 1 0,018 0,70 0,4202
gliserofosfat

X3-Maya ekstrakti 16,28 1 16,28 648,23 <0,0001
X3 0,80 1 0,80 31,74 0,0002
Artan 0,28 11 0,025

Uyum eksigi 0,26 8 0,033 8,15 0,0559
Saf hata 0,012 3 4,05%10°

C. cohnii ile yapilan pek ¢ok calismada azot kaynagi olarak tercih edilen
maya ekstrakti konsantrasyonunun 1-11,5 g/l arasinda degistigi goriillmektedir (de
Swaaf et al., 1999; 2003a,b; Mendes et al., 2007). Bu ¢alismada, biyokiitle iizerine
etkisi dnemli olan maya ekstraktinin ve etkileri 6nemsiz diger iki bilesenin model
grafikleri Sekil 4.14’de gorilmektedir. Maya ekstraktinin 1,5 g/I’den sonraki
konsantrasyonlarinda, artan maya ekstrakti konsantrasyonlarina karsilik, biyokiitle
miktarinda artisin daha yavas oldugu belirlenmistir. Yani, maya ekstraktinin da
belli bir konsantrasyonun uzerinde organizma (Uzerinde inhibisyon etkide
bulundugu tahmin edilmektedir.
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Sekil 4.14 C. cohnii ile gerceklestirilen Box-Behnken deneme desenine ait bagimsiz
degiskenlerin ((a) glutamik asit (g/l)- biyokiitle (g/1), (b) sodyum pB-gliserofosfat -
biyokutle (g/l), - (c) maya ekstrakt1 biyokutle (g/l)) model grafikleri.

Yapilan ¢aligmalarda C. cohnii biiyime ortaminda karbon kaynagi olarak
genellikle glikoz kullanilmistir. Farkli konsantrasyonlarda glikoz ve gliseroliin
kullanildig1 erlen denemelerine ait sonuglar Cizelge 4.9°da goriilmektedir. Ayni
konsantrasyonlarda glikoz ve gliseroliin kullanildig1 denemelerde biyokiitle
verimlilikleri ve toplam yag miktar1 agisindan en iyi sonuglar, karbon kaynagi
olarak gliseroliin kullanildigi denemelerde elde edilmistir. Ayrica, karbon
tiiketimlerini takibi amaciyla yapilan HPLC analizi sonuglarina gore, 8 giinliik
tiretim sonunda glikozun 24 g/l konsantrasyonda bulundugu ortamda 6 g/l
kullanilmayan glikoz kaldigi saptanmistir. Diger taraftan, gliserolin 24 g/l
konsantrasyonda bulundugu ortamda 8 gilinliikk iiretim sonunda hi¢ gliserol
kalmadigi belirlenmistir. Dolayisiyla organizmanin glikoza goére gliserolii daha
cok tercih ettigi belirlenmis ve sonraki denemelerde karbon kaynagi olarak

gliseroliin kiiltiir ortamindaki konsantrasyonunun optimizasyonu planlanmistir.
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Yapilan varyans analizi sonucunda, glikoz konsantrasyonu 18 g/1, 24 g/l ve 30 g/
arasinda biyokiitle verimliligi agisindan fark olmadigi goriilmektedir (Cizelge
4.9). Fakat, glikozun 24 g/I’konsantrasyonundan itibaren ortamda kullanilmayan
glikoz kaldig1 ortaya konmustur. Gliserol konsantrasyonunda ise 12 g/, 15 g/l ve

18 g/l arasinda biyokiitle verimliligi acisindan fark olmadig: goriilmektedir.

Cizelge 4.9 C. cohnii hiicrelerinin farkli glikoz ve gliserol konsantrasyonlarinda elde edilen
biyokiitle verimlilikleri.

Karbon kaynagi Konsantrasyon Ortalama biyokiitle
verimliligi (g/1.giin)

9 g/l 0,14 F
12 g/l 0,26 °F
15 g/l 0,40 P
Glikoz 18 g/l 0,55 %¢
24 g/l 0,66 &
30 g/l 0,79 *8
40 g/l 0,834
9 g/l 0,23 ¢
12 g/l 0,40
15 g/l 0,54 =
Gliserol 18 g/l 0,73 ¢
24 g/l 0,82 %
30 g/l 0,92 ®
40 g/l 0,87°

ABC Farkli biiyiikk harflerle gosterilen glikoz konsantrasyonlar1 ortalamalari arasindaki fark
onemlidir.

*PFarkli kiigiik harflerle gosterilen gliserol konsantrasyonlar: ortalamalar1 arasindaki fark
Onemlidir ( p<0,01).

4.45 Kiiltiir ortamindaki maya ekstrakti, deniz tuzu ve gliserol

konsantrasyonlarinin optimizasyonu

Birinci denemede, C. cohnii kiiltiir ortaminda bulunan glutamik asit ve
sodyum B-gliserofosfat’in ortamda minimum seviyede bulunmasi gerektigi ortaya
konmustur. Dolayisiyla bundan sonraki denemelerde glutamik asitin ortamda 0,1
g/1; sodyum B-gliserofosfatin ise 0,15 g/1 diizeyinde bulunmasina karar verilmistir.

Biiylimeyi etkileyen en Onemli besin kaynaginin ise maya ekstrakti oldugu
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saptanmistir. Organizmanin karbon kaynagi se¢iminin gliserolden yana oldugu
ortaya kondugu icin karbon kaynagi olarak gliserol kullanilmasina karar
verilmistir. Denizel tiirlerde tuzluluk, hem biiylime hem de yag {iretimi iizerinde
etkili olmaktadir (De Swaaf et al., 1999). Dolayisiyla C. cohnii kiiltiir ortaminda
maya ekstrakti, gliserol ve deniz tuzunun biiylime ve toplam yag miktar
tizerindeki etkilerini gérmek ve optimizasyonu amaciyla ikinci bir deney tasarimi
planlanmistir. Deney tasarimi olarak, merkezde 6 tekrar1 igeren, 20 farkl
kombinasyondan olusan 2°-tam faktoriyel CCD deney tasarimi Design Expert
7.0.0 programi kullanilarak olusturulmustur. Kuru hiicre agirligi (g/l) ve toplam
yag miktar1 (%LC, g/g) tasarimda yanit olarak alinmistir. Tasarimdaki farkli
kombinasyonlara ait her bir sonug Cizelge 4.10’da gorilmektedir.

Kuru hiicre agirlign (g/l) icin kodlanmis faktorler cinsinden matematiksel

regresyon modeli su sekildedir:

Kuru hiicre agirhigr (g/1) = 7,51 — 0,44X, +2,07 X, + 0,33 X3 - 1,17X,%- 0,88 X3?
Denklem 15

Yapilan ANOVA sonuglar1 Cizelge 4.11°de goriilmektedir. Model F degeri
(62,76) modelin anlamli oldugunu gostermektedir (p<0,01). Prob > F degerinin
0,0100’in altinda olmasi da modelin 6nemli oldugunun bir diger gostergesidir.
ANOVA testi sonuglarina gore heterotrofik olarak kiiltiire edilen C. cohnii’nin
kuru hiicre agirligr iizerine deniz tuzunun, gliseroliin ve maya ekstraktinin

etkisinin 6nemli oldugu saptanmistir (p<0,05).
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Cizelge 4.10 C. cohnii ile gergeklestirilen 2°-tam faktoriyel merkezi timlesik tasarimi deneme
desenine ait, bagimsiz degiskenlerin (deniz tuzu, gliserol, maya ekstrakti) gergek
degerleri ve elde edilen yamitlar (kuru hiicre agirligi, g/l).

Bagimsiz Sembol Kodlanmis faktorlerin gercek degerleri

zig/%)iskenler Kodlanmis -1 0 1

Deniz tuzu X4 8 16 24

Gliserol X5 10 30 20

Maya ekstrakti X3 1,4 2,4 3,4

Kuru hiicre Toplam yag
Denemeler X Xs X3 agurlig (/1) igerigi
(% g/9)

1 24 30 3,4 6,5 23
2 16 20 2,4 7,7 24
3 8 30 3,4 8,1 23,2
4 8 10 1,4 3,3 25
5 16 20 2,4 7,9 27,4
6 8 10 3,4 3,7 19
7 24 30 1,4 7,4 30
8 24 10 3,4 3,1 24
9 16 36,82 2,4 7,8 29,5
10 16 20 2,4 8,1 25
11 8 30 1,4 8,1 20
12 16 20 2,4 78 26
13 16 20 0,72 6,8 24
14 16 20 4,08 3,9 30
15 24 10 1,4 6,5 23,4
16 16 3,18 2,4 2,8 22,7
17 16 3,18 2,4 1 20
18 29,45 20 2,4 6,4 20
19 16 20 2,4 7,6 23

N
o

16 20 2,4 7,8 22,5
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Cizelge 4.11 C. cohnii ile gergeklestirilen 2°-tam faktoriyel merkezi tiimlesik tasarmm deneme
desenine ait biyokiitle miktar1 (g/1) cinsinden ANOVA sonuglari.

Kaynak SS DF MS F-degeri p>F
Model 91,48 5 18,3 62,76 <0,0001
X;-Deniz tuzu 2,6 1 2,6 8,92 0,0098
X,-Gliserol 58,79 1 58,79 201,7 <0,0001
X3-Maya ekstrakti 1,46 1 1,46 5,02 0,0417
X2 19,76 1 19,76 67,78 <0,0001
X2 11,33 1 11,33 38,87 <0,0001
Artan 4,08 14 0,29

Uyum eksigi 3,18 9 0,35 1,97 0,2358
Saf hata 0,90 5 0,18

Cor Total 95,56 19

Her bir faktoriin yanit iizerine etkisinin ne yonde oldugunu gérmek igin ise
Sekil 4.15°de gortlen model grafikleri incelemek gerekmektedir. Buna gore, artan

tuz konsantrasyonuyla biyokiitle verimliliginde azalma goriilmektedir.

Gliseroliin ise 20 g/I’den daha fazla olan konsantrasyonlarinda biyokiitle
verimliliginde daha yavas bir artis olmakta ve daha sonrasinda ise sabit
kalmaktadir. Maya ekstraktinin ise 2.4 g/l’den fazla konsantrasyonlarinda
biyokiitle verimliliginde azalma gozlenmektedir. Toplam yag miktar1 (%w/w) i¢in

kodlanmig faktorler cinsinden matematiksel regresyon modeli su sekildedir:

Toplam yag miktar (%ow/w) = 25,14 + 0,5X; +2,03 X, - 1,85X;5 — 1,57X12
Denklem 16

Yapilan varyans analizi (ANOVA) sonuglari Cizelge 4.12°de gorilmektedir.
Model F degeri (9,49) modelin anlamli oldugunu gostermektedir (p<0,01). Prob >
F degerinin 0,0100’in altinda olmasi da modelin 6nemli oldugunun bir
gostergesidir. ANOVA testi sonuglarina gore heterotrofik olarak kiiltiire edilen C.
cohnii’nin toplam yag miktar1 {izerine gliserol ve maya ekstraktinin etkisinin

onemli oldugu saptanmigtir (p<0,01).
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biyokotle
biyokutle
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Sekil 4.15 C. cohnii ile gergeklestirilen 23-tam faktériyel merkezi tiimlesik tasarmu deneme
desenine ait bagimsiz degiskenlerin (a), deniz tuzu (g/l) - biyokitle (g/1), (b) gliserol
(9/l)- biyokutle (g/l), (c) maya ekstrakti (g/1) - biyokditle (g/1)) model grafikleri.

Cizelge 4.12 C. cohnii ile gerceklestirilen 2°-tam faktdriyel merkezi tiimlesik tasarimi deneme
desenine ait toplam yag miktar1 cinsinden ANOVA sonuglari.

Kaynak SS DF MS F-degeri p>F
Model 142,75 4 35,69 9,49 0,0005
X;-Deniz tuzu 3,39 1 3,39 0,90 0,3577
Xy-Gliserol 56,5 1 56,5 15,03 0,0015
X3-Maya ekstrakti 46,87 1 46,87 12,47 0,0030
X2 36 1 36 9,57 0,0074
Artan 56,39 15 3,76

Uyum eksigi 41,19 10 4,12 1,35 0,3883
Saf hata 15,21 5 3,04

Cor Total 199,14 19
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Her bir faktoriin yanit {izerine etkisinin ne yonde oldugunu gormek i¢in ise
Sekil 4.16°da gortlen model grafikleri incelemek gerekmektedir. Buna gore, artan
gliserol konsantrasyonuyla toplam yag igeriginde artma; artan maya ekstrakti
konsantrasyonu ile ise toplam yag miktarinda azalma goériilmektedir. Tuzlulugun
ise 16 g/I'ye kadar konsantrasyonlarinda toplam yag miktarinda artis; bu
konsantrasyon sonrasinda ise azalma goriilmiistiir. De Swaaf et al (1999), C.
cohnii  ATCC 30772 ile vyaptiklar1 ¢alismada, artan maya ekstrakti
konsantrasyonuyla hiicrelerin optik yogunluk degerlerinde artis, buna karsin,
hiicrelerin yag igeriginde ise azalma oldugunu saptamislardir. Bu da, artan maya
ekstrakti konsantrasyonuna karsilik toplam yag igerigindeki azalma agisindan bu
calismayla uyum igerisindedir. Diger taraftan ise, maya ekstraktinin belli bir
konsantrasyon sonrasinda (2,4 g/l) biyokiitle miktarinda azalmaya neden oldugu
bu calismada saptanmistir. Ayrica, artan gliserol konsantrasyonunun toplam yag
miktarinda artisa neden oldugu goriilmektedir (Sekil 4.16). Sonuclar bu yonuyle
literatiirle uyum igerisindedir. Genel olarak, mikroorganizmalarda yag tiretimi
ortamdaki karbon fazlaliginda ve herhangi bir besin elementinin (genellikle azot)
limitasyonunda tesvik edilmektedir (Subramaniam et al., 2010; Chen et al., 2011).
C. cohnii yetistiriciliginde karbon kaynagi olarak genelde glikoz kullanilirken (De
Swaaf et al., 1999; Jiang and Chen, 1999), gliseroliin kullanildig1 ¢alismalara
rastlanmamistir. Bu c¢alismada, gliserolin 20 g¢/I’den daha fazla olan
konsantrasyonlarinin biyokiitle tizerinde etkisinin olmadigi gorilmiistiir (Bkz.
Sekil 4.15). Dolayisiyla, biyoreaktor diizeyindeki {iiretimlerde gliseroliin bu
etkisinin g6zoniine alindig1 kesikli-beslemeli sistemlerin daha uygun olabilecegi
ongoriilmektedir. Diger taraftan, glikoz i¢in yliksek konsantrasyonlarda (50-75
g/1) inhibisyon etkisinden s6z edilmemektedir. Tam tersi, yiiksek optik yogunluk
degerlerine yiiksek glikoz konsantrasyonlarinda ulasildigi ortaya konmustur (De
Swaaf et al., 1999).

De Swaaf et al (1999) tarafindan, C. cohnii’de hem biiylime hem de yag
uretiminin ortamdaki artan tuz konsantrasyonu (2,8-27,8 g/1) ile arttig1 da ortaya
konmustur. Yeesang and Cheirsilp (2011), Botryococcus spp. olarak
tanimladiklar1 4 farkli izolatta artan tuz konsantrasyonu ile toplam yag miktarinda
diisiis belirlemislerdir. Bu ¢alismada, biiyiime ve yag iiretimi, ortamdaki yiiksek
tuzluluk (27,8 g/1) ve ortalama tuzluluk (17,8 g/I) degerleri agisindan
karsilastirildiginda hemen hemen benzer sonuglarin elde edildigi saptanmustir.
Dolayisiyla optimum biiylime ve yag lretimi i¢in 17,8 g/l tuzlulugun yeterli
oldugu belirtilmistir. Jiang and Chen (1999) yaptiklar1 ¢alismada, C. cohnii ATCC
30556 ve C. cohnii ATCC 50051’in en yiiksek biyokitle konsantrasyonlarina
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(2,51 g/l ve 1,56 g/, srasiyla) 9 g/l NaCl konsantrasyonunda ulastiklar
belirtilmistir. C. cohnii RJH ile ise en yiiksek biyokiitle konsantrasyonuna (2,49
g/l) 5 g/l NaCl konsantrasyonunda ulasildigin1 saptamiglardir (Jiang and Chen,
1999).

One Factor One Factor

toplam yag
toplam yag

One Factor

toplam yag

C: maya ekstrakti

(©)

Sekil 4.16 C. cohnii ile gerceklestirilen 2°-tam faktoriyel merkezi tiimlesik tasarimi deneme
desenine ait bagimsiz degiskenlerin (a) deniz tuzu (g/l)- toplam yag (g/g), (b) gliserol
(9/l) - toplam yag (g/g), (¢) maya ekstrakti (g/l) - toplam yag (g/g)) model grafikleri.

Ayrica, erlenlerin toplam yag iceriklerinin % 20-30 (g/g) arasinda degistigi
gortilmektedir (Bkz. Cizelge 4.10). C. cohnii ile yapilan erlen diizeyindeki bir
calismada, toplam yag miktarimin % 5-15 (g/g) arasinda degistigi bildirilmistir
(De Swaaf et al.,, 1999). Toplam yag miktarindaki bu farkliligin temelde
kullanilan kiiltiir ortami ve karbon kaynaklari ile karbon ve maya ekstrakti

konsantrasyonlarinin farkliligindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Erlen diizeyinde yapilan bu denemede clde edilen biyokiitle miktarlarinin
1,4-8,1 g/l arasinda degistigi goriilmektedir (Bkz. Cizelge 4.10). Erlenlerin
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biyokutle verimlilikleri 0,13-1,0 g/l.giin arasinda degismektedir. Pleissner and
Eriksen (2012) tarafindan gergeklestirilen kesikli biyoreaktor Gretimlerinde elde
edilen biyokitle verimliliklerinin 0,72-1,0 g/l.glin arasinda degistigi ortaya
konmustur. Jiang and Chen (2000b) ise, 1g/l maya ekstraktinin ve 1 g/l triptonun
azot kaynagi olarak kullanildigi ortamda, glikoz konsantrasyonun 20-30 g/l
arasinda degisen konsantrasyonlarinda 3-3,2 g/l arasinda biyokiitle elde ettiklerini
belirtmislerdir. Erlenlerde elde edilen biyokiitlenin gliserol {izerinden verimlerinin
(Yx/s) ise 0,30-0,48 (g/g) arasinda degistigi saptanmistir. Bu degerin, C. cohnii
icin glikoz iizerinden verilen verim degerine (0,45-0,50, g/g) yakin oldugu
gorulmektedir (Jiang and Chen, 2000b).

Bu ¢alismada, hem biyokiitle hem de yag iiretimini maksimize edecek
sekilde Design Expert 7.0.0 programinda C. cohnii icin optimum ortam recetesi
arastirlldiginda, tuzlulugun yaklasik 16 g/l; maya ekstraktinin 1,7-1,88 gll;
gliseroliin ise 30 g/l olarak sunuldugu goriilmektedir. Fakat, toplam biyokiitle
miktarinin artan gliserol miktar1 ile iliskisi agisindan bakildiginda (Bkz. Sekil
4.15), gliseroliin 20 g/I’den fazla konsantrasyonlarinda toplam biyokiitle
miktarinda artis hemen hemen hi¢ olmamaktadir. Ayrica, yapilan HPLC analizleri
sonuglara gore baslangi¢ gliserol konsantrasyonunun 30 g/l oldugu erlenlerde
yaklastk 10-15 ¢/l kadar ortamda kullanilmadan kalan gliserol oldugu
saptanmistir. Baslangic gliserol konsantrasyonu 20 g/l olan erlenlerde ise ortamda
kullanilmadan kalan gliserol miktarinin ortalama 2-5 g/l arasinda oldugu
gorilmistiir. Gliserolliin toplam yag {retimi iizerine etkisi de g0z Onlne
alindiginda, C. cohnii biiyiime ortaminda baslangi¢ gliserol miktarinin maksimum

18-20 g/1 arasinda olmas1 gerektigine karar verilmistir.

Buna gore C. cohnii ATCC 460 A2E6 ortami yapilan bu optimizasyon

caligmalar1 sonucunda Cizelge 4.13°de goriildiigii sekilde modifiye edilmistir.

Cizelge 4.13 Optimizasyon denemeleri sonucunda modifiye edilen C. cohnii kiiltiir ortam

Ortam icerik

Yapay deniz tuzu (16 g/l) ; Maya ekstrakti (1,7 g/1); FeClz . 6H,0 (0,01
g/l); Sodyum gliserofosfat (0,15 g/l); (NH4),SO, (0,05 g/l); Tris
tampon (1,5 g/l); K;HPO, (0,01 g/l); Glutamik asit (0,1 g/l); Gliserol
(18 g/); Vitamin Cozeltisi (Imi/l); Metal karisum (3mli/l);

ATCC 460 A2E6  Metal Karisinn (100 ml i¢in): EDTA (1g); FeCl; . 6H,0 (0,05 g);
kiiltiir ortami H3BO; (1g); MnCl, . 4H,0 (0,15 g); ZnCl, (0.01g); CoCl, . 6H,0
(0.005)

Vitamin Cozeltisi (1 | icin): Biotin (0,003 g); Thiamine (1 g)
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4.4.6 C. cohnii ile gerceklestirilen kesikli biyoreaktor iiretimleri

4.4.6.1 Farkh karistirma hizlarinin bivokiitle verimliligi, toplam vag icerigi

ve vag asidi kompozisyonuna etkilerinin incelenmesi

Kiiltiir ortaminin optimizasyonu tamamlandiktan sonraki asamada, 2 1’lik
karigtirmali tank biyoreaktorde kesikli isletim sisteminde, bazi ¢evresel
parametrelerin (karistirma hizi, pH kontrolii, hava akis hizi, ¢o6zlinmiis oksijen
konsantrasyonu gibi) C. cohnii hiicre gelisimi, toplam yag miktar1 ve
kompozisyonuna etkilerinin incelenmesi ve biyoreaktorde iiretim kosullarinin

optimizasyonu gerceklestirilmistir.

Calismanin bu kisminda, C. cohnii ile 2 I’lik biyoreaktérde 3 farkli
karistirma hizinda (100 rpm, 150 rpm ve 250 rpm) biyokiitle verimliligi, toplam
yag igerigi ve yag asidi kompozisyonuna etkilerinin incelendigi reaktor
denemeleri gerceklestirilmistir. Ortamin pH’st 7.0’ye (2N HCIl ve 1IN NaOH),
sicaklik ise 24 °C’ye sabitlenmistir. Havalandirma hizi 1 vvm olarak
ayarlanmigtir. Karbon kaynagi olarak gliserol (18 g/I) kullanilmigtir. Tiim
tiretimler boyunca biiylime, hiicre sayimi1 ve kuru agirlik tayinleri ile; karbon
kaynaklarmin tiikketimleri HPLC ile; organizmadaki yag ftretimi ise floresan
spektrofotometrik olgiimlerle takip edilmistir. Uretim sonras1 elde edilen
biyokiitleler santrifiijle ortamdan ayrilarak liyofilizatorde kurutulmus, biyokiitle
verimliligi ve gravimetrik toplam yag Olclimleri tamamlanmistir. Yag
ekstraksiyonlar1 tamamlandiktan sonra, metil esterleri hazirlanarak GC’de yag

asidi analizlerine gegilmistir.

Farkli karistirma hizlarindaki her bir biyoreaktor iiretiminin zamana karsi
biyokutle, gliserol konsantrasyonu ve floresan siddeti yoniinden toplam yag
miktarindaki degisim incelenmistir. Karistirma hizinin 100 rpm olarak ayarlandigi

tiretim sonunda yaklasik olarak 5,7 g/l biyokiitle elde edilmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17 C. cohnii hicrelerinin 2 litrelik karistirmali biyoreaktérde 100 rpm karigtirma hizinda
zamana kargilik kuru agirlik (#), gliserol konsantrasyonu (g/l, x), floresan siddeti (F1I,
A) degisimleri.

Biyokiitle verimliligi 0,94 g/1.giin; substrat kullanim verimi ise (Yxs) 0,46
olarak belirlenmistir. C. cohnii hiicreleriyle 150 rpm karistirma hizinda yapilan
biyoreaktor dretimi sonucunda ise 7,3 g/l biyokutle elde edilmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 C. cohnii hiicrelerinin 2 litrelik karigtirmali biyoreaktdrde 150 rpm karigtirma hizinda
zamana karsilik kuru agirlik (#), gliserol konsantrasyonu (g/1, X), floresan siddeti (FI,
A) degisimleri.

Biyokiitle verimliligi yaklasik 1,3 g/l.giin; substrat kullanim verimi ise
(Yxis) 0,40 olarak belirlenmistir. Karistirma hizinin 250 rpm olarak tutuldugu

iiretim sonucunda ise 6,4 g/l biyokiitle elde edilirken; biyokiitle verimliligi 0,8
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g/l.glin ve substrat kullanim verimi ise (Yyxs) 0,36 olarak belirlenmistir (Sekil
4.19).
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Sekil 4.19 C. cohnii hiicrelerinin 2 litrelik karigtirmali biyoreaktérde 250 rpm karigtirma hizinda
zamana karsilik kuru agirlik (o), gliserol konsantrasyonu (g/l, X), floresan siddeti (FI,
A) degisimleri.

Gravimetrik olarak yapilan toplam yag 6l¢timleri ve daha sonrasinda yapilan
transesterifikasyon islemi ile GC analizleri gergeklestirilmistir. Cizelge 4.14’de
gortldiigli gibi 150 rpm karistirma hizinda yapilan tiretimde elde edilen toplam
yag miktarimin, 100 rpm karistirma hizinda yapilan tiretimden daha yiiksek oldugu
saptanmistir (p<0,05). Toplam yag miktar1 agisindan 150 rpm ve 250 rpm
karigtirma hizlarinda gergeklestirilen liretimler arasinda istatistiksel olarak fark
olmadig1 goriilmiistiir. Dolayisiyla, enerji maliyeti agisindan diisiiniildiigiinde 150
rpm karistirma hizinin daha uygundur. Ayrica, elde edilen biyokiitle verimlilikleri
karsilastirildiginda 150 rpm karistirma hiziyla gergeklestirilen iiretimde daha
yiiksek biyokiitle verimliligi elde edilmistir.

Uc¢ farkli kanstirma hizinda elde edilen toplam spesifik DHA
konsantrasyonlar1 (mg/g biyokiitle) da farklilik géstermektedir. Karigtirma hizinin
150 rpm olarak ayarlandig1 biyoreaktér iiretimi sonucunda DHA
konsantrasyonunun 49 mg/g diizeyinde oldugu belirlenmistir. Karistirma hizinin
100 rpm ve 250 rpm olarak ayarlandigi biyoreaktor Gretimi sonucunda ise DHA
konsantrasyonlar sirasiyla 34 mg/g ve 32 mg/g diizeyinde saptanmistir.

Farkli karigtirma hizlarinda (50 ve 100 rpm) erlen diizeyinde yapilan bir
caligmada, 100 rpm karistirma hizinda, 50 rpm ile ulasilan optik yogunluk
degerinin yaklasik 4 kat1 daha yiiksek degerlere ulasildigi ortaya konmustur.
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Cizelge 4.14 C. cohnii hiicreleriyle gerceklestirilen 2 litrelik biyoreaktor tiretiminde farkli
karigtirma hizlarimin (100, 150, 250 rpm) toplam yag miktar1 ve yag asidi
kompozisyonuna etkileri.

Karisirma  %Toplam Yag kompozisyonu (% TFA)
hizi yag  C10:0 C12:0 C14:0 C16:0 C180 Ci18:1 C22:6
100 28,08 3,2 11,5 20,3 20,3 1,6 7,0 34,0
150 36,5" 33 8,8 21,1 20,1 1,6 7,5 36,0
250 305" 22 8,0 22,0 19,2 1,7 8,0 38,0

ABC Farkl biiyiik harflerle gosterilen toplam yag miktarlar1 ortalamalar: arasindaki fark dnemlidir
(p<0,05).

Karistirma hizinin artmasiyla artan oksijen transferinin hiicre gelisimine
katki sagladigi belirtilmistir (De Swaaf et al., 1999). Bu c¢alismada, 3 farkh
karigtirma hiz1 biyokiitle verimliligi acisindan karsilastirildiginda 250 rpm
karigtirma hizinin en diisiik seviyede kaldigi belirlenmistir. Benzer olarak, yesil
bir mikroalg tirt olan Ettlia texensis hiicrelerinin farkli karistirma hizlarinda
gergeklestirilen biyoreaktor iiretimleri sonucunda elde edilen biyokiitle verimliligi
ve toplam yag miktarlarinda da farkliliklar oldugu ortaya konmustur (Isleten-
Hosoglu et al., 2013).

Mekanik karigtirmanin, radyal karismay1 hizlandirdig bilinmektedir (Doran,
1995). Fakat mekanik karistirma algal hiicrelere zarar da verebilmektedir (Garcia
et al., 2000; Sobczuk et al., 2006). Baz1 mikroalg tiirleri (Dunaliella gibi) son
derece kirilgan bir yapiya sahip olurken, diger pek c¢ok tiir yiiksek seviyedeki
tirbllanslara ve gaz poskdrtilmelerine karst da son derece dayanikli
olabilmektedir (Sobczuk et al., 2006). C. cohnii ile yapilan ¢alismalarda reaktor
igerisindeki ¢Oziinmiis oksijen konsantrasyonunu belli bir degerde (genellikle
%30-40) tutmak amaciyla, iiretim boyunca 100 rpm ile 1000 rpm arasinda degisen
karigtirma hizlar1 kullanilmistir (de Swaaf et al., 1999; Ratledge et al., 2001;
Mendes et al., 2007). Pleissner and Eriksen (2012) C. cohnii ile ¢6ziinmiis oksijen
konsantrasyonunu %40 doygunluk seviyesinde tutmak icin tretim boyunca 450-
800 rpm arasinda degisen karistirma hizlarinda kesikli  {iretimler
gerceklestirmislerdir. Asetik asit ve glikozun karbon kaynaklari olarak birlikte
kullanildig1 4 giinliik kesikli iiretim sonucunda elde ettikleri toplam biyokiitle
miktarmin yaklasik 3 g/I; toplam yag miktarinin %15-23 (g/g); spesifik DHA

konsantrasyonunun ise yaklasik 38 mg/g dilizeyinde oldugunu ortaya
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koymuslardir. Bu ¢alismada optimum karistirma hizi olarak belirlenen 150 rpm
karistirma hizinda yapilan iiretim sonucunda elde edilen biyokiitle verimliligi,
toplam yag ve DHA miktarlar1 acisindan daha yiiksek sonuglarin elde edildigi
ortaya konmustur

Bazi arastiricilar, erlen diizeyinde yaptiklart galismalarinda C. cohnii
hiicrelerinin gliserolii kullanabildigini belirtirken (Mendes et al., 2009); diger
arastiricilar  gliserol iizerinde herhangi bir marjinal biliylime goriilmedigini
belirtmislerdir (De Swaaf et al., 1999). Bu ¢calismada ise, biyoreaktor duizeyinde
yapilan bu kisminda organizmanin gliserol kullanim veriminin 0,36-0,46 (g/Q)
arasinda degistigi ortaya konmustur. Bu verim degeri, glikoz i¢in ortaya konan
biyokiitle verim degerlerine (0,35-0,48, g/g) ¢ok yakin olup (Jiang and Chen,
2000b); etanol (0,31, g/g), asetik asit (0,12-0,22, g/g) gibi onerilen diger alternatif
karbon kaynaklar1 i¢in belirtilen verim degerlerinin iizerinde kalmaktadir
(Ratledge et al., 2001; De Swaaf et al., 2003a,b). C. cohnii hucrelerinden, DHA
bakimindan zengin yag {iretimi ticari olarak yapilmakta, hem yetiskinler icin ek
besin kaynagi olarak kullanilmakta hem de bebek gidalarimin formulasyonunda
yer almaktadir. Bu ticari prosesin teknik yonleri gizli tutulsa da, organizmanin
bliyiik Olgek fermentorlerde karbon kaynagi olarak glikozun kullanildigir bir
prosesle elde edildigi tahmin edilmektedir (Ratledge et al., 2001). Toplam kultlr
ortami maliyetinin %80°ini glikozun olusturdugu bilinmektedir (Li et al., 2007).
Biyokiitle, yag ve DHA verimleri ise sirket sirr1 olarak gizli tutulmaktadir.
Bununla birlikte, bu calismada elde edilen sonuglar geleneksel olarak kullanilan
glikoz yerine, alternatif karbon kaynagi olarak gliseroliin kullanilabilecegini
ortaya koymustur. C. cohnii hiicrelerinin gliseroliin karbon kaynagi olarak
kullanildig1 proseslerde glikoza son derece yakin; diger alternatif karbon
kaynaklarina gore ise (asetik asit, etanol gibi) daha yiksek biyokdtle verimlerine
sahip oldugu saptanmistir. Boylece biyodizel iiretimi sirasinda tranesterifikasyon
asamasinda olusan bir yan Uriin olan gliseroliin degerlendirilmesiyle ortam

maliyetlerini diistirmenin miimkiin olabilecegi diisiiniilmektedir (Li et al., 2007).

Nil kirmizisiyla floresan Olglimiine dayali toplam yag miktar: tayini ile
organizmanin yag iretiminin hangi sartlarda tetiklendigi belirlenebilmektedir.
Buna gore, yapilan diger ¢alismalarla da benzer olarak C. cohnii hiicrelerinde de
basta biiylimeyle baglantili bir yag iiretimi s6z konusu olmaktadir (Yang et al.,
2011; Isleten-Hosoglu et al., 2012). Fakat sonrasinda ise, bu artisin hiicreler
duragan faza gectiginde de devam ettigi tespit edilmistir. Benzer olarak, Pleissner
and Eriksen (2012) de, hiicreler duragan faza girdikten sonra da toplam yag asidi
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konsantrasyonundaki artisa, biyokiitle miktarinda diisiis gozlenmeye basladiginda
ise toplam yag asidi miktarinin degismedigine dikkat ¢cekmislerdir.Farkli sodyum
asetat konsantrasyonlarinda gerceklestirilen baska bir calismada, gravimetrik
yontemle yapilan hiicre i¢i yag konsantrasyonu ol¢iimiinde, sodyum asetatin
diisiik konsantrasyonlarinda biiylimeyle artan bir yag olusumu gozlenmistir
(Ratledge et al., 2001). C. cohnii i¢in gelistirilen nil kirmizisiyla floresan
Ol¢timiine dayanan yag tayininin, Gretimde biyokitlenin yani sira yag tiretiminin
de kontrol edilmesini saglayarak, bir {iretimin ne zaman sonlandirilacagina imkan
verecegi ve ¢alismanin bu yoniliyle de endiistriyel proseslere katki saglayacagi
distintilmektedir (Isleten-Hosoglu et al., 2012).

Mikroalg hiicrelerinin yag asitleri kompozisyonu ve miktar1 iizerine
kiiltliriin bliylime evresinin etkisinin dnemli oldugu ortaya konmustur (Fidalgo et
al 1998; Jiang and Chen, 2000a). Bu ¢alismada da, karistirma hizinin 150 rpm de
tutuldugu iiretim siiresince biiyiime evresinin farkli zamanlarinda alinan 6rnekler
yag asiti kompozisyonu agisindan incelenmistir (Sekil 4.20). Uretimin 3. giiniine
kadar goriilen lineer biiylime evresinin ardindan (Bkz. Sekil 4.18) hucreler daha
hizla biylme egilimine girmisler ve bu evrede (5. giin) DHA miktarinin oldukga
arttigi belirlenmistir. Hiicrelerin duragan fazda oldugu durumda ise DHA
miktarindaki artig biraz daha diisiik seviyede kalmistir. Ayrica, 5. giinde C14:0 ve
C16:0 yag asitleri oraninda azalma, sonrasinda ise bir miktar artis g0ze
carpmaktadir. DHA miktarindaki artisin hiicreler duragan faza girmeden hemen
onceki durumda en yiiksek diizeyde oldugu ve duragan faz boyunca degisimin
fazla olmadig1 gozlemlenmistir. Benzer olarak, Jiang and Chen (2000a) C. cohnii
hiicrelerinde hiicreler gelistikce duragan fazin baslarina kadar hiicre i¢i DHA
oraninin arttigini saptamiglardir. De Swaaf et al (1999) ise C. cohnii ile 1 I’'lik
reaktorde gerceklestirdikleri ¢alismada, hiicrelerin DHA igeriginin lineer biiyiime
fazindan baslayarak duragan fazin ortalarina kadar arttigini ortaya koymuslardir.
Logaritmik fazin sonlarinda veya duragan fazin baglarinda hiicrelerin doymus yag
asitleri miktarinda azalma, doymamis yag miktarlarinda ise artma goériilmesinin
sebebi, besin ortaminda bazi spesifik besin elementlerinin tamamiyla tiiketilmesi

veya kithigindan kaynaklanabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Chen and Johns, 1991).
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0C10:0 mC12.0 OC14:.0 mC16:.0

BC18:0 0OC18:1 @C22:6

yag asitleri mg/g

3. giin 5. giin 7. giin

Sekil 4.20 C. cohnii hiicrelerinin bilyimenin farkli evrelerindeki yag asidi kompozisyonundaki
degisimi

4.4.6.2 Kontrollii pH ortaminda biyokiitle verimliligi, toplam vag icerigi ve

vag asiti kompozisyonuna etKkilerinin incelenmesi

C. cohnii ile yapilan caligmalarda ftretimlerin farkli pH degerlerinde
yapildig1 gorilmektedir (Mendes et al., 2007; Pleissner and Eriksen, 2012). Erlen
diizeyinde yapilan iiretimlerde ise pH kontrolii mimkiin olmamaktadir (Jiang and
Chen, 1999; Jiang and Chen, 2000a,b). Calismanin bu kisminda, ayni biyoreaktor
kosullarinda tiretim boyunca pH’nin kontrol edilmedigi ve pH’nin 6,5 ve 7,0’ye
sabitlendigi 3 Uretim gergeklestirilerek, bu degisimlerin biyokiitle verimliligi,
toplam yag igerigi, gliserol tiiketimleri ve yag asidi kompozisyonuna etkilerinin

incelenmesi amaglanmustir.

Uretimler boyunca, karistirma hizi 150 rpm; havalandirma hizi ise 1 vvm
olarak ayarlanmistir. Biyokiitle verimliligi ve toplam yag miktar1 acisindan 3
tiretim karsilastirildiginda, pH’nin kontrol edilmedigi iiretimde 0,88 g/l.giin
biyokiitle verimliligi ve %33 (g/g) toplam yag elde edilmistir. Gliserol kullanim
veriminin ise 0,4 (g/g) oldugu belirlenmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21 C. cohnii hiicrelerinin 2 litrelik karigtirmali biyoreaktorde iiretim boyunca pH’nin
kontrol edilmedigi duruma karsilik kuru agirlik (), gliserol konsantrasyonu (g/1, X),
floresan siddeti (FI, A) degisimleri.

pH degerinin 6,5’a sabitlendigi iiretimde ise, biyokiitle verimliligi ve toplam
yag miktar1 acisindan pH’nin kontrol edilmedigi {iretime benzer sonuglar (0,82
g/l.gun; %32, g/g) elde edilmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22 C. cohnii hiicrelerinin 2 litrelik karistirmali biyoreaktorde tiretim boyunca pH’nin 6,5°a
sabitlendigi duruma kargilik kuru agirlik (#), gliserol konsantrasyonu (g/l, X), floresan
siddeti (FI, A) degisimleri.

pH’nin 7.0’ye sabitlendigi iiretimde ise daha yiiksek biyokiitle verimliligi ve
toplam yag miktart (1,3 g/l.giin; %36,5, g/g) elde edilmistir (Bkz. Sekil 4.18).
Gliserol kullanim veriminin her 3 {iretimde de 0,4 (g/g) civarinda oldugu

belirlenmistir. DHA miktar1 agisindan ise pH’nin kontrol edilmedigi ve pH’ nin
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6,5’a sabitlendigi iiretimler sonucuna elde edilen DHA miktarlar1 (25 mg/g ve 36
mg/g, sirasiyla) tiretimin pH’smmin 7,0’ye sabitlendigi liretime gore (49 mg/g)
biraz daha diisiik kaldig1 saptanmistir. C. cohnii hucreleri ile erlen duzeyinde
yapilan bir ¢alismada, farkli baslangi¢c pH’larinda (pH 4-10) {iretime baglanmis ve
baslangi¢ i¢in optimum pH degerinin 7,2 oldugu ortaya konmustur (Jiang and
Chen, 2000b). Ayrica aymi ¢alismada, DHA olusumunda ortam pH’sindaki
degisimin etkisinin son derece az oldugu, en yiiksek DHA oraninin ise pH’nin 7,2
ile baslatildig1 tiretimde oldugu belirtilmistir. DHA {ireticisi diger bir organizma
olan Schizochytrium sp. S31 ile yapilan bir ¢alismada, pH 5-8 arasinda degisen
baslangi¢c pH degerleri arasinda en yiiksek biyokiitle miktarinin (6 g/l) ve DHA
veriminin (314 mg/l) pH 7,0°de elde edildigi belirtilmistir (Wu et al., 2005).

4.4.6.3 inkiibasyon sicakhgmin C. cohnii biyokiitle verimlilidi, toplam yag

icerigi ve yag asidi kompozisyonundaki etkisi

Biyoreaktér kosullarinda, farkli inkiibasyon sicakliklarinin organizmanin
biyokiitle verimliligi, toplam yag igerigi ve yag asidi kompozisyonuna etkilerinin
incelenmesi amaciyla 3 farkli sicaklikta reaktdr iiretimleri gerceklestirilmistir.
Karigstirma hizi olarak 150 rpm, havalandirma hiz1 ise 1 vvm olarak ayarlanmistir.
Uretim siiresince ortamm pH degeri 7,0’ye (2N HCI ve 1IN NaOH ile)
sabitlenmistir. Inkiibasyon sicakliginin 30 °C oldugu durumda en diisiik biyokiitle
verimliligi (0,57 g/l.giin) elde edilmistir. Gliserol Uzerinden biyokitle verimi ise
0,23 (g/g) olarak saptanmustir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23  C. cohnii hiicrelerinin 2 litrelik karigtirmali biyoreaktorde farkli 30 °C inkiibasyon
sicakliginda zamana karsilik kuru agirlik (#), gliserol konsantrasyonu (g/1, X),
floresan siddeti (FI, A) degisimleri.
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Inkiibasyon sicakligmnin 24 °C ve 27 °C oldugu iiretim kosullarinda elde
edilen biyokiitle verimlilikleri hemen hemen ayni olmakla birlikte 27 °C’de biraz
daha diisiik degerde (0,98 g/l.guin) kalmustir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24 C. cohnii hiicrelerinin 2 litrelik karigtirmali biyoreaktorde farkli 27 °C yetistirme
sicakliginda zamana karsilik kuru agirlik (#), gliserol konsantrasyonu (g/1, X),
floresan siddeti (FI, A) degisimleri.

Sicakligin 24 °C oldugu iiretimde elde edilen biyokiitle verimliligi ise 1,3
g/l.giin diizeyinde kalmistir (Bkz. Sekil 4.18). Gliserol (zerinden biyokiitle
verimlilikleri agisindan bu iki {iretim karsilagtirildiginda ise 27 °C’de
gergeklestirilen iretimin (0,52 (g/g)) 24 °C’de gergeklestirilen iiretime gore (0,40
g/g)) biraz daha yliksek oldugu saptanmustir.

De Swaaf et al (1999) 27 °C ve 30 °C olmak iizere iki farkli inkiibasyon
sicakliginin  C. cohnii hiicrelerinin gelisimi {izerine etkilerini inceledikleri
caligmada, organizmanin 30 °C sicaklikta daha bir iyi gelisim gosterdigini ortaya
koymuslardir. Jiang and Chen (2000a) ise 15 °C, 20 °C, 25 °C ve 30 °C olmak
tizere 4 farkli inkiibasyon sicakliginda yaptiklari ¢alismada, C. cohnii hiicrelerinin
2,42 ¢/l ile en yiiksek biyokiitle miktarinin 30 °C inkiibasyon sicaklifinda elde
edildigini belirtmislerdir. Ayrica, glikoz tzerinden en ylksek biyokutle veriminin
(0,48, g/g) yine bu sicaklikta elde edildigini saptamiglardir. Diisiik sicakliklarin,
glikoliz ve Krebs dongiisiindeki enzimlerin aktivitelerini yavaslattigi  ve
dolayisiyla karbon metabolizmasini da yavaslattigi bilinmektedir (Jiang and Chen,
2000a). Bundan dolayi, farkli inkiibasyon sicakliklarinda organizmanin karbon
kaynaklarini kullanim hiz1 ve kullanim verimi de etkilenmektedir.
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Organizmanin yag {retiminin de inkiibasyon sicakligindan etkilendigi
saptanmistir. En yiiksek floresan siddeti sicakligin 24 °C; en diisiik floresans
siddeti ise sicakligin 30 °C oldugu iiretimde elde edilmistir. Gravimetrik toplam
yag miktar1 Olgiimlerine gore 24 °C’de gergeklestirilen iiretim sonucunda elde
edilen biyokiitledeki yag oran1 %36,5 (g/g) olup, bunu %31 (g/g) ile 27 °C’deki
tretim ve %29 ile 30 °C’de gergeklestirilen iiretim takip etmektedir. Sicaklik
artisiyla biyokiitledeki toplam yag miktarinda diisiis saptanmistir. Benzer olarak,
de Swaaf et al (1999) yaptiklar1 ¢alismada, C. cohnii hicrelerinde 27 °C
inkiibasyon sicakliginda toplam yag orani %13 iken, 30 °C’de bu degerin %7.,8’e
distiigiinii ortaya koymuslardir. Ayrica, sicakliginda yalnizca toplam yag
miktarinda degil yag kompozisyonunda da degisikliZe neden oldugu

gozlemlenmistir (Sekil 4.25).

60
BC10:0 BCl220 0OC140 BC16:0

HC18:0 0OCi181 OC226

Sekil 4.25 Farkli inkiibasyon sicakliklarinda biyokiitledeki toplam yag kompozisyonundaki
degisim

Sekil 4.25’de goriildiigh gibi, DHA, C. cohnii hiicrelerinde bulunan baslica
yag asididir. Reaktor isletim sicakliinin 24 °C’ye ayarlandigi iiretimden elde
edilen biyokiitledeki DHA konsantrasyonu 49 mg/g civarindayken, 27 °C ve 30
°C isletim sicakliklarinda bu miktarin 27 mg/g’a diistiigii belirlenmistir. Benzer
sekilde, Jiang and Chen (2000a), 30 °C’deki yetistirilen C. cohnii hiicrelerinin
DHA oranlarinda ¢ok yiiksek miktarda azalma oldugunu, DHA oranindaki bu
azalmanin C14:0 ve C16:0 yag asitlerinin oraninda artmayla sonuglandigini
belirtmiglerdir. Diger taraftan, De Swaaf et al (1999), 27 °C’de yetistirilen C.
cohnii hiicrelerinin toplam yag asitleri igerisindeki DHA oran1 %35,9 iken, 30
°C’de yetistirilen hiicrelerde bu oranin %40,4’a ulastigini ortaya koymuslardir. Bu
calismada, 30 °C’deki yetistirilen yag asidi kompozisyonunda da C14:0, C16:0
doymus yag asitleri miktarinda artis oldugu géze c¢arpmaktadir (Sekil 4.25).
Diisiik sicakliklarda ortamda ¢6ziinmiis halde bulunan yiiksek molekiiler oksijen
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miktarinin da doymamis yag asidi sentezini olumlu etkiledigi diistiniilmektedir.
Ciinkii yag asidi zincirlerinin uzamasi ve desaturasyon islemlerinin etkinligi
ortamdaki molekller O, varligina bagli olmaktadir (Wen and Chen, 2003).
Avyrica, disiik sicakliklarda mikroalgler hiicre membran akiskanligini korumak

icin daha ¢ok doymamis yag asitlerini sentezlemeye calismaktadirlar (Wen and
Chen, 2003).

Endiistriyel 6l¢ekte liretimlerde, sogutma maliyetleri goz Oniine alindiginda
24 °C ve 27 °C inkiibasyon sicakliklarimin C. cohnii Gretiminde fazla fark
yaratmayacagi diistiniilmektedir. Tiim bu sonuglar dikkate alindiginda, C. cohnii
icin en uygun inkiibasyon sicakligi 24 °C olarak belirlenmistir.

4.46.4 Coziinmiis oksijen konsantrasyonunun sabitlendigi iiretimler

Calismanin bu asamasinda, biyoreaktor igerisindeki ¢Oziinmiis oksijen
konsantrasyonunu (DO) iiretim boyunca sabit tutmak (DO, %50) esas alinmistir.
Bu amacla, reaktor ti¢ farkli kaskad isletim modunda ¢alistirilmistir. Her 3 kaskad

isletim modunda da ¢6zlinmiis oksijen konsantrasyonu %50°ye set edilmistir

Kaskad 1: Oncelikle, havalandirma hiz1 kontrol edilmistir (maksimum 2
vvm); havalandirma hiz1 yeterli olmadiginda ise karistirma devreye girmistir
(maksimum 500 rpm). Uretim boyunca pH 7.0’de kontrol edilmistir.

Kaskad 2: Oncelikle, havalandirma hiz1 kontrol edilmistir (maksimum 1
vvm), havalandirma hiz1 yeterli olmadiginda karistirma devreye girmistir
(maksimum 500 rpm) Uretim boyunca pH 7.0’de kontrol edilmistir.

Kaskad 3: Oncelikle, havalandirma hiz1 kontrol edilmistir (maksimum 1
vvm), havalandirma hizi yeterli olmadiginda ise karistirma devreye girmistir

(maksimum 500 rpm). Bu iiretimde ise iiretim boyunca pH kontrol edilmemistir.

Kaskad 1 Uretimi boyunca takip edilen parametreler agisindan elde edilen
sonuglar Sekil 4.26’da gorilmektedir. Kaskad 1 sonucunda 0,64 g/l.giin biyokiitle
verimliligi; 0,50 (g/g) gliserol verimi elde edilmistir.
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Sekil 4.26 C. cohnii tiretim ortaminda kaskad 1 igletim modunda, zamana karsilik kuru agirlik
(#), gliserol konsantrasyonu (g/1, X), floresan siddeti (FI, A) degisimleri.

Kaskad 2 isletim modundaki iiretim boyunca takip edilen parametreler
acisindan elde edilen sonuglar Sekil 4.27°de gorilmektedir. Kaskad 2 sonucunda
0,77 g/l.glin biyokiitle verimliligi; 0,49 (g/g) gliserol verimi elde edilmistir.
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Sekil 4.27 C. cohnii tiretim ortaminda kaskad 2 isletim modunda zamana karsilik kuru agirlik (),
gliserol konsantrasyonu (g/l, x), floresan siddeti (FI, A) degisimleri.

Kaskad 3 denemesinde takip edilen parametreler agisindan elde edilen
sonuclar Sekil 4.28’de gorilmektedir. Uretim sonucunda 1,0 g/l.giin biyokiitle
verimliligi; 0,50 (g/g) gliserol verimi elde edilmistir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.28 C. cohnii iiretim ortaminda kaskad 3 isletim modunda zamana karsilik kuru agirhik
(#), gliserol konsantrasyonu (g/1, X), floresan siddeti (FI, A) degisimleri.

Her 3 iiretim toplam yag miktar1 acisindan karsilastirildiginda, iiretim
sonunda floresan siddeti 150 (a.u) civarinda Olgiilen kaskad 2 ftretiminde
biyokiitlenin % 32 (g/g)’sinin yag oldugu ortaya konmustur. Kaskad 3 iiretimi
sonucunda gravimetrik olarak Olciilen yag miktar1 %28 iken; cascade 1 iiretimi
sonucunda elde edilen toplam yag miktarinin %25 diizeyinde oldugu
belirlenmistir. Elde edilen biyokiitleler toplam yag asidi kompozisyonlari
acisindan karsilastirildiginda ise kaskad 1 iiretiminde daha yiiksek DHA orani
(%36) dikkati c¢ekmektedir (Cizelge 4.15). Diger yag asitleri agisindan
karsilastirildiginda ise ¢ok fazla bir degisim saptanmamuistir.

Cizelge 4.15 C. cohnii hiicreleriyle gerceklestirilen kaskad tiretimlerde elde edilen toplam yag
miktarlar1 ve yag asidi kompozisyonlarindaki farkliliklar

Uretimler Yag asidi kompozisyonu (%TFA)

C10:0 C12:0 C14:0 C16:0 C18:0 C18:1 C22:6

Kaskad 1 2 8 20 21 2 10 36
Kaskad 2 3 8 21 19 8 8 31
Kaskad 3 1 8 22 18 7 7 33

Her ii¢ iiretimde elde edilen biyokiitlelerin DHA konsantrasyonlari
gbzoniline alindiginda kaskad 1, kaskad 2 ve kaskad 3 iiretimlerinden sirasiyla
30,2 mg/g, 28 mg/g ve 24 mg/g DHA elde edildigi belirlenmistir. De Swaaf et al
(1999), 1 litrelik biyoreaktdrde, ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonunu %30

doygunluk seviyesinde sabit tutmak i¢in karigtirma hizinin otomatik olarak
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arttirildigs (100-800 rpm) kesikli bir iiretim gergeklestirmislerdir. Uretim sonunda
biyokiitle verimliligini 7,3 g/l.giin; toplam yag miktari1 %13,5 (g/g) olarak
bildirmiglerdir. Biyokiitle verimliligi acisindan bu calisma ile arasindaki bu
farkliligin oncelikle, kullanilan yiiksek miktardaki maya ekstrakti miktarindan
(11,5 g/l) ve glikozdan (84,3 g/l) kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Uretim sonunda
toplam yag asitleri icgerisindeki DHA oraninin %43,6 oldugunu ortaya
koymuslardir (De Swaaf et al., 1999). Toplam yag asitleri igerisinde DHA’1i
strastyla %16,9 ve 9%16,6 ile C16:0 ve C14:0 yag asitlerinin takip ettii ortaya
konmustur. Bu ¢alismada, hem biyokiitle verimliligi hem toplam yag miktar1 hem
de DHA konsantrasyonu acisindan karsilastirildiklarinda, ¢oziinmiis oksijen
konsantrasyonunun sabit tutuldugu iiretimlerin, sabit karistirma ve havalandirma
hizt uygulanan kesikli {iretimlere gore daha diisiik degerlerde kaldig

belirlenmistir.
4.4.7 C. cohnii ile gerceklestirilen kesikli-beslemeli biyoreaktor tUretimleri

Erlenlerde gergeklestirilen optimizasyon sonuglarina gore, gliseroliin 20 g/l;
maya ekstraktinin ise yaklasik 2 g/I’den fazla olan miktarlarinin organizma
tizerinde inhibe edici etkisinin olabilecegi saptanmistir. Dolayisiyla bu
faktorlerden gliseroliin, ortamdaki konsantrasyonunun kontrol edilebilecegi
kesikli beslemeli liretim kaskad 3 isletim modunda gerceklestirilmistir. Baslangi¢
gliserol konsantrasyonunun 10-11 g/l arasindadir. Bu iiretimde, iliretim boyunca
ortamdaki gliserol konsantrasyonunu 6-10 g/l arasinda tutulmasi hedeflenmistir.
Uretim boyunca hiicresel gelisim Sekil 4.29” da gériilmektedir. Uretimin 3. ve 4.
giinlerinde gliserol beslemesi yapilarak gliserol kosantrasyonunun belli aralikta
sabit kalmas1 saglanmistir. Uretim sonunda, organizmanin 1g/l.giin biyokiitle
verimliligine ve toplam biyokiitlenin %28 oraninda yag icerigine sahip oldugu
saptanmustir. Uretim sonunda elde edilen biyokiitledeki DHA miktar ise yaklasik
27 mg/g olarak belirlenmistir. Kesikli-beslemeli olarak gerceklestirilen tliretimde
hiicrelerin yag asidi kompozisyonu optimum kosullarda gerceklestirilen kesikli
tiretimle karsilastirildiginda, kesikli- beslemeli Gretimde C14:0 yag asidi oraninda
artis, DHA oraninda ise azalma oldugu saptanmistir (Sekil 4.30).
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Sekil 4.29 Ortamdaki gliserol konsantrasyonunun kontrol edildigi kesikli-beslemeli Gretimde
zamanla hiicre gelisimi (g/1) ve gliserol tiiketim hizindaki degisim

Yapilan bir ¢alismada, C. cohnii ile etanol iizerinden gergeklestirilen kesikli
beslemeli iiretimde biyokiitledeki toplam yag miktarinin %40; toplam yag asitleri
icerisindeki DHA oraninin ise %33 diizeyinde oldugu ortaya konulmustur (De
Swaaf et al., 2003b).
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Sekil 4.30 Kesikli ve kesikli-beslemeli isletim sisteminde gergeklestirilen {iretimlerin yag asidi
kompozisyonlarindaki farkliliklar

Gliserol konsantrasyonu {izerinden yapilan kesikli-beslemeli Uretim
sonucunda elde edilen biyokiitle verimliligi, toplam yag miktar1 aymi kosullardaki
kaskad 3 dretimiyle karsilastirildiginda herhangi bir fark olmadigi; DHA Gretimi

acisindan ise daha diisiik seviyede kaldig1 saptanmistir.
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4.4.8 C. cohnii ile gerceklestirilen siirekli isletim biyoreaktor iiretimleri

Kesikli tiretimlerde, 6zellikle yag ve DHA {iretimi acisindan en yiiksek
degerlerin hiicreler logaritmik fazin sonlar1 veya stasyonel fazin baslarindayken
elde edildigi saptanmistir. Dolayisiyla, siirekli sistemlerle hicreleri bu fazda
tutmaya calisarak en yliksek yag ve DHA igerigindeki biyokiitle miktarin
arttirmak amaclanmistir. Ayrica, kiiltiir ortaminda bulunan bazi besin 6gelerinin
(karbon, azot, fosfor kaynaklarinin) siirekli tiretim boyunca kisitlandigi durumlar
yaratilarak organizmanin hiicre gelisimi ve toplam yag miktar1 ve DHA
konsantrasyonu agisindan verdigi yanitlarin arastirilmasi hedeflenmistir. Kesikli
isletim sistemlerinde hiicrelerin spesifik biiyiime hizinin 1,0-1,3 1/giin arasinda
degistigi belirlenmistir. Stirekli sistemde ilk olarak, seyrelme hizi (D) olarak 0,5
1/gtin kullanilmasina ve bu seyrelme hizinin biyokiitle verimliligine, toplam yag

miktar1 ve yag kompozisyonuna etkilerinin incelenmesine karar verilmistir.

4.4.8.1 Herhangi bir besin limitasyonunun olmadig1 Uretimde, C. cohnii

bivokiitle verimliligi, toplam vag miktari ve vag kompozisvonundaki

degisim

Stirekli isletim sistemi denemelerine, kesikli sistemde optimize edilen ortam
ve ¢evresel kosullarda baslanmistir. Buna gore, C. cohnii ile optimize edilen
kiiltiir ortaminda (Bkz. Cizelge 4.13) karistirma hizi 150 rpm, havalandirma hizi 1
vvm ve pH degerinin 7.0’ye sabitlendigi kosullarda kesikli liretime baslanmistir.
Baslangictaki kesikli iiretim boyunca ve sistem siirekli sisteme dondiiriilmeden
once, hiicreler yaklasik 5,5 g/l biyokiitle konsantrasyonuna ulagmiglardir (Sekil
4.31). Siirekli sisteme gecildikten sonraki giinde biyokiitle miktarinda artis
gozlenmekle birlikte 9. gilinden itibare yaklasik 7,5 g/l civarlarinda sabitlenme
gorilmiistiir. Besleme basladiktan sonra ortamdaki gliserol konsantrasyonunda da
gittikce azalan bir egilim belirlenmistir. Uretim sonunda ise 1 g/ gliseroliin
ortamda kaldig1 saptanmustir (Sekil 4.31). Uretim sonunda elde edilen
biyokiitledeki toplam yag miktarinin ise %33 (g/g); yag igerisindeki spesifik DHA
miktarinin ise 31 mg/g oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.31 C. cohnii ile gergeklestirilen siirekli biyoreaktor isletim sisteminde zamanla kuru agirhk
(#), gliserol konsantrasyonu (g/l, X), seyrelme hizindaki (-) degigim.

4.48.2 Azot kisitlamasimin  vapildigr  Uretimde C. cohnii biyokutle

verimliligi, toplam yvag miktar1 ve vag asidi kompozisyonundaki
degisim

Surekli beslemeli sistem denemelerine, kesikli sistemdeki optimum ortam
ve gevre sartlarinda baglanmistir. Siirekli sistem boyunca reaktoér calisma hacmi
1,5 1 olarak sabitlenmistir. Sistem Oncelikle kesikli olarak baslamis ve iiretimin
yaklasik 5. giinlinden itibaren besleme ve ¢ikis hatlar1 agilmistir. Hiicrelerin
spesifik biiylime hizinin 1,0-1,3 1/giin arasinda degistigi belirlenmistir. Stirekli
sistemde seyrelme hizi olarak 0,5 1/giin kullanilmistir. Azot kisitlamasinin
yaratilacagt bu sistemde beslemede maya ekstrakti 0,3 g/l diizeyinde
bulunmaktadir. Diger tiim bilesenler ise baslangi¢ reaktoér ortami ile ayni olacak
sekilde hazirlanmustir.

Baslangictaki kesikli iiretim boyunca ve sistem siirekli sisteme
dondiiriilmeden o©nce, hiicreler yaklasik 4,5 g/l biyokiitle konsantrasyonuna
ulagsmuglardir (Sekil 4.32). Surekli sisteme gecildikten sonraki gunde biyokitle
miktarindaki artis devam etmistir. Seyrelme hiz1 yaklasik olarak spesifik biiyiime
hizinin yarisinda tutuldugu igin, hiicrelerde basta azot kisitlamasinin baslamadigi
distiniilmiistiir. Takip eden giinlerde ise biyokiitle konsantrasyonunda azalma
g0zlenmistir. Besleme basladiktan sonra ortamdaki gliserol konsantrasyonunda da
artis, iiretimin 8. giiniinden sonra ise degismedigi goriilmektedir. Uretim sonunda
elde edilen biyokiitlenin toplam yag miktar1 %33 (g/g), yag igerisindeki spesifik
DHA miktarinin ise 60 mg/g oldugu belirlenmistir. Pleissner and Eriksen (2012)
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tarafindan yapilan ¢alismada, azot kisitlamasinin iiretimin basinda olusturuldugu
stirekli tiretimde elde edilen biyokiitledeki yag oraninin %13-15; DHA miktarinin

ise yaklasik 30 mg/g diizeyinde oldugu ortaya konmustur.
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Sekil 4.32 C. cohnii ile gergeklestirilen azot kisitlamasinin yapildig: siirekli biyoreaktor isletim
sisteminde zamanla kuru agirhik (#), gliserol konsantrasyonu (g/l, X), seyrelme
hizindaki (-) degisim.

Uretimin besinci giiniinden itibaren azot kisitlamasmin basladigi bu
iiretimde ve herhangi bir besin kisitlamasinin yapilmadigi bir onceki iiretimde
(Bkz. Sekil 4.31) elde edilen biyokiitlelerin toplam yag iceriklerinde herhangi bir
fark olmadig1 saptanmistir. Azot kisitlamasinin yaratildigi bu {iretimde stirekli
sistem baglatildiktan bir slire sonra biyokiitle konsantrasyonunda diisiis
baslamistir. Buna bagli olarak da ortamdaki gliserol konsantrasyonunda artig
gbzlenmistir. Sonuglar bu yoniiyle C. cohnii ile siirekli sistemde yapilan bir diger
calismayla benzerlik gostermektedir (Pleissner and Eriksen, 2012).

4.4.8.3 Fosfor (sodyum betagliserofosfat ve K,HPO,) Kkisitlamasinin

vapildig1 Uretimde biyokiitle verimliligi, toplam yag miktar1 ve yag

asidi kompozisyonundaki degisim

Daha 6nce gergeklestirilen, herhangi bir besin kisitlamasinin yapilmadigi ve
azot kisitlamasimin yapildigi surekli sistem Gretimlerde biyokitlelerdeki toplam
yag oranlarinda énemli bir fark saptanmamistir. ki iiretim arasindaki farklilik
elde edilen toplam biyokiitle yoniinden olmustur (Bkz. Sekil 4.31, Sekil 4.32). Bu
denemede ise besleme ortamindan fosfor kaynaklarmin tiimi c¢ikarilarak

organizmanin gelisimi ve toplam yag miktar1 iizerine etkisinin incelenmesi
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hedeflenmistir. Baslangigtaki kesikli Gretimin sonunda 1,0 1/gun spesifik biylime
hiziyla, yaklasik 5 g/l biyokiitle konsantrasyonuna ulasilmistir. Uretimin 5.
gundnden itibaren 0,5 1/giin seyrelme hiziyla besleme ve ¢ikis hatlar1 agilmustir.
Ik giin biyokiitle konsantrasyonunda diisiis gozlenmis, sonrasinda ise hafif bir
artigla biyokiitle seviyesi 4,7 g/l seviyelerine ulasmistir (Sekil 4.33). Bu arada
ortamda 2 g/l diizeyinde kullanilmayan gliserol oldugu da saptanmistir. Uretim
sonunda elde edilen biyokiitlenin toplam yag miktar1 %32 (g/g); toplam yag
igerisindeki DHA miktar1 ise 36 mg/g olarak belirlenmistir
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Sekil 4.33 C. cohnii ile gergeklestirilen fosfor (sodyum betagliserofosfat ve K;HPOy)
kisitlamasinin yapildigr siirekli biyoreaktor isletim sisteminde zamanla kuru agirlik
(#), gliserol konsantrasyonu (g/1, x), seyrelme hizindaki (-) degisimler.

Farkli besin kisitlamalarinin ~ yapildigi  bu iiretimler sonucunda,
biyokiitledeki yag oranlarinda 6énemli bir fark belirlenmemistir. Ancak, azot ve
fosfor kisitlamalarinin yapildigi iiretimlerde elde edilen biyokiitle miktarinda
diisiis saptanmistir. Benzer olarak, Pleissner and Eriksen (2012) ¢esitli besin
Ogelerinin (fosfat, azot ve glikoz) baslangigta kisitlandig1 siirekli tiretimler
sonucunda elde edilen biyokdtlelerin toplam yag ve protein igeriklerinde 6nemli
bir farkliliga rastlamadiklarini belirtmislerdir. Ayrica, azot ve fosfat kisitlamasinin
yapildigi C. cohnii hicrelerinde birbiriyle benzer olarak toplam biyokdtlenin
%50’sinden fazlasinin nisastadan olustugunu ortaya koymuslardir. Glikoz
kisitlamasinin yaratildigi tiretimde, azalan seyrelme hiziyla daha siddetli bir
kisitlama olusturulmus ve buna bagh olarak biyokiitle miktarinda diisiis
gbzlenmistir (Pleissner and Eriksen, 2012). Biyokiitledeki bu diisiis hiicre i¢indeki
nisasta konsantrasyonunun degisimi ile a¢iklanmistir.
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4.4.8.4 Farkh seyrelme hizinda, biyokiitle verimliligi, toplam yvag miktar1 ve

vag asidi kompozisyonundaki degisim

Onceki iiretimlerde kullanilan 0,5 1/giin seyrelme hizi yerine bu kez
seyrelme hizimin  distraldigi (0,25 1/giin)  siirekli  sistemle  iiretim
gerceklestirilmistir. Daha diisiik seyrelme hiziyla organizmanin besin 6geleri
bakimindan daha siddetli bir kisitlamaya sokulmasi ve buna gore organizma

tizerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmastir.

Baslangictaki kesikli iiretimin sonunda 5,5 g/l biyokiitle konsantrasyonuna
ulasilmistir. Uretimin 5. gliniinden itibaren 0,25 1/giin seyrelme hiziyla besleme
ve ¢ikis hatlar1 acilmistir. Devam eden giinlerde biyokiitle miktarinda daha yavas
bir artis gézlenmistir. Ondort giinliik iiretim sonunda elde edilen biyokiitle miktari
yaklasik 6,5 g/l diizeyinde kalmistir (Sekil 4.34). Bu arada ortamda 1 g/l
diizeyinde kullanilmayan gliserol oldugu da saptanmistir. Uretim sonunda elde
edilen biyokiitlenin toplam yag miktar1 %44 (g/g); toplam yag icerisindeki DHA
miktari ise 45 mg/g olarak belirlenmistir. Seyrelme hizinin diisiiriildiigii bu siirekli
iiretim sonucunda biyokiitledeki toplam yag miktar1 agisindan kesikli {iretimlerle
kiyaslanabilir 6lgiide yiiksek bir sonug elde edilmistir. Toplam yag igerisindeki
DHA miktar1 da optimum kosullarda gergeklestirilen kesikli iiretime (49 mg/g)
yakin bir degerde oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.34 C. cohnii ile gergeklestirilen siirekli biyoreaktor isletim sisteminde (seyrelme hizi 0,25
1/glin) zamanla kuru agirlik (¢), gliserol konsantrasyonundaki (g/1, x) degigim.

Benzer olarak, S. limanicum ile farkli seyrelme oranlarinda gergeklestirilen
strekli sistemde Uretim sonucunda, azalan seyrelme oranlariyla hiicrelerin DHA
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igeriginde (mg/g) artis oldugu saptanmistir (Ethier et al., 2011). Yapilan diger
calismalarla benzer olarak, C. cohnii ile gerceklestirilen siirekli sistem
uretimlerinde belirlenen seyrelme hizi, hiicrelerin gelisimi, toplam yag ve DHA
tiretim performanlart iizerinde daha etkili olmaktadir (Wen and Chen, 2002;
Ethier et al., 2011).

EPA dUreticisi heterotrofik N. laevis hiicrelerinin siirekli isletim sistemiyle
tretiminde farkli seyrelme hizlarinin hiicrelerin gelisimi tizerindeki etkileri
belirlenmistir (Wen and Chen, 2002). Hiicrelerin kesikli isletim sisteminde
maksimum spesifik biiyiime hiz1 1,0 1/giin olarak belirlenmistir. Siirekli sistemde
optimum seyrelme hizin belirlemek i¢in farkli seyrelme hizlar1 denenmis ve en
yuksek biyokitle verimliliginin D=0,6 1/giin oldugu durumda elde edilmistir.
Seyrelme hizinin D>0,3 1/giin oldugu durumda ortamda oldukga yiiksek miktarda
glikoz kaldig belirlenmistir.

C. cohnii ile 3 farkl: isletim sisteminde (kesikli, kesikli-beslemeli ve sirekli)
gergeklestirilen iretimler biyokiitle verimi agisindan karsilastirildiginda stirekli
sistemle elde edilen verimin daha yiiksek oldugu ortaya konmustur. Fakat
verimlilik (g/l.glin) agisindan bakildiginda, kesikli sistemle elde edilen verimlilik
degerleri daha yiiksek olmaktadir. Gliserol {izerinden biyokdtle verimi ise her 3
isletim sistemi i¢cin de hemen hemen ayni oldugu belirlenmistir. Biyokiitledeki
toplam yag ve DHA miktar1 agisindan karsilastirildiklarinda ise, stirekli sistemde
azalan seyrelme oranlar1 ile daha yiiksek yag ve DHA igerigine sahip biyokitle
elde edilmistir. Ayrica, sabit isletme kosullarinda (seyrelme hizi ve baslangig
substrat konsantrasyonu), surekli sistemle, kesikli ve kesikli beslemeli sistemlere
gore daha kararl1 bir yag asidi kompozisyonu elde etmek mimkin olabilmektedir.
Clnku kesikli ve kesikli-beslemeli tiretimlerde kiiltiiriin bliyiime egrisine bagl
olarak degisken bir yag asidi profili elde edilmektedir (Ethier et al., 2011,
Pleissner and Eriksen, 2012).

4.4.9 Buyiuk o6lcekte C. cohnii biyokutle tGretimi

Buyuk 6lgek dretimlerde hiicre canliligini tehdit eden faktorlerden biri de
karigtirict hizi ve kayma gerilimi iliskisidir. Kayma gerilimini biyoreaktordeki
iiretim ortaminin viskozitesi, yogunlugu, karistirma hizi, karistiricinin ¢api, kuru
hava puskurtmek icin kullanilan gii¢, siviya aktarilan giig, siviya aktarilan enerji
dagilimi ve dinamik viskozite etkilemektedir (Bailey and Ollis, 1986) .
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Besi ortaminin viskozite ve yogunluk degerleri suya oldukca yakin oldugu
diisiiniilerek suyun viskozite (1*10 kg/m.s) ve yogunluk (997 kg/m®) degerleri
kabul edilmistir. Dolayisiyla, Reynolds sayisi iiretim ortaminin yogunlugu,

dinamik viskozite degeri, karistiricinin ¢ap1 ve karistirma hizi kullanilarak
denklem 6 hesaplanmis ve

_ 997kg/m®*2,55 *(53*10°m)?
10°kg/m.s

Re

Re=7000 olarak bulunmustur.

Gug sayisinin biiylikligi Sekil 4.35’de goriildiigli gibi, Reynolds sayisinin
(Res) fonksiyonudur. Laminer akis i¢in gili¢ sayis1t Reynold sayisi ile azalirken,
turbulent akis i¢in karigtirict tipine bagli olarak sabittir. Endiistriyel
biyoreaktorlerde Res genellikle biylktir ve bu durumda cekilen gii¢ karistirict
cap1 ve devir sayist ile orantilidir (Bailey and Ollis, 1986).

11
2
3
4
5
0:1 L1 1 I 11 1 l]li 1 111 1 11 5
1 294 524 22 4 1532 4 ,492.9 497

, D2Np

Re — u

Sekil 4.35 Farkli karistiricilar igin Reynolds sayisinin fonksiyonu olarak giic sayisi: 1. yassi
pervaneli cark, 2. flat six blade open turbine disk, 3. turbin (45° agil1), 4. propeller,
5.propeller, 6. high efficiency impeller (Ttrker, 2005).

Laminer akis i¢in P o N*d® ve N pozRi
¢ Denklem 17
Turbulent akis icin P o N°d? ve N, = sabit

Denklem 18
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Ayrica karigtirma igin kullanilan gili¢, yaklasik karistirict sayist ile orantili
olarak artar. Bazi karistiricilar igin gii¢ sayilar1 Cizelge 4.16’da verilmistir. Tiirbin
karistiricilar diger karistiricilardan daha yiiksek Np degerlerine sahiptir. Yani daha
cok enerji kullanirlar. Fermentorlerde karisma ve kiitle aktarimi gii¢ tiiketimi ile
orantili oldugundan daha yiiksek giic sayisina sahip olan karistirici tercih
edilmelidir.

Cizelge 4.16 Yiiksek Reynolds sayilarinda gii¢ sayilari (Tiirker, 2005)

Karnistirica Giic¢ sayis1
(Np)
Yass1 pervaneli ¢ark (Rushton) 5,2
45° pitch four bladed impeller 1,27
Three bladed propeller 0,23
Four bladed large area hydrofoil (A315) 0,75

Reynolds sayis1 7000 iken tiirbiilansh rejimde gii¢ sayis1 (Np) yaklasik 5,0
olarak alimmustir. Sekil 4.34, kanstiricilarin gii¢ karakteristiklerinin belirlenmesi
icin havalandirmasiz ve newtonian sivilar ig¢in tasarlanmistir (Tirker, 2005).
Havalandirmal1 sistemde karistiricilarin - giic  gereksinimleri havalandirmasiz
sisteme kiyasla Onemli Ol¢lide azalmaktadir. Bunun nedeni, olusan hava
kabarciklarinin  karistirict  ¢evresindeki sivinin - yogunlugunu azaltmasidir.
Karistiricr tipine ve havalandirma hizina bagl olarak havalandirmali sistemin (Py)
glic gereksinimi havalandirmasiz sistemin (P) gii¢ gereksinimine oran1 Py/ P 0,3-
1,0 arasindadir (Nielsen et al., 2003).

Calismamizda Py/ P orami 0,5 olarak kabul edilmistir. Siviya aktarilan gii¢
denklem 5 kullanilarak hesaplanmustir.

P=N ppLNiSdis
P =5,2*(997) *(2,5)°(0,053)°
P=0,034 W 2 litrelik biyoreaktor igin

Ps/ P=0,5 ise P4=0,017 W
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P,/V=0,016 W/1,5*10° m®
Py/ V=10,6 W/ m®

5 I'lik biyoreaktor icin;

10,6= Py/V

10,6= Pg/0,004m3 ise Pg=0,0424 W; karistirict sayis1 2 oldugu igin
P=0,0424*2=0,0848 W

P=N ppLNf’di5

0,0848 = 5,2*997 * N*(0,064)°

N=2,5 1/s ise N=150 rpm (5 I’lik reaktérde karistirma hiz1)

30 I’'lik biyoreaktor icin;

0,016= Py¢/V

0,016=Py/0,02 ise P4=3,2* 10'4; karistirict sayisi 2 ise
P=6,4*10"

P= NppLNiSdiS

6,4*10* =5,2*997* N*(0,080)°

N=200 rpm (30 I’lik reaktorde karistirma hiz1)

Belirlenen bu karigtirma hizlarinda 5 ve 30 litrelik biyoreaktdrlerde yapilan
tiretimler sonucunda elde edilen sonuglar Cizelge 4.17°de gorilmektedir. Olgek
biylitme ile elde edilen sonuclar, daha 0Onceki 2 I’lik kesikli Gretimlerle
karsilagtirildiginda biyokiitle verimliligi olarak hemen hemen birbirine yakin

degerlerin elde edildigi goriilmektedir. Toplam yag iceriklerinde biraz diisme

goriilmekle birlikte yag kompozisyonlarinda fazla bir fark olmadig1 saptanmistir.
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Cizelge 4.17 C. cohnii ile 5 1 ve 30 I’de gergeklestirilen kesikli biyoreaktor iiretimlerinde elde
edilen biyokiitle verimlilikleri (g/l.giin), toplam yag miktar1 (g/g) ve yag

kompozisyonlar1
Biyokutle Yag kompozisyonu (% TFA)
%Toplam
Biyoreaktér  veriml.
yag

(g/l.gtin) Cl0:0 Cl12:0 C14:0 Cl16:0 C18:0 <C18:1 (C22:6
5 litre 11 30 2 8 20 19 15 8 36
30 litre 0,98 31 3 10 19 17 2 8 34

4410 C. cohnii biyokiltle Gretiminde endustriyel atiklarin kullamlma

olanaklarimin arastirilmasi

Yeni bir ortam tasariminda ve optimizasyonunda 6nemli noktalardan biri,
ortamdaki her bir bilesenin hiicre gelisimi {izerindeki etkisinin taranmasidir
(Mandenius ve Brundin, 2008). Taguchi ortogonal dizayn1 ve Plackett-Burman
(PB) dizaynlar1 endistriyel proseslerde oOzellikle gelistirme evresindeki
denemelerde siklikla kullanilan istatistiksel tasarimlardir (Strobel and Sullivan,
1999; Chi et al., 2007, Wang and Wan, 2009). Bu tarama ¢alismalarinin ardindan,
kiltiir ortaminda Onemli etkisi bulunan parametrelerin konsantrasyonlarinin
optimizasyonu amaciyla ylizey yanit yontemleri kullanilmaktadir (Liu et al., 2003;
Chi et al., 2007; Gao et al., 2009).

Calismanin bu kisminda, PAS ve CSL’nin heterotrofik mikroalg C. cohnii
tarafindan  alternatif karbon ve azot kaynaklar1 olarak  kullanilip
kullanilamayacagini ortaya koymak hedeflenmistir. Kiiltiir ortaminda PAS ve
CSL’nun  kullanildigi  ortamlarda ©6nemli besinsel bilesenlerin etkisinin
belirlenmesi amaciyla istatistiksel tarama metodlart kullanilmistir. Bu iki
endiistriyel atigin degerlendirildigi kiiltiir ortami olusturularak optimizasyonlari
gerceklestirilmistir. Bilindigi kadariyla da bu ¢alisma, bu atik ve yan drinlerin
heterotrofik mikroalg C. cohnii tarafindan kullanildigin1 gosteren ilk calisma
olmaktadir.

4.4.10.1 Misir islatma surubunun (CSL) kullamildign C. cohnii kultlr

ortaminda bivokiitle verimlilidine etki eden besinsel bilesenlerin taranmasi

Endiistriyel bir yan iirin olan musir 1slatma surubunun (CSL) C. cohnii’nin

bliylime ortaminda kullanim imkanmin arastirilmasi, organizmanin biiyiimesi,
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elde edilen toplam biyokiitle, toplam yag miktar1 ve yag kompozisyonuna olan
etkilerinin ortaya konmasi amaciyla CSL’nin kullanildigi  denemeler
gergeklestirilmistir. Misir 1slatma surubu, misir tanelerinden misir unu elde
edilebilmesi i¢in tanelerin kocandan ayrilmadan 6nce hacminin %50’si kadar su
ile 45-52 °C’de 40-48 saat siiresince c¢alkalanmasi ve evaporasyon pProsesi
esnasinda suda c¢oziinebilen materyallerin suya gecisi ile elde edilen viskoz
reolojik karaktere sahip endiistriyel bir atikdir. Daha dnce, kullanilan CSL’nin
toplam azot miktar1 36 g/l; toplam sekeri 200g/1; indirgen sekeri ise 1.62 g/I olarak
belirtilmistir.

C. cohnii kultir ortaminda kullanilabilecek en uygun CSL
konsantrasyonunu belirlemek amaciyla yapilan 6n denemeler sonucunda, 10g
CSL/100 ml konsantrasyonu biyokiitle ve yag verimliligi ac¢isindan uygun
bulunmustur. Ortamdaki bu CSL konsantrasyonu varliginda diger kiiltiir ortami
bilesenlerinin organizmanin gelisimine etkilerini ortaya koymak amaciyla
istatistiksel tarama metodlar1 kullanilmistir. Karbon kaynagi olarak kullanilan
glikoz varhiginda kiiltiir ortaminda bulunan baglica 7 bilesenin, organizmanin

gelisimi iizerindeki etkileri Taguchi tasarimiyla ortaya konmustur (Cizelge 4.18).

Cizelge 4.18 CSL (10 g/100 ml) igeren kiiltiir ortaminda biyokiitle verimliliginde etkili olan
faktorlerin (gercek degerlerinde) Taguchi dizayni ile taranmasi

Faktorler* Yanit

Biyokutle

Run A B Cc D E F G Verimliligi

@n @n @n mi (7 (@ (@) (9/lgin)
1 0,01 1 0,01 0,1 3 0,05 0,15 0,86
2 0,001 1 0,15 0,1 0,3 0,05 15 0,79
3 0,001 1 0,15 1 3 0,005 0,15 1,06
4 0,01 0,1 0,15 1 0,3 0,05 0,15 0,94
5 0,001 0,1 0,01 0,1 0,3 0,005 0,15 1,25
6 0,01 1 0,01 1 0,3 0,005 15 0,82
7 0,01 0,1 0,15 0,1 3 0,005 15 0,94
8 0,001 0,1 0,01 1 3 0,05 15 0,80

*Taguchi tasarimu ile etkileri taranan 7 besin bileseni (A-G, sirasiyla); dipotasyum hidrojenfosfat,
glutamik asit, sodyum B-gliserofosfat, vitamin ¢ozeltisi, metal ¢ozeltisi, ammonyum silfat, tris
tampon



132

Bu deney tasarimina uygun olarak yapilan denemeler sonucunda elde edilen
degerler, programa (Design Expert 7.0.0) girilerek varyans analizi yapilmistir.
Buna gore, 10 g/ 100ml CSL bulunan kiiltiir ortaminda, K;HPO,, glutamik asit,
vitamin ve metal c¢ozeltileri, (NH4),SO, ve tris tamponunun biyokiitle verimliligi
tizerindeki etkileri 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.19). Tiim bu faktorler biyokiitle
verimliligi tizerine negatif yonde etkili olmaktadirlar. Dolayisiyla, bu faktorlerin
ortamda en diislik konsantrasyonlarinda bulunmalar1 gerekmektedir. Misir 1slatma
surubu icerdigi azotlu bilesikler, vitaminler, aminoasitler ve mineraller ile son
derece besleyici bir besin kaynagidir (Liggett and Koffler, 1948). Calismanin bu
kisminda elde edilen sonuglara gére, C. cohnii kiiltiir ortaminda 10g/100 ml
konsantrasyonunda bulunan CSL ile sodyum B-gliserofosfat kullaninmina gerek
kalmadigi belirlenmistir. Ayrica, diger ortam bilesenlerinin de (K;HPO,, glutamik
asit, vitamin ve metal ¢ozeltileri, (NH;).SO, ve tris tamponu) C. cohnii biyokiitle
verimliligi i¢in en diisiik seviyede tutulmasi gerektigi ortaya konmustur. Bu
calisma sonuglarina gére, CSL’nin C. cohnii tretiminde kullanilabilecek bir besin
kaynagi oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.19 Kiiltir ortaminda musir 1slatma surubunun (CSL, 10g/100ml) bulundugu Taguchi
deneme deseni sonucunda biyokiitle verimliligine ait ANOVA sonuglari

Biyokiitle verimliligi (g/1.giin)

Kaynak MS F-value P>F
Model 0,029 9370,56 0,0276
K,HPO, 0,014 4643,45 0,0093
Glutamik asit 0,019 6222,43 0,0081
Metal ¢ozeltisi 2,358E-003 767,15 0,0230
Vitamin ¢ozeltisi 6,694E-003 2178,30 0,0136
(NH,),S0O, 0,057 18550,90 0,0047
Tris tampon 0,073 23861,16 0,0041
SS DF Adj. R? 0,9999

Artan 3,073E-006 1 R? 1,0000
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4.4.10.2 Peyniralti suyu (PAS) kullamlan C. cohnii Kkiiltiir ortaminda

bivokiitle verimliligine etki eden besinsel bilesenlerin taranmasi

Bir diger endiistriyel atik olan PAS’nun C. cohnii Uretim ortaminda
degerlendirilmesi ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Siitiin peynir mayasi veya
organik asitle pihtilasmasindan ve peynirin esasim1  olusturan pihtinin
alinmasindan sonra, geri kalan yesilimsi sar1 renkteki sivi kisim peyniralti
suyudur. Zengin besin igerigine sahip PAS genel olarak ortalama 4,5-4,7 pH’ya
sahip olup kimyasal oksijen ihtiyaci (COD) 86,3 g/l, genel olarak askida asili
madde degeri 6,9 g/l ve toplam azotu 0,2 g/l civaridir (Azbar et al., 2009). Sut
endiistrisinden kaynaklanan atik sularda, en biiylik kirletici kaynagi, peynir
tiretimi sonucu olusan atik olan peyniralti sular1 olusturmakta ve bu tiir atiksular
cevre kirliligine neden olmaktadir. Calismanin bu asamasinda, zengin bir besin
igerigine sahip ve siit endiistrisi atig1 olan peyniraltt suyunun C. cohnii’nin
bliylime ortaminda kullanim olanaklarinin, organizmanin biiyiimesi, elde edilen
toplam biyokiitle, toplam yag miktar1 ve yag kompozisyonuna olan etkilerinin

ortaya konmasi amaglanmaistir.

Yapilan 6n denemeler sonucunda, C. cohnii ile en ylksek biyokitle ve yag
verimlilikleri PAS’in kiiltiir ortaminda, seyreltilmeden, dogrudan kullanildig
denemelerde elde edilmistir. Kiiltiir ortamindan su tamamiyla ¢ikarilarak ortamin
sadece PAS’dan olusmasi1 saglanmistir. PB deneme deseni, sayet incelenecek
faktor sayisi fazla ise uygulamasi son derece pratik bir metottur (Strobel and
Sullivan, 1999). Dolayisiyla, bu deneme deseni C. cohnii hiicrelerinin PAS
ortaminda gelisimine etki eden faktorlerin belirlenmesinde kullanilmistir. Cizelge
4.20°de her bir faktoriin 2 seviyesinin ele alindigi 12 denemeden olusan PB

deneme deseni ve yanit olarak da biyokiitle verimliligi goriilmektedir.

Yapilan varyans analizi sonucunda (Cizelge 4.21), PAS’dan olusan
C. cohnii kiiltiir ortaminda (NH4),SO,, demir-3-klorithegzahidrat (FeCl3.6H,0),
metal ve vitamin ¢ozeltilerinin etkilerinin 6nemsiz oldugu goriilmiistiir (p>0,05).
PAS’dan olusan kiiltiir ortaminda C. cohnii biyokiitle verimliligine etkili olan
faktorlerin ise KoHPQO,, glutamik asit, maya ekstrakti, tris tampon, sodyum f-
gliserofosfat, deniz tuzu ve glikoz oldugu belirlenmistir. Sodyum B-gliserofosfat
ve K;HPO,in biyokiitle verimliligi tiizerine negatif yonde etkili oldugu,
dolayisiyla ortamda minimum degerde bulunmalar1 gerektigi saptanmistir. Diger
taraftan, tris tamponu, deniz tuzu, glikoz, maya ekstrakti ve glutamik asitin

biyokiitle verimliligi lizerine pozitif yonde etkili oldugu belirlenmistir. Calismanin
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bu kisminda elde edilen veriler dogrultusunda, PAS’nun birtakim besin
elementleri ile zenginlestirilerek C. cohnii kiiltiir ortaminda kullanilabilecegi

ortaya konmustur.

Cizelge 4.20 Peyniralti suyundan olusan kiiltiir ortaminda biyokiitle verimliligine (g/l.giin) etkili
olan faktorlerin (gergek degerlerinde) Plackett-Burman tasarimu ile taranmast

Faktorler* Yanit

Biyokditle

Run A B C D E F G H | J K verimliligi

(9/1.gtin)
1 0,01 1 15 0,1 0,3 0,005 15 0,001 0,15 28,0 0,00 0,95
2 0.,01 1 15 0,1 3 0,05 15 0,001 0,00 0,00 10,0 1,28
3 0,001 1 15 1 03 0005 015 001 000 280 10,0 1,33
4 0,01 1 01 0,1 0,3 005 015 001 015 0,00 10,0 0,06
5 0,01 01 01 0,1 3 0,006 15 0,01 0,00 280 10,0 1,08
6 0,001 01 01 0,1 03 0,005 015 0001 000 0,00 0,00 0,25
7 0,01 01 15 1 0,3 0,05 15 0,01 0,00 0,00 0,00 0,87
8 0,001 1 0,1 1 3 0,005 15 0,01 0,15 0,00 0,00 0,77
9 0,01 01 15 1 3 0,006 015 0,01 015 0,00 10,0 0,12
10 0,001 0,1 15 0,1 3 0,05 0,15 0,01 0,15 28,0 0,00 0,62
11 0,01 1 01 1 3 005 015 0001 0,00 280 0,00 0,39
12 0,001 0,1 0,1 1 0,3 0,05 15 0,01 0,15 28,0 10,0 1,04

*Plackett-Burman tasarimi ile kurulan deneme desenindeki faktorler (A-K, sirasiyla), dipotasyum
hidrojenfosfat (g/l), glutamik asit (g/l), maya ekstrakti (g/l), vitamin ¢ozeltisi (ml/l), metal
cozeltisi (ml/I), amonyum sulfat (g/l), tris tampon (g/1), demir(I11) Klorid hegzahidrid, sodyum -
gliserofosfat, deniz tuzu (g/l), glikoz (g/1).

4.4.10.3 Yiizey Yanmit vontemi (RSM) kullanilarak secilen ortam

bilesenlerinin optimizasyonu

C. cohnii, gelisimi i¢in kompleks besin elementlerine ihtiya¢ duymaktadir
(Tuttle and Loeblich, 1975). Bu ¢alismada, hem PAS ortaminda hem de besin
elementi olarak CSL’nin kullanildigi ortamda gelisen C. cohnii hticrelerinin besin

gereklilikleri yapilan istatistiksel tarama metodlariyla saptanmistir (Bkz. Cizelge
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4.19). CSL iceren ortamda; K,HPO,, glutamik asit, vitamin ve metal ¢ozeltileri,
(NH,4)2SO,4 ve tris tamponunun C. cohnii gelisimi tizerinde negatif yonde etkili
oldugu saptanmistir. PAS ortaminda gelisen C. cohnii hiicrelerinin gelisimi
lizerine ise, tris tamponunun, deniz tuzunun, glikozun, maya ekstraktinin ve
glutamik asitin etkili olduklar1 saptanmistir (Bkz. Cizelge 4.21). PAS’da yeterli
diizeyde azotlu bilesik bulunmadigi i¢in, bu ortamda azot ihtiyacinin gerekliligi
bilinmektedir (Azbar et al., 2009). Sonu¢ olarak, PAS ortaminda yapilan
istatistiksel tarama sonuglarina gére de, maya ekstrakti ve glutamik asitin hiicre
gelisimi tizerine olumlu yonde etki ettigi belirlenmistir. Glikoz her iki denemede
de kullanilan tek karbon kaynagi olmustur. PAS ortaminda gelisen C. cohnii
hiicrelerinin azot ihtiyacinin ortama CSL ilave edilerek karsilanacagi
diistiniilmiistiir. Dolayisiyla hem PAS’nun hem de CSL’nun birlikte kullanilacagi
ortam optimizasyonu planlanmistir. Bu amagla, ylizey yamit yOntemi
kullanilmistir. Her iki atigin kullanildigir ortam icin yapilan tarama sonuclarina
gore biyokiitle miktar1 {izerine etkisi Oonemsiz ve negatif yonde etkili olan
parametreler, yeni gelistirilen ortamda minimum seviyelerinde tutulmuslardir.
PAS ve CSL’nin kullanilacagi bu yeni C. cohnii kiiltiir ortaminin optimize
edilecek  tasarim parametreleri CSL, deniz tuzu ve tris tamponu olarak
belirlenmigtir. Tiim tasarim parametrelerinin minimum ve maksimum degerleri
belirlenerek merkezde 6 tekrar igeren, 20 farkli kombinasyondan olusan 23-tam
faktoriyel CCD Design Expert 7.0.0 programi kullanilarak olusturulmustur. Kuru
hiicre agirhigi (g/1) tasarimda yanit olarak alinmistir (Cizelge 4.22).

CCD deneme deseni sonucunda elde edilen ve yaniti ilgili bagimsiz
degiskenlerle iliskilendirilen, istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilen birinci
dereceden polinom model denklemi su sekildedir:

Y =1,43+0.20* X;+ 0.11* X,+0.21* X3+ 0.038* X1* Xp- 0.23* X1* X3 +
0,05827* X, * X3 Denklem 19

Tahmin edilen yanit, yani bu denemedeki biyokiitle verimliligi (g/l.giin) Y
ile gosterilmistir. X3, Xp, X3 faktorlerin kodlanmis degerleri olup sirasiyla deniz
tuzu (g/l), tris tamponu (g/l) ve CSL konsantrasyonu (g/100 ml)’dir. Cizelge
4.23°de goriildiigi gibi optimize edilen ortamda biyokiitle verimliligi, CSL igeren
ortamda elde edilen (Bkz. Cizelge 4.18) ve PAS ortaminda elde edilen biyokiitle
verimliliginden (Bkz. Cizelge 4.20) daha yiiksek degerlerdedir.
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Cizelge 4.21 Peyniralti suyundan olusan kiltiir ortaminda biyokiitle verimliligine (g/l.giin) etkili
olan faktorlerin ANOVA sonuglari

Biyokiitle verimliligi (g/1.giin)

Kaynak MS F-value P>F

Model 2,13 49,93 0,0042
K,HPO, 0,28 51,75 0,0055
Glutamik asit 0,057 10,62 0,0472
Maya ekstrakti 0,21 38,91 0,0083

Tris tampon 0,88 164,09 0,0010
Sodium B-gliserofosfat 0,23 42,25 0,0074
Deniz tuzu 0,36 66,5 0,0039
Glikoz 0,094 17,63 0,0247

SS DF Adj. R? 0,9727

Kalan 0,016 3 R’ 0,9925

Deneme sonunda yapilan varyans analizi Cizelge 4.23’de goriilmektedir.
Model F degeri (13,96) modelin 6nemli oldugunu gostermektedir (p<0,01).
Istatistiksel analiz sonucunda deniz tuzu ve CSL’nin biyokiitle verimliligi
tizerinde ikili etkilesiminin 6nemli oldugu saptanmistir. Ayrica, tris tamponun

biyokiitle verimliligi iizerine etkisinin de 6nemli oldugu belirlenmistir.

Deniz tuzu ve CSL konsantrasyonu arasindaki etkilesim ayrica SeKil
4.36’da goriilen yiizey yanit egrisinden de goriilmektedir. Yiizey yanit egrisi,
bagimsiz degisken tris tamponu merkezdeyken diger iki bagimsiz degiskenin
(deniz tuzu ve CSL) sonsuz sayidaki kombinasyonlarini vermektedir. Sekil
4.36’ya bakildiginda, PAS igerisinde, baslica azot kaynagi olarak CSL igeren
ortamda C. cohnii biyokiitle verimliligi i¢in iki optimum bolge goriinmektedir. Bu
alanlardan bir tanesi, deniz tuzu konsantrasyonunun yuksek, CSL
konsantrasyonunun diisiik oldugu boélge; bir digeri ise CSL konsantrasyonunun
yiiksek, deniz tuzu konsantrasyonunun diisiik oldugu bolge olmaktadir. Denizel
mikroalgal tiirlerin, genis bir tuz araligina toleransli oldugu, C. cohnii i¢in daha
onceki yapilan ¢alismalarda da goriilmektedir (De Swaaf et al., 1999; Jiang and
Chen, 1999).
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Cizelge 4.22 C. cohnii ile gerceklestirilen 2°-tam faktdriyel merkezi timlesik tasarimina ait,
bagimsiz degiskenlerin (deniz tuzu, tris tampon, musir 1slatma surubu) gercek
degerleri ve elde edilen yanitlar (biyokiitle verimliligi, g/1.gilin)

Kodlanmis faktdrlerin gergek degerleri

Faktorler Kodlanmis 1682 1 0 1 11682
sembol
Deniz tuzu (g/l) X1 2,52 9,0 18,50 28,0 34,48
Tris tampon (g/l) X2 0,22 0,8 1,65 2,5 3,08
CSL (g /100 mL) X3 0,1 3,0 7,25 11,50 14,40
Biyokutle
Runs X1 X2 X3 verimliligi
(g/l.gun)
1 0 0 -1,682 1,29
2 0 0 0 1,39
3 0 0 0 1,46
4 -1 1 -1 0,75
5 0 0 1,682 1,69
6 1 -1 1 1,51
7 -1 -1 -1 0,68
8 1,682 0 0 1,45
9 0 0 0 1,39
10 1 1 1 1,97
11 0 0 0 1,59
12 0 0 0 1,54
13 0 0 0 1,41
14 0 -1,682 0 1,25
15 1 1 -1 1,77
16 -1,682 0 0 1,01
17 -1 1 1 1,86
18 1 -1 -1 1,55
19 0 1,682 0 1,50
20 -1 -1 1 1,56

Bu ¢aligmada ise, deniz tuzu konsantrasyonu 9-28 g/I arasinda incelenmistir.
Deniz tuzu konsantrasyonunun 10-11 g/I arasinda oldugunda elde edilen biyokiitle
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verimliligi ile; deniz tuzu konsantrasyonunun 28 g/l oldugunda elde edilen
biyokutle verimlilikleri hemen hemen ayni olmaktadir (Sekil 4.36). RSM’nin
yapildig1 program (Design Expert) ayn1 zamanda numerik optimizasyona imkan
saglamaktadir. Buna gore, kiiltiir ortami ig¢in, numerik optimizasyon sonucu
programin O6nerdigi optimum degerler; CSL i¢in 11,5 g/100 ml, tris tamponu igin
2,5 g/l; deniz tuzu i¢in ise 15 g/l seklindedir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada,
deniz tuzu konsantrasyonu 9 g/I’nin C. cohnii CCMP316 icin belirlenmis
optimum tuz konsantrasyonun altinda oldugu belirlenmistir (Mendes et al., 2007).
Ozellikle biyik olgek uretimlerde, ortamdaki deniz tuzu konsantrasyonunun
sterilizasyon sirasindaki korozyon problemini ©nlemek amaciyla miimkiin
oldugunca diisiik tutulmasi gerekmektedir (Behrens, 2005). Cok diisiik tuz
konsantrasyonlarinda elde edilen biyokiitle verimliliklerinin ise (Bkz. Cizelge
4.22, deneme 16) son derece diisiik oldugu goriilmektedir. Tuzlulugun belli bir
dereceye kadar biyokiitle verimliligini arttirdigi yapilan diger bir ¢alismada da
ortaya konmustur (De Swaaf et al., 1999).

Cizelge 4.23 C. cohnii ile gerceklestirilen 2°-tam faktdriyel merkezi timlesik tasarimina ait,
bagimsiz degiskenlerin (deniz tuzu, tris tampon, musir 1slatma surubu) biyokiitle
verimliligi (g/l.giin) iizerinden yapilan ANOVA sonuglari

Kaynak SS DF MS F-degeri P>F
Model 1.74 6 0.29 13.96 <0.0001
X;-Deniz tuzu 0.53 1 0.53 25.66 0.0002
X,-Tris tampon 0.16 1 0.16 7.69 0.0158
X3-CSL 0.59 1 0.59 28.25 0.0001
X1 * Xo 0.012 1 0.012 0.56 0.4672
X1 * X3 0.42 1 0.42 20.31 0.0006
Xo* X3 0.027 1 0.027 1.30 0.2741
Kalan 0.27 13 0.021

Uyum eksigi 0.23 8 0.029 411 0.0680
Saf hata 0.036 5 7.107E-003

Std. sapma. 0.14 R? 0.8657
ortalama 1.43 Adj R? 0.8037

C. cohnii i¢in kullanilan pek ¢ok kiiltiir ortaminda maya ekstrakti genellikle
kullanilan azot kaynagi olmustur (Jiang and Chen, 1999; De Swaaf et al., 1999;
Mendes et al., 2007). C. cohnii kiiltiir ortaminda, maya ekstrakti (5g/1) ve

seyreltilmis keciboynuzu hamuru surubunun alternatif karbon kaynagi olarak
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kullanildig1 bir ¢alismada elde edilen biyokiitle verimliliginin (0,096 g/l.giin) bu
caligmayla karsilagtirlldiginda daha diisiik degerlerde kaldigi belirlenmistir
(Mendes et al., 2007). Bu c¢alismada, CSL’nin C. cohnii gelisimini 6nemli
derecede etkiledigi, maya ekstrakti yerine kullanilabilecek alternatif bir azot

kaynagi oldugu ortaya konmustur.
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Sekil 4.36 C. cohnii hiicrelerinin biyokiitle verimliligi (g/l.giin) iizerine deniz tuzu ve CSL’nin
etkilesimli etkisini gosteren 3 boyutlu yiizey yanit grafigi

C. cohnii igin optimum gelisme pH’s1 6,5-6,6 olarak belirtilmistir (Tuttle
and Loeblich, 1975; Mendes et al., 2007). Daha onceki yapilan ¢alismalarda, pH
7.0’den sonra hiicre biiylimesinin yavasladigir belirtilmistir (Jiang and Chen,
2000a). Dolayistyla, bu calismada kiiltiir ortaminda tris tamponu kullanilmistir.
Yapilan istatistiksel analiz sonuglari, tris tamponunun biyokiitle verimliligi
tizerinde etkisinin 6nemli oldugunu ortaya koymustur (Bkz. Cizelge 4.23).
Tamponun hicre buyumesi Uzerindeki bu pozitif etkisi, hucreleri logaritmik
bliylime fazinda tutarak daha yiiksek hiicre yogunluklarina ulastirmasindan
kaynaklandigi belirtilmistir (Tuttle and Loeblich, 1975).

CSL igeren PAS ortaminda yetistirilen C. cohnii CCMP 316 hiicrelerinin
toplam yag iceriklerinin kuru hiicre agirliginin %14-35 (g/g) arasinda degistigi
belirlenmistir. Farkli kiiltiir kosullarinda yetistirilen C. cohnii hiicrelerinin toplam
yag igeriklerinin kuru hiicre agirliginin % 6- 44 (g/g)’ii kadar oldugu belirtilmistir
(De Swaaf et al., 1999; Ratledge et al., 2001; De Swaaf et al., 2003a). Bu
calismada CSL igeren PAS ortaminda yetistirilen C. cohnii CCMP 316
hiicrelerinin yag igerikleri, karbon kaynagi olarak glikozun (9g/1), azot kaynagi

olarak ise maya ekstraktinin (0-10 g/I) kullanildig1 diger bir calismada (De Swaaf
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et al., 1999) elde edilen sonuglara gore daha yiiksek oldugu ortaya konmustur.
Ayrica, PAS ve CSL’nin kullanildig1 bu kiiltiir ortaminda yetistirilen C. cohnii
hiicrelerinin toplam yag iceriginin pH-auxostat sisteminde yetismis 4 farkli C.
cohnii susundan daha yiiksek degerlerde oldugu belirlenmistir (Ratledge et al.,
2001). Kentsel atiksulariyla yapilan bir diger c¢alismada, Chlamydomonas
reinhardtii hiicrelerinin kesikli kiiltiirlerinde toplam yag iceriginin kuru agirligin
%16,6’s1 kadar oldugu ortaya konmustur (Kong et al., 2010). Benzer sekilde,
ikincil islem gormiis kentsel atiksuyunda yetistirilmis B. braunii hicreleri icin de
bu oran %18 civarinda kalmistir (Orpez et al., 2009). Heterotrofik olarak biiyiime
yeteneginde olan C. saccharophila, C. minutissima, C. cohnii gibi mikroalg turleri
yiiksek biyokiitle ve yiiksek yag iceriklerine sahip olabilmektedirler (De Swaaf et
al., 2003a; Li et al., 2011; Isleten-Hosoglu et al., 2012). Bu ¢alismada, endiistriyel
atiklarda yetistirilen C. cohnii hicrelerinin yiiksek biyokiitle ve yag igeriklerine
sahip olabildigi ortaya konmustur.

C. cohnii hiicrelerinde bulunan baslica yag asitleri C12:0; C14:0; C16:0;
C18:0; C18:1 ve C22:6 seklinde olmaktadir (Jiang and Chen, 1999; Jiang and
Chen, 2000a,b; Mendes et al., 2007). Bu c¢alismada 20 erlenden olusan
optimizasyon denemesinde elde edilen yag asitleri ve toplam yag asitleri
icerisindeki oranlari, C12:0 (2.0-3.4%); C14:0 (12.0-16.8%) ; C16:0 (24-38.7%);
C18:0 (11.2-14.4%); C18:1 (20-26%) seklinde olmustur. C22:6 (DHA) oranlari
ise %7,5-12 seklinde oldugu belirlenmistir. C. cohnii hiicrelerinin toplam yag asiti
kompozisyonu diisiiniildiigiinde son derece yliksek DHA oranlar1 (toplam yag
asitlerinin %50’ye yakin1) organizmanin karakteristigi olarak bilinmektedir (Jiang
and Chen, 1999; Ratledge et al., 2001; De Swaaf et al., 2003a). Bu ¢alismada ise,
toplam yag asitleri igerisinde DHA orami son derece diisiik kalmaktadir. PAS
ortaminda yetistirilmis C. cohnii hiicrelerinin yiiksek miktarda doymamis yag
asitlerinden C16:0 (24-38,7%) ve C18:0 (11,2-14,4%); tekli doymamis yag
asitlerinden ise C18:1 (20-26)’i igerdigi belirlenmistir. Mikroalglerin yag asidi
kompozisyonu kiiltiir ortam1 kompozisyonundan etkilenmekte ve organizma bu
kompozisyon degisikliklerine biyokimyasal kompozisyonunu degistirerek cevap
vermektedir (Mendes et al., 2007; Chen et al., 2011). C. cohnii tarafindan yag
asidi olusumunun 3 ayr sistem tarafindan diizenlendigi bilinmektedir: (1) doymus
yag asitlerinin biyosentezi, (2) doymus yag asitlerinin tekli doymamis yag
asitlerine doniisiimii, (3) desaturazlar ile DHA sentezi. Yag asidi biyosentez yolu
diisiiniildiiglinde, ¢ift bag olusumu oksidatif bir proses olup molekiiler oksijene
gerek duymaktadir (De Swaaf et al., 2003b). Oksijenin ¢oziinlirliiglinlin ise

fermentasyon ortamina eklenen iyonlar ve sekerler ile azaldigi bilinmektedir
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(Doran, 1995). Melas, misir 1slatma surubu ve protein ajanlar1 gibi iyonik ve
iyonik olmayan ¢6zgenlerin oksijen ¢Oziiniirliigii {izerine etkisi pek c¢ok
aragtirmada belirtilmistir (Doran, 1995; Jiang and Chen, 2000a). Ayrica,
filamentli olmayan mikroorganizmalarla fermentasyonda, iiretilen hiicredisi
polisakkaritlerden dolay: kiiltiir ortaminda vizkozite artis1 olmaktadir (De Swaaf
et al., 2003a). Dolayisiyla, PAS ve CSL igeren bu kiiltiir ortaminda bulunan
yuksek miktarda iyonik ve iyonik olmayan ¢ozgenlerden dolayr son derece az
miktarda c¢oOziinmiis oksijen oldugu disiliniilmektedir. Bu da yag asidi
desaturasyonunu  katalizleyecek  oksijene-bagimli  enzimlerin  ¢aligmasini
engellemekte ve yag asidi kompozisyonunda bu tir degisikliklere neden
olmaktadir (De Swaaf et al., 2003b). C. cohnii hiicrelerinin PAS ve CSL igeren bu
kiltiir ortaminda yetistirilmesiyle elde edilen yaglarin biyodizel amagh
kullanilabilecegi diisiiniilebilir. Cilinkii yag kompozisyonunun %30’dan fazlasi
C16:0-C18:1°den olusmaktadir. Farkli cesitlilikte atik sularda yetistirilebilen
tirlerin belirlenmesi ve ayn1 zamanda da biyodizel, biyometan ve biyoetanol gibi
biyoyakit iiretiminde kullanilabilecek hammaddeye doniisebilmesi son derece
onemlidir (Chinnasamy et al., 2010). Bu ¢alismada, C. cohnii’nin peynir
endiistrisinden gelen PAS ve musir endiistrisinden gelen CSL’nin bulundugu
ortamlarda yetistirilebildigi ortaya konmustur. Ayrica, C. cohnii hiicrelerinin, bu
yeni kiiltiir ortaminda yag asidi kompozisyonunu degistirerek daha ¢ok biyodizel
iiretimi i¢cin uygun bir hammadde kaynagi haline geldigi saptanmistir. Sonug
olarak bu endiistriyel atik ve yan iriinlerin C. cohnii yetistiriciliginde uygun birer

stirdiiriilebilir kaynak olduklar ilk defa bu ¢alismayla ortaya konmustur.

4.4.10.4 2 litrelik biyoreaktdrde kesikli tGretim

Daha once optimize edilen kiiltiir ortamiyla (CSL 11,5 g/100 ml, tris
tamponu 2,5 g/l ve deniz tuzu da 15 g/l) 2 I’lik karistirmali tank biyoreaktorde
kesikli tretim gergeklestirilmistir. Ortamdaki baslangic glikoz ve laktoz
konsantrasyonlar1 sirasiyla 9 g/l ve 37,8 g/l diizeyindedir. Calismanin bu
kisminda, C. cohnii hiicrelerinin PAS ve CSL igeren optimize edilmis kiiltiir
ortaminda karigtirmali biyoreaktorde liretimi amaglanmistir. Proses sonunda (168
saat sonunda) 16 g/l biyokitle konsantrasyonuna yani 2,28 g/l.gin biyokitle
verimliligine ulasilmistir. Uretim sonunda ortamda 0,5 g/l glikoz kaldig
belirlenmistir. Ayrica, C. cohnii hiicrelerinin karbon kaynagi olarak laktozu hig
tercih etmedigi, liretim sonunda ortamda hemen hemen ayni1 miktarda kalmis olan
laktoz miktarindan (35,1 g/l) anlasilmistir. Uretim sonunda elde edilen

biyokiitlenin yag asidi kompozisyonu incelendiginde, C16:0 (%33,4); C18:0
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(%12,1) ve C18:1 (%24,8) yag asitlerinin, toplam yag asitlerinin yaklasik %70’ni
olusturdugu saptanmistir. Toplam yag asitleri igerisindeki DHA oram ise %9,1
diizeyinde kalmistir. Denizel heterotrofik mikroalg C. cohnii hiicrelerinin CSL ile
desteklenmis PAS ortaminda bu calismada elde edilen sonuglarin, farkhi
endustriyel atiklarin kullanildigi diger mikroalg tiirleri ile yapilan g¢alismalarla
karsilastirildiginda daha yiiksek biyokiitle verimlili§i ve yag igerigine sahip
oldugu ortaya konmustur (Mulbry et al., 2008; Chinnasamy et al., 2010; Kong et
al., 2010). Daha ekonomik algal yag tiretimi i¢in, hacimsel verimlilik {izerine
yogunlasilmasi1 gerekmektedir (Brennan and Owende, 2010). Verimlilik, algal
biyokiitle konsantrasyonunu ve toplam yag icerigini arttirarak yiikseltilebilir.
C. cohnii hucrelerinin CSL ve PAS iceren ortamdaki Uretiminde s6z konusu
iyilestirmelerin her ikisinin de miimkiin olabilecegi ortaya konmustur. Oncelikli
olarak, endiistriyel atiklarin kullanildigi bu ortamda C. cohnii hiicreleriyle erlen
duzeyinde 1,97 g/l.giin; biyoreaktor dizeyinde ise 2,28 g/l.gin biyokitle
verimliliklerine ulasildig1 belirlenmistir. ikinci olarak ise, bu ortamda yetistirilen
C. cohnii hiicrelerinin kuru agirhigmmin en az %?20’si kadar yag icerdikleri
saptanmustir. Ayrica, C. cohnii hiicrelerinin bu alternatif kiiltiir ortaminda yag
asidi kompozisyonunu daha ¢ok doymus ve tekli doymamis yag asitlerinden
olusacak sekilde degistirmesi de oldukca ilging bir sonug¢ olarak ortaya
konmustur. Toplam yag asitlerinin %70’e yakinini olusturan C16:0-C18:1 yag
asitleri kompozisyonuyla C. cohnii biyodizel Gretimi icin alternatif bir kaynak
teskil etmektedir. Son zamanlarda, bu konudaki arastirmalarda biyodizel
maliyetlerini diislirebilecek pek cok alternatif tartisilmaktadir (Pittman et al.,
2011). Bu calismada, heterotrofik mikroalgler kullanilarak bu potansiyel besin
kaynaklarinin biyodizel iiretimi amaciyla kullanilabilecegi ortaya konmustur.
Ayrica, kiiltir ortaminda PAS’in dogrudan kullanilmasiyla C. cohnii blylme
ortamindaki taze su gereksinimi tamamiyla ortadan kaldirilmistir. Boylelikle, su
kaynaklarinin korunmasini saglamasi nedeniyle bu prosesin potansiyel olarak
stirdiiriilebilir bir proses oldugu saptanmistir. Diger taraftan, C. cohnii biyokitle
tiretimi tamamlandiktan sonra ortamdan ayrilan {ist sivida halen kullanilmamig
laktoz bulunmaktadir. Dolayisiyla bu iist s1vi, halen diger degerli yag asitleri ve
biyohidrojen iiretimi i¢in uygun bir kaynak olarak bulunmaktadir (Azbar et al.,
2009). CSL ve PAS’nun bu sekilde yiiksek degerlikli fermantasyon iiriinlerine
doniistimiinde kullanilmasi bu atiklar1 degerlendirmede c¢ok biyuk faydalar

saglayacaktir.
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5. SONUCLAR

Calismada, oncelikle, ¢oklu doymamis yag asitlerince zengin yag asidi
kompozisyonuna sahip  olduklar1  distinilen ve uluslararasi  kiiltiir
koleksiyonlarindan temin edilen farkli mikroalg tiirlerinin (Tetraselmis suecica
CCMP906, Phaeodactylum tricornutum CCMP 630, Crypthecodinium cohnii
CCMP 316, Chlorella minutissima UTEX 2341, Monodus subterraneus UTEX
151, Chlorella sacharophila UTEX 247) farkli kiiltiivasyon kosullarinda
(fototrofik, fotoheterotrofik ve heterotrofik) biiylime ve yag tiretimi agisindan

potansiyelleri ortaya konmustur.

Yapilan 6n denemeler sonucunda, s6z konusu mikroalglerden 4 tanesinin
(C. minutissima, T. suecica, P. tricornutum ve M. subterraneus) ortamda bulunan
karbon kaynagi varhiginda, fotoheterotrofik olarak biyume gosterdikleri
belirlenmistir. Biyokiitle  verimliligi  acisindan  mikroalg  tiirlerini
karsilastirdigimizda, 0,05-0,100 g/l.gin ile T. suecica hicrelerinin en diisik
degere sahip oldugu saptanmustir. T. suecica’yr 0,087-0,100 g/l.giin degerleriyle
P. tricornutum izlemektedir. C. minutissima ve M. subterraneus hicrelerinin ise
hemen hemen aynmi biyokiitle verimliliklerine sahip olduklar1 saptanmistir.
Fotohetetrofik kosullarda gelisen bu mikroalg tiirlerini, yag miktarlar1 ve yag
kompozisyonlari agisindan ele aldigimizda ise; kuru agirligimin %20-32’si kadar
yag igeren P. tricornutum, hem toplam yag miktar1 hem de i¢erdigi EPA ve DHA
yag asitleri ile dikkat gekmektedir. P. tricornutum’u, toplam yag miktar1 a¢isindan
(%20-34) T. suecica takip etse de, yag kompozisyonuna baktigimizda neredeyse
yarisi kadar EPA, az miktarda da DHA igerdigi goriilmektedir. Fakat, T. suecica
hlcrelerinin toplam yag asitleri igerisinde ®-3 yag asitlerinden biri olan a-
linolenik asiti (C18:3n3) %15-18 oraninda igerdigi belirlenmistir. M. subterraneus
hiicrelerinin ise diger 3 mikroalg tiirii ile karsilastirildiginda, daha diisiik bir yag
igerigine sahip oldugu saptanmistir. Bu mikroalg tiirleri, hem heterotrofik
kosullarda biiylime gosterememeleri hem de heterotrofik kosullara alternatif olan
fotoheterotrofik  kosullardaki  biyokiitle verimlilikleri, yag miktar1 ve
kompozisyonlar1 agisindan diisiik degerlerde kaldiklar1 i¢in c¢aligmanin sonraki

asamalar1 i¢in kapsam disinda birakilmislardir.

Fotoheterotrofik ve heterotrofik kosullardaki kiiltiirlemeleri tizerine ¢alisilan
mikroalg tiirleri igerisinde heterotrofik kosullarda en yiiksek biyokiitle
verimliligine, yag icerigine ve ®-3 yag asidi kompozisyonuna sahip tiirlerin
Chlorella saccharophila UTEX 247 ve Crypthecodinium cohnii CCMP 316
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oldugu tespit edilmis ve Kkiiltir ve ¢evre kosullarinin optimizasyonu

gergeklestirilmistir.

Yapilan 6n denemelerde, heterotrofik kosullarda uygun karbon ve azot
kaynaklar1 belirlenen C. saccharophila hiicrelerinin Box-Behnken deneme deseni
kullanilarak kiiltiir ortaminin optimizasyonu gergeklestirilmistir. C. saccharophila
hiicreleriyle optimize edilen kiltir kosullarinda heterotrofik olarak 2 litrelik
karigtirmali  tank  biyoreaktérde iretimler  gerceklestirilmistir.  Ayrica,
biyoreaktordeki  Uretim  boyunca hiicrelerdeki yag iiretiminin takibi,
C. saccharophila i¢in gelistirilen floresan spektrofotometreye dayali nil kirmizisi
metoduyla gergeklestirilmistir.  Heterotrofik  kosullarda C. saccharophila
hiicrelerinin (%54, g/g) fototrofik kosullardaki hiicrelerle (%18, g/g)
karsilastirildiginda 3 kat daha fazla yag igerigine sahip olduklar1 saptanmistir.
Toplam yag miktarindaki farkliliklarla beraber, heterotrofik ve fototrofik
C. saccharophila hiicreleri arasinda yag kompozisyonu agisindan da kantitatif
farkliliklar oldugu saptanmustir. Heterotrofik kiiltiirlerde, oleik asit (C18:1) ve
linoleik asit (C18:2) baslica doymamis yag asitleri olup toplam yag asitleri
igerisinde sirasiyla %34,4 ve %30,1 oranlarinda bulunduklar1 belirlenmistir. Alfa-
linolenik asit (C18:3) ise en ¢ok bulunan 3. doymamis yag asididir. En ¢ok
bulunan doymus yag asidi ise %13,3’lilk oramyla palmitik asit (C16:0) olarak
belirlenmistir. Buna karsilik, fototrofik kiiltlirlerde yiiksek oranda C16:0 (%29,6)
bulundugu belirlenmistir. C. saccharophila hicrelerinin biyodizel Gretimi icin
uygun bir tiir olabilecegi tespit edilmistir. Clinkii toplam yag asitlerinin %30’u
C16:0-C18:1°den olusmaktadir. Bunun yanisira, yiiksek linoleik asit ve alfa-
linolenik asit gibi esansiyel yag asitlerinin yiiksek oranlarda (%30-42) igermesi
dolayisiyla, C. saccharophila hicrelerinin insan ve hayvan beslenmesinde de

kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

C. cohnii ile yapilan calismalarda oOncelikle farkli besin elementlerinin
C. cohnii hiicrelerinin hem gelisimi hem de yag iretimi agisindan etkileri
incelenmis ve optimizasyonlar1 gergeklestirilmistir. C. cohnii hicrelerinin
heterotrofik kosullarda biyokiitle verimlilikleri ve toplam yag miktar1 agisindan en
iyi sonuglar, karbon kaynagi olarak biyodizel atig1 olan gliseroliin kullanildigi
denemelerde elde edilmistir. Yapilan optimizasyon g¢alismalari sonucunda, hem
biyokiitle hem de yag tiretimi yoniinden C. cohnii temel kiltir ortami, tuzluluk
yaklasik 16 g/l, maya ekstrakt1 1,7-1,88 g¢/l, gliserol 18 g/l, glutamik asit 0,1 g/I,
sodyum B-gliserofosfatin ise 0,15 g/l olacak sekilde modifiye edilmistir.
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C. cohnii ile kiltir ortamimin optimizasyonu tamamlandiktan sonraki
asamada, 2 I’lik kanistirmali tank biyoreaktorde kesikli isletim sisteminde, bazi
cevresel parametrelerin (karistirma hizi, pH kontrolii, hava akis hizi, ¢oziinmiis
oksijen konsantrasyonu gibi) C. cohnii hiicre gelisimi, toplam yag miktar1 ve yag
kompozisyonuna etkilerinin incelenmesi ve biyoreaktorde iiretim kosullarinin
optimizasyonu gergeklestirilmistir. Buna gore, incelenen parametreler agisindan
optimum karistirma hizinin 150 rpm oldugu, iiretim siiresince pH’nin 7,0°de
sabitlenmesi gerektigi, optimum inkiibasyon sicakligmin 24 °C oldugu,
saptanmistir. Gergeklestirilen kesikli biyoreaktor Gretimlerinde yag iiretimi,
C. cohnii igin gelistirilen floresan spektrofotometreye dayali nil kirmizisi
metoduyla gerceklestirilmistir. Gliserol konsantrasyonu iizerinden yapilan kesikli-
beslemeli Uretim sonucunda ise elde edilen biyokitle verimliligi, toplam yag ve
DHA miktar1 ayn1 kosullardaki kesikli tiretimle karsilastirildiginda herhangi bir
fark olmadig1 saptanmistir. Farkli besin kisitlamalarinin yapildig: stirekli isletim
sistemindeki tiretimler sonucunda, biyokiitledeki yag oranlarinda énemli bir fark
belirlenmemistir. C. cohnii ile gergeklestirilen siirekli sistem Gretimlerinde
seyrelme hizi, hiicrelerin gelisimi, toplam yag ve DHA iiretim performanlari
tizerinde daha etkili oldugu tespit edilmistir. C. cohnii ile 3 farkli isletim
sisteminde (kesikli, kesikli-beslemeli ve siirekli) gerceklestirilen {iretimler
biyokiitle verimi agisindan karsilastirildiginda stirekli sistemle elde edilen verimin
daha yiiksek oldugu ortaya konmustur. Fakat verimlilik (g/l.giin) ac¢isindan
bakildiginda, kesikli sistemle elde edilen verimlilik degerleri daha yiiksek
olmaktadir. Gliserol iizerinden biyokiitle verimi ise her 3 isletim sistemi i¢in de
hemen hemen aymi oldugu belirlenmistir. Biyokiitledeki toplam yag ve DHA
miktar1 acgisindan karsilastirildiklarinda ise, stirekli sistemde azalan seyrelme
oranlar ile daha yiiksek yag ve DHA igerigine sahip biyokiitle elde edilmistir.
Ayrica, sabit operasyonel kosullarda (seyrelme hizi ve baslangigc substrat
konsantrasyonu), strekli sistemle, kesikli ve kesikli beslemeli sistemlere gore
daha stabil bir yag asidi kompozisyonu elde etmek miimkiin olmustur.
Calismamizda C. cohnii hiicreleri ile yapilan 6lgek biiyiitme c¢alismalarinda (5
litre ve 30 litre) enerji dagilim hiz1 6lgek biiyiitmede kriter olarak alinmis, bunu
takiben, 5 ve 30 litrelik reaktorler igin siviya aktarilan gii¢ hesaplari yapilarak 5
litrelik reaktor icin 150 rpm; 30 litrelik reaktor icinse 200 rpm Kkaristirma

hizlarinda iiretimler gerceklestirilmistir.

Calismanin bir diger kisminda, peyniralt1 suyu ve misir 1slatma surubunun
heterotrofik mikroalg C. cohnii tarafindan alternatif karbon ve azot kaynaklari

olarak kullanilip kullanilamayacagi ortaya konmustur. Bunun i¢in dncelikle, her
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iki endistriyel atigin tek tek bulundugu ortamlarda, C. cohnii temel ortaminda
bulunan besin 6gelerin etkinligi istatistiksel tarama metodlar ile belirlenmistir.
Sonrasinda, hem PAS’nun hem de CSL’nun birlikte kullanilacagi ortam
optimizasyonu gerceklestirilmistir. Istatistiksel analiz sonucunda deniz tuzu ve
CSL’nin biyokiitle verimliligi {izerinde ikili etkilesiminin 6nemli oldugu
saptanmistir. Endiistriyel atiklarin kullanildigi yeni kiiltlir ortami ig¢in, numerik
optimizasyon sonucu CSL i¢in 11,5 g/100 ml, tris tamponu igin 2,5 g/l; deniz tuzu
icin ise 15 g/l optimum degerleri elde edilmistir. Optimizasyonu tamamlanan
ortamda 2 I’lik karistirmal1 tank biyoreaktorde kesikli tiretim gerceklestirilmistir.
Uretim sonunda (168 saat sonunda) 16 g/l biyokiitle konsantrasyonuna yani 2,28
g/l.glin biyokiitle verimliligine ulasilmistir. Bu ortamda yetistirilen C. cohnii
hiicrelerinin kuru agirliginin en az %?20°si kadar yag icerdikleri saptanmuistir.
Uretim sonunda elde edilen biyokiitlenin yag asidi kompozisyonu incelendiginde,
C16:0 (%33,4); C18:0 (%12,1) ve C18:1 (%24,8) yag asitlerinin, toplam yag
asitlerinin yaklasik %70°ni olusturdugu saptanmistir. Toplam yag asitleri
icerisindeki DHA orani ise %9,1 diizeyinde kalmistir. Endiistriyel yan {irlinlerin
kullanildig1 bu ortamda, toplam yag asitlerinin %70’e yakinini olusturan C16:0-
C18:1 yag asitleri kompozisyonuyla C. cohnii biyodizel Gretimi igin alternatif bir
kaynak tegkil ettigi saptanmistir.
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6. ONERILER

Calisma kapsaminda elde edilen pek ¢ok veri degerlendirildiginde;

M Uluslararast kiiltiir koleksiyonlarindan temin edilen ve fototrofik ve
heterotrofik kosullar yerine fotoheterotrofik kosullarda daha iyi gelisim
gosteren mikroalgal tiirlerin de kiiltir ve ortam kosullarinin

optimizasyonu ¢aligmalarina devam edilmesi Onerilmektedir.

(i) Kendi yerel kaynaklarimizdan izole edilen ve E.U.Biyomiihendislik
Bolimi’ndeki kultir kolleksiyonda yer alan mikroalglerin de
fotoheterotrofik ve/veya heterotrofik kosullardaki iretim
potansiyellerinin belirlenerek koleksiyon kayitlarina bu bilgilerin de dahil
edilmesi, yapilacak calismalarin detaylandirilmasini saglayacagt icin
onerilmektedir.

(iii) E.U.Biyomiihendislik Bolumi’ndeki kiltiir koleksiyonda yer alan
mikroalglerin, fotoheterotrofik ve/veya heterotrofik kosullar i¢in aksenik
hale getirilmesiyle, yiiksek katma degerli iiriinlerin iiretim agsamasinda da
(6rnegin -~ GMP  kodlarmin  gerekliligi  durumunda) rahatlikla
kullanilabilecegi ve bu konuda yasal haklar edinmek i¢in (lisans, patent

gibi) yeni girisimleri doguracag: diisiiniilmektedir.

(iv) C. saccharophila ile kesikli iiretimlerin detaylandirilarak farkli ¢evresel
parametrelerin ve farkli isletim sistemlerinin biyokiitle ve yag verimliligi
tizerine etkilerinin incelenmesi Onerilmektedir. Ayrica, 6lgek biiyiitme
caligmalarint gerceklestirerek endiistriyel liretime hazir hale getirilmis
fizibil bir prosesin ortaya konmasi; bunun yani sira yine endiistriyel capta
uretimler icin hammadde maliyeti acisindan avantaj saglayacak
endiistriyel atitk ve yan drilinlerinin C. saccharophila tarafindan da
alternatif =~ karbon  ve  azot  kaynaklar1  olarak  kullanilip

kullanilamayacaginin ortaya konmasi dnerilmektedir.

(V) C. cohnii ile farkli substrat ekleme stratejileri ile kesikli-beslemeli
iiretimlerin detaylandirilmasi; ayrica stirekli tiretimlerde farkli seyrelme
hizlar1 ve baslangi¢ substrat konsantrasyonlarinda {iiretimlerin
gerceklestirilerek, hiicrelerin  biliylime kinetikleri ve matematiksel

modellemesi iizerine caligmalara imkan saglayacagi disiinilmektedir.
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Ayrica C. cohnii ile endiistriyel atiklarin kullanildigi tiretimlerin, 6lgek
blyltme sirecinin devam ettirilmesi 6nerilmektedir.

Yag ekstraksiyonu igin, solvent kullanimina dayanan ve saglik, ¢evre,
giivenlik ac¢isindan dezavantajlar1 olan geleneksel yonteme alternatif
ekstraksiyon tekniklerinin (super kritik CO, ekstraksiyon, elektiriksel

alan gibi) gelistirilmesi onerilmektedir.

Balik yaglarindan elde edilen ¢oklu doymamis yag asitlerinin konsantre
hale getirilmesi ve saflastirilmasi iizerine detayli ¢alismalar bulunmasina
ragmen, mikroalglerle (Gretilen yag asitlerinin  saflastirilmasinda
uygulanacak alt akim islemlerine dair caligmalar son derece kisitlidir.

Dolayisiyla bu yonde yapilacak ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Mikroalgal suslarin genetik olarak iyilestirilmeleri (Gzerine yapilan
caligmalar gittikce artmaktadir. Ticari uygulamalarda transgenik
mikroalgal tiirlerin kullanim1 ¢ok yaygin olmamakla birlikte oldukga
umut verici bir noktadir. Modifiye edilmis tiirlerle s6z konusu algal
metabolitleri daha yiiksek oranda elde edilebilmektedir. Yag {ireticisi
mikroalglerle genetik miihendisligi yaklasimlarinin kullanilmasi yag
biyosentezi ve katabolizmasinda rol alan genler, ayrica yag asitlerinin
zincir uzunlugunun ve doymus yag asitleri sentezi metabolik yol izleri

Uzerine ¢alismalarin yapilmasi onerilmektedir.
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