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OZET

MIKROALGAL BUYUMENIN NiTRAT SENSORUYLE TAKiBI

Nihat Erdem BALKANLI

Biyomuhendislik Anabilim Dall

Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. ibrahim ISILDAK

Mikroalgler yeni nesil hammadde kaynaklari olup, 6zellikle son yillarda kiiresel 1sinma
ve asit yagmurlar gibi cevresel sorunlara neden olan fosil kaynaklara alternatif olarak
biyodizel, biyoetanol ve biyochar gibi cesitli biyoyakitlarin eldesinde kullaniimaya
baslanmistir. Ayrica mikroalgler, icerdikleri degerli biyoaktifler sayesinde; ilag, gida,
yem ve kozmetik gibi farkl alanlarda da degerendirilmektedirler. Mikroalgler sadece
uygun kosullarda biylyebilen mikroorganizmalardir. Mikroalglerin yetistirilmesinde
pH, sicaklik, 1sik siddeti, nutrient solusyonundaki makro (azot, fosfor, karbon) mikro
(kalsiyum, demir, silika, kiikirt, kalsiyum, magnezyum, sodyum, potasyum ve klor, bazi
vitaminler ve iz elementler) elementlerin oranlari 6nemli parametrelerdir. Bu
parametrelerin hassas takibi ¢ok dnemlidir. Son yillarda bu parametrelerin biylimeyle
es zamanli olarak hassas takibi icin 6zel olarak cihazlar ve sensorlerin gelistiriimesi
Gzerine ¢alisiimaktadir.

Chlorella minutissima bir mikroalg turadir. Chlorella minutissima hizli bir bliyime
oranina sahip okaryotik hiicreli bir alg olup, 6zellikle yag iceriginin yiksekliginden
dolay! biyodizel basta olmak (zere, biyoetanol gibi farkh tipteki biyoyakitlarinda
Uretiminde degerlendirilmektedir. Bu tez calismasinda, Chlorella minutissima tiri
mikroalgin biyokitle verimi (zerine nitrat, karbonat ve fosfat miktarinin etkisi Box
behnken tasarim metotu kullanilarak istatistiksel olarak incelenmis ve mikroalgin en



yuksek biyokutle verimi igin optimum kosullar belirlenmistir. Bu ¢alisma igin 6zel olarak
iyon segici potansiyometrik nitrat sensorl Uretilmis ve bdylece galismada mikroalg
Uretimi boyunca nutrient sollisyonundaki nitrat konsantrasyonundaki degisim hassas
olarak Olgllerek gergcek zamanli olarak takip edilmistir. Ayrica mikroalg blyimesi
boyunca pH, sicaklik, ¢6ziinmds oksijen, tuzluluk, iletkenlik, direng ve toplam ¢6ziinmis
kati madde Olglimide yapilmis ve mikroalg blylimesiyle bu degerlerin degisimi
birbiriyle iliskili olarak yorumlanmuistir.

Mikroalg biyokitle veriminin nitrat, karbonat ve fosfat miktarindaki artisla arttig
gorilmustiir.  Ayrica  mikroalg  biylrken besin  solusyonundaki  nitrat
konsantrasyonunun azaldigl, toplam kati madde, iletkenlik, tuzluluk, ¢6ziinmis oksijen
degerlerinin zamanla azaldigi ve direnc degerinin ise arttigi goralmustar.

Anahtar kelimeler: Chlorella minutissima, mikroalg, nitrat secici sensor,
potansiyometri
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ABSTRACT

MONITORING MICROALGAL GROWTH VIA NITRATE SENSOR

Nihat Erdem BALKANLI

Department of Bioengineering

MSc. Thesis

Adviser: Prof. Dr. ibrahim ISILDAK

Microalgae are new generation feedstocks for the production of various biofuels such
as biodiesel, bioethanol and biochar which are alternative for fossil fuels that cause
environmental problems such as global warming and acid rains. Besides, microalgae
are utilized in different usage areas like food, animal feed, pharmaceutical and
cosmetic industry because of their valuable bioactive compounds. Microalgae are
microorganisms that can grow only in the optimum conditions. The proportions of
macro (nitrogen, phosphorus, carbon) and micro (calcium, iron, silica, sulfur, calcium,
magnesium, sodium, potassium and chlorine, some vitamins and trace elements)
elements in nutrient solution and pH, temperature, and light intensity are significant
parameters for the growth of microalgae. Sensitive measurement of these elements is
very important. In recent years, the development of devices and sensors has been
studied specifically for sensitive measurement of these parameters during microalgal
growth.

Chlorella minutissima are fast growing microalgae species used for the production of
different biofuels such as biodiesel and bioethanol because of their high lipid and
carbohydrate content. In this study, effect of nitrate, carbonate and phosphate levels
in the growth medium on biomass yield of microalgae were investigated statistically by

Xii



using Box-Behnken design method, and optimum conditions are determined for the
highest biomass yield of microalgae. An ion selective potentiometric nitrate sensor was
specially produced for this study and nitrate concentration in the nutrient medium was
measured sensitively during microalgal growth simultaneously. In addition to this, pH,
temperature, dissolved oxygen, salinity, conductivity, resistance and total dissolved
solids were measured and relationship between these parameters and microalgal
growth was evaluated.

It was seen that biomass yield increased with the increase in the amounts of nitrate,
carbonate and phosphate. Also it was found that, as nitrate amount decreased,
dissolved oxygen, salinity, conductivity, and total dissolved solids increased during
microalgal growth.

Keywords: Chlorella minutissima, microalgae, nitrate selective sensor, potentiometry
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GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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BOLUM 1

GIRIS
1.1 Literatiir Ozeti

Algler bircok alanda kullanilan yeni nesil hammadde kaynaklaridir. Son yillarda diinya
nifusundaki artisin sonucu olarak enerji ihtiyacinin artmasi ve kullanilan fosil eneriji
kaynaklarinin kiresel i1sinma ve asit yagmurlari gibi cevresel sorunlara neden
olmalarindan dolayi [1] , ve fosil yakitlarin rezervlerininde tiikenmeye baglamasi bilim
adamlarini alternatif temiz enerji kaynaklarini arastirmaya itmistir, ve bu alternatif
temiz enerji kaynaklarindan olan biyoyakitlarin eldesinde alglerin kullanimi son yillarda
karsimiza  ¢ikmaktadir [2]. Algler biyodizel, biyoetanol ve biyochar gibi cesitli
biyoyakitlarin eldesinde kullanilmaya baslanmistir. Algler kendi icinde makroalgler ve

mikroalgler olmak Uzere ikiye ayrilir.

Alglerin 6nemli bir enerji kaynagi hammaddesi olarak gorilmesinin en bliyik sebebi ise
bitkiler soya, misir gibi enerji kaynaklarinda oldugu gibi yiyecek igin mi enerji igin mi
Uretim rekabeti sorununun olmamasidir [3]. Alglerin diger 6nemli cevresel etkiside,
atik sularda alg yetistiriciligi ile hem endustriyel hemde sehirsel atik sularin azaltilmasi

saglanmaktadir [4].

Ayrica  mikroalgler, icerdikleri degerli biyoaktifler sayesinde; ilag, gida, yem ve
kozmetik gibi farkli alanlarda da degerendiriimektedirler. Makroalgler daha ¢ok ilag ve
gida sanayisinde kullanilmaktadir, mikroalglerin ise yag tiretimi makroalglere gére daha

fazla oldugundan biyoyakit enerji kaynagi olarak daha fazla kullaniimaktadirlar [5].



Alg yetistiriciliginde acik ve kapali sistemler olmak lzere 2 farkh sistemde uretim
yapilabilmektedir. Ancak bu sistemlerin kendi iclerinde avantaj ve dezavantajlar
bulunmaktadir. Yetistirme sistemi segiminde algin cinsine ve tirline gore ve
yetistirilecek olan sistemin avantaj ve dezavantajlarina gére uygun yetistirilme sistemi

secilmektedir [5].

Mikroalgler sadece uygun kosullarda bulyliyebilen mikroorganizmalardir [6].
Mikroalglerin yetistirilmesinde pH, sicaklik, 1sik siddeti, nutrient solusyonundaki makro
(azot, fosfor, karbon) ve mikro (kalsiyum, demir, silika, kikdrt, kalsiyum, magnezyum,
sodyum, potasyum ve klor, bazi vitaminler ve iz elementler) elementlerin oranlari
onemli parametrelerdir. Bu parametrelerin hassas takibi cok énemlidir. Son yillarda bu
parametrelerin blylimeyle es zamanli olarak hassas takibi i¢in 6zel olarak cihazlar ve

sensorlerin gelistirilmesi tGzerine calisiimaktadir [7].

Sensorler fiziksel olgulari elektrik sinyallerine donistlren cihazlardir. Mekanik duyu
organlarida diyebilecegimiz bu cihazlar, calisma sekillerine gore ve donistirici adi
verilen yapilarina gore cesitlere ayrilmaktadir. Termal, mekanik, kimyasal, akustik,
radyoaktif sensorler ve biyosensérler bunlardan bazilaridir. ilgi alanimiza giren
biyosensorler genel olarak, biyolojik yapidaki analitleri hisseden sensoérler veya

reseptor birimi biyomolekiler yapida olan sensorlerdir [8].

Sonuc¢ olarak, yukarida da belirtildigi (zere, mikroalglerin blylimesi esnasinda
nutrientlerin miktarlari, pH, sicaklik, i1sik siddeti, ¢6ziinmis oksijen ve karbondioksit
miktari gibi parametrelerin etkisi cok dnemli olup, bu parametrelerin dogru 6lctilmesi
ve optimum degerlerin bulunmasi ¢ok bliyiik 6nem arzetmektedir. Bu baglamda bu tez
calismasi icin 06zel olarak (retilen, cok hassas Ol¢ciim yapacak iyon secici
potansiyometrik nitrat sensori kullanilmasi bu alanda literatlire blylk katki

saglayacaktir.
1.2 Tezin Amaci

Bu tez calismasinda, Chlorella minutissima tiri mikroalgin biyokitle verimi lizerine
nitrat, karbonat ve fosfat miktari parametrelerinin etkisi Box behnken tasarim metotu
kullanilarak istatistiksel olarak incelenmis ve mikroalgin en yilksek biyokitle igin

optimum kosullar belirlenmistir. Bu ¢alisma igin 6zel olarak iyon segici potansiyometrik

2



nitrat sensorl Uretilmis ve bdylece galismada mikroalg Uretimi boyunca nutrient
solisyonundaki nitrat konsantrasyonundaki degisim hassas olarak olcilerek gercek
zamanl olarak takip edilmistir. Ayrica mikroalg buylmesi boyunca pH, sicaklik,
¢Oziinmis oksijen, tuzluluk, iletkenlik, diren¢ ve toplam ¢oziinmis kati madde
Olclimide yapilmis ve mikroalg blylimesiyle bu degerlerin degisimi birbiriyle iliskili

olarak yorumlanmistir.
1.3 Orijinal Katki

Mikroalglerin bliyimesi esnasinda nutrientlerin miktarlari, pH, sicaklik, 1sik siddeti,
¢Ozlinmis oksijen ve karbondioksit miktari gibi parametrelerin etkisi cok dnemli olup,
en iyi Uretimi saglayabilmek icin bu parametrelerin dogru odlclilmesi ve optimum
degerlerin bulunmasi ¢ok bliyilk 6nem arzetmektedir. Bu baglamda bu tez ¢alismasi
icin 6zel olarak Uretilen iyon segici potansiyometrik nitrat sensora kullanilarak Chlorella
minutissima tirl mikroalgin tGretiminde biyokdtle verimliliginin nitrat miktariyla birlikte
nasil degistigi hassas bir sekilde takip edilmis ve yapilan istatistiksel ¢calismayla da bu
mikroalg tlriinlin Uretilmesinde optimum degerler belirlenmistir. Hem ulusal hemde
uluslararasi literatlirde 6zel olarak Uretilmis nitrat sensoriiyle mikroalg biylimesinin
takibinin vyapildigi ve Chlorella minutissima tirli mikroalgin blylmesine nitrat,
karbonat ve fosfat miktarlarinin istatistiksel olarak ayrintili degerlendirildigi herhangi
bir bilimsel calisma bulunmamaktadir. Bu baglamda tez ¢calismasi literatiire orjinal katki

yapacaktir.



BOLUM 2

ALGLER

Algler yeni nesil hammadde kaynaklaridir. Biyoyakit tretiminde siklikla kullanilirlar.
Soya ve misir gibi diger biyoyakit retim hammaddeleriyle kiyaslandiginda, Gretim
verimlilikleri daha fazla oldugundan ve hizla ¢ogalabildiklerinden dolay biyodizel ve
biyoetanol gibi sivi yakitlarin liretiminde glinimiizde daha fazla kullanilmaktadir [9, 10,
11]. Algler makroalgler ve mikroalgler olmak Uzere ikiye ayrilirlar. Mikroalgler yiksek
yag icerigi nedeniyle biyoyakit Gretiminde makroalglere gére daha fazla tercih edilirler.
Ayrica algler, icerdikleri degerli biyoaktifler sayesinde ilag, gida, yem ve kozmetik gibi

farkli alanlarda da degerendirilmektedirler [10].

2.1 Makroalgler

Makroalgler hem karasal hemde sucul ortamda biliylyebilen canlilardir. Gegmis yillarda
karasal makroalglerin lizerinde ¢alismalar yiritilmekteydi, fakat giiniimizde teknoloji
gelistikce su ortaminda yasayan makroalglerin Gzerinde de calismaya baslandi [12].
Makroalgler su ortaminda fotosentez ile dogadaki oksijen tretiminin blylk miktarini
tek basina karsilamaktadir. Makroalgler biyoyakit olarak kullanilmasinin yanisira
icerdigi bircok biyoaktif madde igeriginden dolayl gida ve kimyasal Uretiminde de
kullanilmaktadir. Makroalgler bir yandan da sudaki agir metalleri, fosfat ve azot gibi

maddeleri tutabildiginden su filtrasyon sistemlerinde de kullanilabilmektedir [13].

Makroalgler (Sekil2.1) cok fazla cesitlilige sahiptir. Ancak genellikle kullanilan ve
Uzerinde calismalar vyapilmis olan tirler: Chlorophyta, Heterokontophyta,

Rhodophyta’dir [13]. Makroalgler fotosentez yapabilip kendi besinini Gretebildiginden



dolaylr yasadigi ortamda genellikle de denizler, goller gibi sucul ortamlarinda

planktonlarla birlikte besin zincirinin en basinda yer almaktadir [14].

Sekil 2. 1 Makroalgler [15]

2.2 Mikroalgler

Mikroalgler ¢ok basit canlilar olup, ¢cekirdekli veya gcekirdeksiz olarak ayrilabilen, glines
enerijisini kullanarak fotosentez yoluyla kendisine besin saglayabilen ve karbondioksiti
oksijene c¢evirebilen 6nemli organizmalardir. Mikroalglerin fotosentez ile Urettigi
organik besinlerin hasat ile geri kazanimi kolay oldugundan ve mikroalglerin
Uretiminde de diger eneriji bitkilerine gére daha az yerde ve daha hizl sekilde Giremesi

sayesinde kullanimi glinimiizde daha fazla artmistir [16].

Mikroalglerin fotosentez ile organik besin Uretimi yaparken, diger eneriji bitki tiirlerine
gore oksijen Uretiminin daha fazla olmasi ginimizde mikroalglerin (zerindeki

galismalarin artmasina katkida bulunmustur [17].

Mikroalgler (Sekil2.2) hem enerji kaynagl olarak hem icerdigi biyoaktifler sayesinde
gida, ilag, kimya sanayisinde kullanilmaktadir. Mikroalglerin acik veya kapali
sistemlerde Uretilmesiyle ele gecen yilksek miktardaki biyokdtle ile bircok biyoenerji
tlru (biyoetanol, biyodizel, biochar ve biyogaz) ve kimyasal liretimi (etanol, metanol,

metan gazi) biyorafineri yaklagimiyla gergeklestirilebilir [18].



Sekil 2. 2 Mikroalgler [15,19]

2.2.1 Mikroalglerin yetistirilme sistemleri

Mikroalgler dogada sulu ortamlarda agik alanlarda buylimektedir. Ancak dogal
ortamlarinda saf (aksenik) tek bir kultGrin yetistirilmesi gibi bir secenek yoktur.
istenilen bir mikroalg tiirtinin saf kiltirini elde edebilmek icin yetistirilme
sistemlerinde Uretimi yapilmaktadir. Bu yetistiriime sistemleri acik ve kapali sistemler
olarak adlandirilmaktadir. Her ikisinin de avantaj, dezavantajlarina ve uretilecek alg

miktarina gore sistemlerin birinde Uretim yapilabilmektedir[20],[21]. Cizelge 2.1'de iki

sistem karsilastirilmistir [22].

Cizelge 2. 1 Alg yetistirme sistemlerinin karsilastirilmasi [22]

ACIK KAPALI
SISTEMLER SISTEMLER

Kontaminasyon riski Asir yuksek Disuk
Alan ihtiyaci Yuksek Disuk
Su kayiplari Asir ylksek Yok
CO; kayiplari Yiksek Yok
Tir gesitliligi Sinirh Her cesit
Standardizasyon Miamkin degil Mimkin
Hava sartlarina Yagmurda Uretim Onemli degil
bagimhhk olmaz
Uretimdeki Disiik 0,1-0,2 g/I Yiiksek 2-8 g/!
konsantrasyon
Randiman Distk Yiksek




Mikroalglerin Uretim sistemlerinin seg¢iminde sistemin kurulumunda sicaklik,
karistirma, sisteme su besleme gibi durumlarda kullanilan enerjinin miktarinin da
onemli bir etkisi bulunmaktadir [23]. Yetistiriime sirecinde diger organizmalarla
kontamine olma riskininde en diisik seviyede olmasi istenmektedir. Bu parametrelerin

uygunluguna bakilarak acik veya kapali sistem de yetistirilme yapilmaktadir [24].

Mikroalgler fotosentez yaparak bulylimektedir, bu ylzden havuzlarda, kanallarda ve
reaktorlerde gilines enerjisini alabilmesi icin sistemin derinligi en fazla 20-30 cm
olmalidir. Algler blyudikce yizeydekiler glines enerjisini alirken alt tarafta kalan
mikroalgler ylizeydeki mikroalglerden dolayl giines enerjisi alamayip 6lmektedir.
Bundan dolayi sistemin derinligi dlstk tutulacak veya fotobiyoreaktorde kullanilan gibi

ek olarak sisteme homojen dagilacak sekilde isik verilmelidir [25].

Mikroalglerin yetistirilmesinde 6nemli unsur; mikroalgin blylmesine ydnelik
parametrelerine uygun ve Uretilecek miktara uygun, kullanilacak sicakhgin suyun
karistirma mekanizmasinin en az harcama ile en karlh sekilde tretilmesine uygun olarak
yetistiriime sistemleri secgilmesidir [26]. Alglerin agik sistemlerde yetistirilmesi Sekil

2.3’te gosterilmistir [27].

Sekil 2. 3 Alglerin acik sistemlerde yetistirilmesi [27].
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Agik havuzlarda bir ¢ark yardimiyla suyun hareketliligi saglanir, tim havuz boyunca
akimla beraber algler cokmeden havuzda Giremeye devam ederler. Bliyime sonucunda

tek bir bolgeden hasat yapilabilmektedir [26].

Acik sistem Uretimi kendi icinde genis acik havuzlar, dairesel havuzlar, kanal havuzlari,
dogal goller ve genis havuzlar olarak siniflandirilir. Acik sistemin kapali sistem

yetistirmeye gore avantajlari sunlardir [28];
e Yiksek miktarda alg tretimi rahatlikla yapilabilir.

e Sistemin su ihtiyacini deniz veya goéllerden daha az maliyetle elde edebilme

imkani vardir.

e Mikroalgin istedigi optimum sicaklik kosulunu saglamak icin fazladan bir

Isitma igin enerji harcanmamaktadir. Bulundugu ortamin sicakliginda olur.
e Kapali sistemde yetistirmeye gore daha az maliyetlidir [28].

Acik sistemlerin dezavantajlari ise sicaklik kontroliinin yapilamamasi,
kontamine riskinin kapali sistemlerde oldugundan fazla olmasi, fazla ve genis
arazilerde (Sekil 2.4) oldugundan acik sistemlerde hasat edilisinin kapali

sistemlere gore zor olmasidir [29].

Sekil 2. 4 Havuzda yetistirilen algler [30]

Mikroalglerin yetistirilmesinde agik havuzlarin yani sira kapal sistemler olarakta
reaktorlerde, tanklarda, plastik blylik cantalarda da alg vyetistiriciligi
yapilabilmektedir (Sekil 2.5). Farkl bircok dizaynda yapilmis ve denenmis olan

reaktorler vardir. Bunlar diiz, dairesel ve tibdller biyoreaktorlerdir [31].



a Diiz b Tiibiiler C Dairesel

Sekil 2. 5 Fotobiyoreaktor tipleri [32]

Reaktorlerin (Sekil 2.6) acgik sistem havuz yetistirilig§ine gore bircok avantaji

vardir:

Bunlar;

e Sicaklik, nitrient gibi parametreler kontrol edilerek Uretim

yapilabilmektedir.
e Kontamine riski acik sistemlere goére daha azdir.

o Acik sistemlere gore daha az alanda daha fazla lretim yapilabilmektedir
[28].



Sekil 2. 6 Fotobiyoreaktorde mikroalgin yetistirilmesi [33]

2.2.2 Mikroalglerin yetistirilmesinde etki eden parametreler
Mikroalglerin bliyliimesinde bircok parametre etki eder. Bu parametreler;

a. lIsik yogunlugu

b. Sicaklk

c. Karbondioksit

d. Tuzluluk

e. Ph

f. Cozlinmis oksijen

g. Nutrientler

Istk yogunlugu mikroalglerin biiyiimesinde blyik bir etkiye sahiptir. Isigin yogunlugu
mikroalgin blylmesinde ve gelismesinde buylk bir etki gostermektedir. Mikroalgler
icerdikleri klorofille 1siktan aldigi enerjiyi kimyasal enerjiye donistiirtir [34].0rtamda

1stk yogunlugu arttikca mikroalglerdeki yag oranida artmaktadir [35].

Sicakhk etkisi de 1stk yogunlugunun etkisine benzer etki géstermektedir. Optimum
sicaklik kosullarini sagladigimizda en vyiksek biyokitle Gretimi yapilir. Optimum
kosullarina gore daha dusiik sicakliklarda tutuldugunda mikroalglerin lipid tGretiminde

artis olur [36].

10



Mikroalgler blyimek igin fotosentez yapmal ve bu fotosentez biylime ortamindaki
¢Ozliinmis karbondioksiti kullanarak blylimeyi saglamaktadir. Mikroalgin blylimesi i¢in

suda ¢6zlinmdis olan optimum degerlerde karbondioksit bulunmalidir[37].

Besiyerindeki tuzluluk orani mikroalgin osmatik basincini etkiler ve mikroalgin
olusturdugu bazi metobolitlerin olusmasini saglamaktadir. Besi ortamindaki tuzluluk
orani mikroalgin fizyolojik ve biyokimyasal ozelliklerini etkilemektedir [38]. Tuzluluk

stresi yapildigi taktirde mikroalgin lipid iceriigi artmaktadir [39].

Mikroalg tirlerinin bir¢cogu icin uygun pH araligi 7 ile 9 arasindadir. Mikroalgler 6lmeye
basladiginda pH degerini dislirlir ve uygun araliktan daha asagida bir pH degeri besin

ortaminin etkinligini azaltir [40].

Mikroalglerin aydinlanma sireleri tim glin 151k altinda tutulmuyorsa ( (24:0) degilse),
karanlikta birakildiklarinda fotosentez yapamadiklari igin ortamdaki ¢6ziinmis oksijeni
kullanmak zorundadir. Bu durumda ¢6zlinmis oksijenin optimum degeri karanlkta

etkisini gostermektedir [40].

2.2.2.1 Besin (nutrient)

Alglerin vyetistirilmesinde besin sollisyonunda bircok gerekli nutrient vardir. Bu
nutrientlerden bazilari ¢cok fazla miktarda kullanilir. Bu nutrientlere makro nutrientler

denir. iz miktarda kullanilan elementler ise mikro nutrientler olarak anlandirilir [41].

2.2.2.2 Makro nutrientler

Makronutrientler alglerin blylimesi icin fazla miktarda ihtiya¢ duydugu elementlerdir.

Bunlar azot, karbon ve fosfat’tir.

Mikroalgler azotu bliyimesinde aminoasit ve protein gibi yapitaslari olusturmak igin
kullanirlar. Besiyerinde azot kaynagi olarak nitrat, nitrit, amonyak ve azot gazi kullanilir.
Mikroalgler azot kaynagi olarak atik sulari kullandiginda, atik sular azot kaynaginca
zengin oldugundan hem mikroalg bliyimesine fayda hemde c¢evresel korumayi

saglamaktadirlar [41].

Azot, bulundugu kaynagindan mikroalgin membranina oradanda plazmaya gecis yapar.
Anorganik azot hiicre iginde organik azota donugslr. Organik azotlar protein yapilar,
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aminoasitler, enerji transfer molekulleri (ATP, ADP) ve genetik molekillere (DNA, RNA)

dondsur [41].

nitrate nitrite glutamine
reductase reductase synthetase

NO; 7—§ NO, ﬁ NH," ﬁ L-glutamine

NADH NAD* 6Fd.., 6Fd, ATP  ADP

red
+ + + + +

+
H* H,0 8H' 2H,0 Glu  PO>

Sekil 2. 7 Nitratin hicre igindeki dontisimi

Sekil 2.7 nitratin mikroalg hiicresi igindeki pargalanmasini gostermektedir. Mikroalgler
azot kaynagini yapitasi olusturmak icin kullanmaktadir. Besin sollisyonunda azot stresi
olusturulursa lipid (Gretiminde artis gozlenmektedir. Nitratin nitrat rediktaziyla
indirgenmis (NADH) ‘a donismesiyle 2 elektron aktararak nitratin nitrite donlismesi,
nitritin de nitrit reduktazi ile amonyaga donisimi olur, bu reaksiyonda toplam 6
elektron aciga cikmaktadir. Amonyaginda hiicre ici sivida aminoaside donitsimi

gosterilmistir [41].

Gogu biyokimyasal maddelerin kisitlanmasi siklikla ¢oklu doymamis yag asitleri
olusturmaktadir (PUFA): (EPA),(DHA) gibi yag asitleri. Nitrat ve fosfor gibi minerallerin
diyetinde veya farkh oranlarda denenmesi sonucunda yag oranlarinda protein
oranlarinda degisim goézlenmektedir.Besin solisyonundaki makro nutrientlerin C:N:P
oranlari biyokitledeki lipid, protein, karbonhidrat oranlarinda degisimi gézlenmektedir

[42, 43].

Besin sollisyonunda karbon kaynagi olarak kullanilan bilesikler karbonat, glukoz,
karbondioksit gazi, nisasta gibi bilesiklerdir. Ancak besin sollisyonunda karbon
nutrientinin kontroll zordur. Acik sistemlerde calisildiginda, havadaki karbondioksit,
sudaki c¢oziinmils karbondioksite donistligliinden karbondioksitin kontrolii diger
nutrientlere goére daha zor olup, bu sebepten dolayi besin ortamindaki mikroalglerin

karbon stresine sokulmasida daha zordur [44].
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Fosfor, niikleik asit, protein, aminoasit, karbonhidrat metabolizmasinin enerjisi icin
onemli bir rol oynamaktadir. Mikroalg metobilizmasi siraasinda fosfor H,PO4, HPO4
seklinde olur, bunlar fosforilasyon yoluyla adenin trifosfat (ATP), adenin difosfata (ADP)
donliserek metabolizmaya enerji Uretimini saglamaktadir [45]. Isiktan aldig1 eneriji ile
yaptigi fotosentez ile mitokondride oksidasyonda elektron tasinmasiyla eneriji Gretimini

gerceklestirmektedir [46].

2.2.2.3 Mikro nutrientler

Bircok mikro nutrient yliksek konstransyonlarda toksik olmasina ragmen mikroalgler iz
miktarda bu nutrientlere gereksinim duymaktadir. Mikro nutrientler mikroalg
metabolizmasi ve enzim aktivitesi i¢in az miktarda ihtiya¢ duymasina ragmen buydk bir
etkisi vardir. Mikro nutrientler kalsiyum, demir, silika, kikirt, kalsiyum, magnezyum,
sodyum, potasyum ve klor gibi elementlerdir, cogu tir mikroalg besin sollisyonundaki

demirleri ve silisyumu toksik olmasina ragmen absorbe eder [44].

Mikroalglerin sudaki agir metalleri kullanmasinin avantaji olarak algler agir metal

iceren sulari filtre ederek agir metal miktarini azaltmaktadir [44].

Mikroalgleri yetistirmek icin solisyona genellikle boron (diatomlar ve mavi-yesil
alglerin 6zellikle 6nemlidir), manganez, bakir, ¢inko, molibden, vanadyum, kobalt, nikel
ve selenyum (bazi dinoflagellatlar icin 6zellikle 6nemlidir) iz elementleri ilave edilir.

Bazi mikroalgler de 6zellikle B12 vitamini ve diger B serisi vitaminlerini gerektirir[9].
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BOLUM 3

SENSORLER

Sensorler fiziksel olgular elektrik sinyallerine doénistliren cihazlardir. Mekanik duyu
organlarida diyebilecegimiz bu cihazlar, ¢alisma sekillerine gore ve donustirici adi
verilen yapilarina gore cesitlere ayrilmaktadir. Termal, mekanik, kimyasal, akustik,
radyoaktif sensérler ve biyosensorler bunlardan bazilaridir. ilgi alanimiza giren
biyosensorler genel olarak, biyolojik yapidaki analitleri hisseden sensoérler veya
reseptor birimi biyomolekiiler yapida olan sensorlerdir [8]. Biyosensodrler genellikle
biyolojik, kimyasal, toksik maddelerin tespit edilmesi icin kullaniimaktadir. Tanima
sisteminin asil amaci, Olgllecek olan analit igin sensére yilksek oranda segicilik

saglamaktir [7].

Biyosensor biyolojik olarak 6nemli olan elementlerin bulunmasi igin kullanilan bir
biyomedikal aractir. Biyosensérde biyolojik tanima kismi, donustiricd, sinyal islemci

parcalarindan olusan 3 ana bolime ayrilir [47].

Kimyasal sensorler genellikle iki temel bilesen icermektedir. Bunlar kimyasal molekdil
tanima sistemi veya biyolojik tanima sistemi ve fizikokimyasal

donustariacadir(Sekil3.1) [7].
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— Ol¢iim cihaz

Tetici
i Biyoaktif tabaka
Amalit 2%

Sekil 3. 1 Biyosensoriin sematik gosterimi [48]

Tanima sistemi konstrasyonu belirli analiti kimyasal veya fiziksel cikis sinyaline cevirir.
Tanima sisteminin asil amaci, Olglilecek olan analit icin biyosensore segicilik
kazandirmaktir [7]. Bu amagla tasarlanmis olan biyosensorler, biyolojik tanima
elemanlari, istenen molekile spesifik bir baglanma afinitesine sahip olan algilayici
substrat (izerinde hareketsizlestirilmesi, bilesiklerin spesifik etkilesimini uyarlama

imkani nedeniyle genellikle oldukga segicidir [49].

Biyosensdr
| Grmek Biyoreseptdr Transduser Elektronik Veri lsleme
Enzimler
0 U™ | Antbadier Elektrodiar
ﬂ- Oh Nikleik asitier Transistrler
@0 G Mikroorganizmalar v
—» Termistrler |}
0 0 Optik fiberler
Hicreler .
0 Piezoelektrik
A 07 vapaybiyolojk | ivistaller
reseptirier

Sekil 3. 2 Biyosensoriin yapisi [50]
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Biyosensorde kullanlan genel tanima elemanlari: enzim, antikor, hiicreler ve

reseptorlerdir. Bunlarin arasindan en ¢ok kullanilani enzimlerdir [50].

Analiz maddenin saptanmasi igin farkh tipte dénustirtci kullanilir.bu dontsturiciler
elektrokimyasal (potansiyometrik, ampermetrik, voltametrik), kalorimetrik, optik,

akustik, pizoelektrik gibi dondstirdciler kullanilir [51].

Yiksek yuzey alani, yliksek aktivite, kolay dagilabilirlik ve hizli Giretimi biyosensérin
Uretilmis oldugu malzemenin karekteristik 06zelliginden kaynaklanir. Biyosensor

teknolojisi biyoloji, fiziksel, kimyasal bilimlerin katkisiyla gelismistir [52].

3.1 Biyosensorler

Biyosensorler biyolojik algilama materyallerive uygulanan donistiirme araclari temel

alinarak gesitli sekillerde siniflandirilabilir [50].
Biyoalgilama Materyalleri Temel Alinarak Yapilan Siniflandirma:

Biyosensorler kullanilan biyoalgilama materyalleri mekanizmalarina gore olarak (g
farkl gruba ayrilabilir: biyoafinite, biyokatalitik, mikrop esaslidir. Biyokatalitik esasl
gruba, enzim dabhildir; biyoafinite esasli grup, antikorlar, algilayicilar ve nikleik
asitlerden olusmakta mikrop esash grup, hicreler, mikroorganizmalar, organeller ve

dokudan olugsmaktadir [53].
e immuno Sensérler
e Nukleik Asit Prob Sensorleri
e Mikrop Esasl veya Hicre Esasli Sensorler
o Doku Esasli ve Organel Esasli Sensorler
Donlistiiriict esash siniflandirma:

Donustlriciler, biyolojik ajan ile analitin etkilesmesi ile gerceklesmis olan
fizikokimyasal sinyali elektrik sinyaline donustlirerek, sinyalin glclenerek okunabilir

sekle girmesini saglar [54].

Bu siniflandirilmada, optik, izoelektrik, kalorimetrik,elektrokimyasal (amperometrik ve

potansiyometrik) sensérler olarak temel basliklarla siniflandirilabilir [54].
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3.1.1 Elektrokimyasal Sensoérler

3.1.1.1 Potansiyometrik sensoérler

Potensiyometrik olcimler net akim akisi olmayan bir elektrot sirecinden olusur.
Elektrot Uzerinde o6nemli miktarda gerilim olusumuyla sonuglanan bir elektrot

ylzeyinde yik yogunlugu birikim prensibine dayanarak calisir [55].

Potansiyometrik cihazlar, elektrokimyasal bir hicrede referans elektrod ile
karsilastirildiginda calisma elektrodunda bir sarj potansiyelinin birikmesini 6lcer [55].
Kisacasi potansiyometri, elektrokimyasal reaksiyondaki iyon aktivitesi hakkinda bilgi
vermektedir [56]. Potansiyometrik olcimlerde, elektrokimyasal gerilimi 6lcmektedir.

Bu gerilimi de Nerst denklemi (Denklem 3.1) ile verilmektedir [57], [58].
E = EQ + [RT/(nF)]lna (3.1)

E =V birimi ile dlgulen gerilim

Eo =a =1 mol |-1 igin standart gerilim
R = gaz sabiti

T = K biriminde sicaklik

F = Faraday sabiti

n = elektron transfer sayisi

a = ilgili iyonun nispi aktivitesi

3.1.2 Amperometrik sensorler

Karsit elektrot ile calisma elektrodu arasinda denge gerilimine disaridan farkl bir
gerilim uygulanirsa sistem dengeye ulasmaya calisir.Bununla birlikte ayni zamanda
elektrot tepkimesi olur.iki elektrot arasindan akim gecer.Calisma elektrotu

ylkseltgenen , indirgenen katyon olabilir veya yiksiz bilesik , anyon olabilir [59],[60].

3.2 lyon Segici Sensérler

Tek iyona secici davranan sersorlere iyon segici sensor adi verilmektedir. Bu tip
sensorler analit olarak serbest iyona aktiviteleri vardir. Sensoriin 6lgmus oldugu iyon ile
¢Ozlltideki konsantrasyon dogru orantili oldugu gozlenir.Bu sayede iyon secici sensor
kulanip ¢ozeltide kullanilan elektrodun secici oldugu iyon konsantrasyonu

olcilebilir.Sensériin iyon secicilik 6zelligini membranin 6zelligine baghdir.iyon segici
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sensorlerde  en  onemli etkiyi sensoérin  kaplanmis  oldugu  membran
gostermektedir.Membran sadece istenilen iyona gecis sagladig tktirde potansiyel bir
fark olusarak elektrokimyasal bir denge olusmaktadir.Sensérde bu potansiyel farki
Olcerek 6lgmis oldugumuz cozeltideki sadece istedigimiz iyonun konsantrasyonunu

hesaplayabilir [61].
lyon-secici sensérlerin birgok alt sinifi vardir. Bunlar:
e Kaplama tel sensor
e Sivi-hal iyon-segici sensor
e Cam iyon-segici sensor
e Kompozit sensor
e Gazve enzim sensor
e iyon-secici alan etki transistorleri

e Sivi-membran  iyon-segici  sensor  (polimer-membran

elektrotlar)

lyon-secici sensdrde istenilen iyonun konsantrasyonunu hesaplamak icin kalibrasyon
egrisi ile yapiimaktadir. Konsantrasyonu bilenen sabip c¢ozeltiler ile kalibre egrisi
alinarak istedgimiz ¢ozeltideki konsantrasyonunu hesaplayabiliriz. Sekilde3.3 gorildigu
gibi bir kalibre egrisinde bilinen potansiyele karsilik gelen bilinmeyen konsatrasyonu

hesaplayabiliriz [62].

Potansiyel (')
F

|AB |+ Cahgma arah

Sekil 3. 3 Konsantrasyonu bilinen potansiyele karsilik gosterilen kalibre egrisi
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3.3 Referans Elektrotlar
Pek cok elektroanalitik uygulamalarda elektrotlardan birinin yari-hiicre potansiyelinin

bilinmesi, sabit olmasi ve ortamdaki ¢6zeltinin bilesiminden etkilenmemesi arzu edilir.

Buna uygun bir elektrota " referans elektrot" denir [62].
Referans elektrot kolay hazirlanir, potansiyeli kliclik akimlarin bulunmasi durumunda
sabit ve tekrarlanabilirdir [63].
Elektrokimyasal 6lcmeler rapor edilirken hangi referans yari-hiicrenin kullanildigi
belirtilmelidir; bu bilgi, elde edilen degeri, herhangi bir diger referans yari-hiicre ile
elde edilen 6lcme degeriyle kiyaslama olanagi saglar [63].
Referans elektrotlar ¢ grup altinda toplanabilir:

e Redoks Elektrotlar

e Birinci Tip Elektrotlar

Potansiyel, dogrudan cevre ile elektrot ylizeyindeki bir reaksiyon tarafindan
tayin edilir; reaksiyon dengededir. Bu gruptaki elektrotlar iki fazl sistemlerdir

(kat1 elekt-rot ve sivi cevre), cozeltideki bilesenlere gore dontstimlidir. [64]
Ornek: Ag | Ag"
Ag +e <> Agp

e ikinci Tip Elektrotlar

Potansiyel, ¢ozeltideki anyon ve tuz fazi arasindaki donisimll reaksiyon tarafindan

tayin edilir.

Potansiyel Ol¢iimlerde yaygin olarak kalomel ve giimls/gumus klorir (Ag/AgCl)
referans elektrotlar kullanilmaktadir. Kalomel elektrot, 25 C® sicaklikta standart
hidrojen elektroduna karsi 244 mV civarinda potansiyel veren bir civa/civa klorur
(Hg/HgCl) yari hiicresi olarak tanimlanabilir. Kalomel elektrotta gergeklesen reaksiyon

asagida verilmistir [65].

Hg I Hg2C|2(k) I cr
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Hg2+2+ 2e'€$Hg(k)
Nenst esitligi kullanilacak olursa;
E=E’~0,0592/2 log[CI']? (3.2)

Ortamdaki klor iyonu konsantrasyonunda azalma meydana gelirse, Hg2Cl2(k)
¢Ozlinerek ortama klor iyonunu verir bu sekilde konsantrasyonun sabit kalir. Elektrot
potansiyeliklor iyonu konsantrasyonuna bagh oldugu gozlenir (Denklem (3.2)) elektrot

potansiyeli sabit kalir [65].
Civa /civa sllfat (Hg/Hg,S04)
Bakir / bakr silfat (Cu/CuSQO4exH,0)

Civa / civa oksit (Hg/HgO)

3.4 Sensorlerin Kullanim Alanlari

Biyosensorler; gida maddeleri, metabolitler, vitaminler, antibiyotikler, ilaclar gibi
organik maddeler, bazi anorganik bilesikler yaninda enzimler, virlsler ve
mikroorganizmalarin tayininde kullanilirlar. Bunlarin disinda BOD, toksisite ve

mutajenite testlerinde de basari ile uygulanmaktadirlar [55].

Biyosensorler tip, tarim, gida, eczacilik, cevre kirliligi, savunma ve bircok enddistriyel
aktivitede 6zellikle otomasyon, kalite kontrolii, durum tespiti ve enerji saklanmasinda
¢ok onemli rol oynarlar. Bugiine kadar 180‘den fazla farkli madde icin biyosensor
hazirlanmis olup bunlarda ancak 25 kadar ticari olarak Uretilmektedir. Biyosensorler

icin mimkun uygulama alanlari soyledir [60].

e Proses kontrolU

Cevre koruma ve kirlilik kontrolii
e @Gida uretim ve analizi

e Bakteriyel ve viral diyagnostik

e Biyoreaktor kontrol ve analitigi

e Askeri uygulamalar
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e Maden isletmelerinde toksik gaz analizleri
e Tarla tarimi, bag-bahge tarimi ve veterinerlik

e Klinik diyagnostik, biyomedikal sektor
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BOLUM 4

DENEYSEL CALISMA

4.1 Materyal

4.1.1 Chlorella minutissima

Calismada Chlorella minutissima tir( mikroalg kullanilmistir. Bu mikrolg tirindin sinifi

asagida belirtilmistir:

Alem: Protista (Bitkiler ve Hayvanlar)
Boliim: Chlorophyta (Yesil algler)
Sinif: Chlorophycae

Takim: Chlorococcales

Aile: Oocystaceae

Cins: Chlorella

Tiir: Chlorella minutissima
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Sekil 4. 1 Chlorella minutissima’ nin mikroskop altindaki goériintiist (X100)

Chlorella minutissima hizh bir bliiyime orani ile tek hiicreli 6karyotik alg ve biyokiitle
Uretimi icin yaygin olarak kullanilan mikroalg (Sekil4.1) tiridir. Chlorophyta boliimine
ait Chlorella minutissima kiresel sekilde olup, klorofil a ve b’ye sahiptir, kamgisi yoktur
ve bitkiler gibi nisasta sentezler. Chlorella minutissima aminoasitler ve ¢oklu doymamis
yag asitleri bakimindan da zengindir, bu 6zelligi mikroalgi saglik sektoriinde, gidalar ve
ilaglarda potansiyel olarak yararli kilar. Potansiyel alg tirleri arasinda, Chlorella
minutissima yuksek lipid icerigine (kuru agirhk biyokltle %10-57) sahiptir ayrica atik

sularin aritilmasi ¢calismalarinda kullaniimaktadir [66].

4.1.2 Besin ortami

Bu calismada BG 11 Besiyeri icerigi kullanilmistir. Bu ortam tath su mavi yesil algleri icin
genel bir ortamdir. Besiyeri icerigi hazirlanirken 829 ml saf suya Cizelge 4.1'deki

bilesikler ilave edilip, 1M NaOH ve HCl ile pH degeri 7.1’ e optimize edilmektedir.

Cizelge 4. 1 BG 11 besiyeri icerigi [67].

mli Stok soliisyonu g/1000 H,0
100 NaNOs3 15.0
10 KoHPO4 4.0
10 MgS0,4.7H,0 7.5
10 CaCl,.2H,0 3.6
10 CgHgO7 0.6
10 Amonyum ferrik sitrat 0.6
10 Na,EDTA 0.1
10 N32C03 2.0
1 iz elementi soliisyonu -
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Cizelge 4. 2 iz elementi soliisyon bilesikleri [67].

Bilesik Miktar (g)
H3BOs 2.86
MnCl,.4H,0 1.81
ZnS04.7H,0 0.222
Na,Mo004.2H,0 0.39
CuS04.5H,0 0.079
Co(NO3),6H,0 0.0494

4.1.3 Kullanilan cihazlar

Calhsmada mikroalglerin blyttiilmesinde Isik kaynagi olarak iki adet OSRAM L marka
(18 W/77) fluora pembe isikli floresan lamba kullanilmis olup kullanilan cihazlarin

listesi ise asagida verilmistir:
e Analitik Terazi (KERN PFB)
e Stok Kultlr Saklama Dolabi (Argelik)
e Spektrofotometre (PG 60 Instrument UV-Vis Spektrofotometre)
e Santriftij (Sigma 2-16KL)
e inkiibatér (Kerman Lab)
e Miltimeter (Haaglande)

e Nitrat sensori (El yapimi)
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4.2, Yontem

Calismada (retilen mikroalglerin biyokutle verimlilikleri hesaplanmis olup, biyokiitle
verimliligine nitrat, karbonat ve fosfat parametrelerinin etkisi Box Behnken Analizi

kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Dizayn analizinde azot miktar1 0.1875, 0.75, 1,3125 g/I; karbon miktari 0.025, 0.1, 0.175
g/l ve fosfat miktari 0,05, 0,2, 0,35 g/lI seviyelerinde kullanilmistir. Bu Ug¢ faktorin
seviyeleri ve cesitli kombinasyonlarindan olusan 15 deneme noktasi sirasiyla Cizelge

4.3 ve Cizelge 4.4’ te gosterilmistir.

Cizelge 4. 3 Deney parametreleri ve seviyeleri

Degisken birimleri | Faktorler Seviye
X Dugtik (-1) Orta(0) Yiiksek(-1)
NaNO; miktari (g/1) X 0.1875 0.75 1.3125
Na,COs miktari (g/1) X, 0.0025 0.1 0.175
KH,PO,4 miktari (g/l) X5 0.05 0.2 0.35
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Cizelge 4. 4 Deneysel tasarim matrisi

Deney NaNO; Na,CO3 KH,PO,
1 1 0 -1
2 0 1 1
3 0 0 0
4 -1 1 0
5 -1 0 1
6 1 0 1
7 -1 0 -1
8 1 1 0
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 1 -1 0
12 -1 -1 0
13 0 -1 1
14 0 0 0
15 0 0 0
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BOLUM 5

DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

5.1 Mikroalgal Biiyiime Uzerine Nutrient Etkisinin incelenmesi

Mikroalgal bliylimesi Uzerine ¢esitli makro nutrientlerin etkisi literatlir bélimiinde
belirtildigi Gzere oldukca fazladir. Calismada azot, fosfor ve karbon kaynag olan
nutrientlerin etkisini incelemek amaciyla Cizelge 4.3’te belirtildigi gib alt ve st seviye
sirasiyla 0.185-1.3125 g, 0,05-0.35g ve 0,025-0.175g olacak sekilde hazirlanan besin
ortamlarinda mikroalgler buyatalmastir (Sekil5.1). Farkh seviyelerdeki parametrelerin
blylmeye etkisini gérmek igin, farkh kosulda Uretilen mikroalgler santirifijde hasat
edildikten sonra kurutularak tartiimis ve biyokiitle verimlilik degerleri hesaplanmis

olup, Cizelge 5.1.”de sunulmustur.

Sekil 5. 1 Chlorella minutissima’nin farkh oranlarda hazirlanan besin ortamindaki hasat
goruntuleri
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Cizelge 5. 1 Chlorella minutissima mikroalginin deneysel tasarim parametreleri ve
biyokutle verimliligi (g/1)

Deney no NaNOs3 Na,CO; KH,PO, Biyokiitle verimi
1 1,3125 0,1 0,05 0,041
2 0.75 0.175 0,35 0,024
3 0.75 0.1 0,2 0,025
4 0.1875 0.175 0,2 0,014
5 0,1875 0.1 0,35 0,045
6 1,3125 0,1 0,35 0,042
7 0,1875 0.1 0,05 0,018
8 1,3125 0.175 0,2 0,022
9 0,75 0,025 0,05 0,042
10 0,75 0,175 0,05 0,036
11 1,3125 0,025 0,2 0,042
12 0,1875 0.025 0,2 0,038
13 0.75 0,025 0,35 0,024
14 0.75 0,1 0,2 0,025
15 0.75 0,1 0,2 0,025
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Box-Behnken deneysel tasarim modelinden elde edilen deneysel sonuglar ve giris

degiskenleri arasindaki etkilesimin denklemi asagida verilmistir:

Y=0.035667+0.10469.X1+0.21444.X,+0.021296.X3 (5.1)
Denklem 5.1'ten gorildigl Uzere nitrat (X;), karbonat (X;) ve fosfat (Xs)
parametrelerinin biyokitle verimi Uzerine etkisi pozitiftir. En ylksek etkinin karbonat
miktari oldugu, sonra sirasiyla nitrat ve fosfat nitrat seklinde oldugu gorilmustir.

Deneysel tasarim denkleminin R? degeri0.9974 olarak hesaplanmistir.

5.2 Mikroalgal Biiyiime Ortamu ile ilgili Parametrelerin Olgiilmesi

Chlorella minutissima mikroalginin blyime grafigi Sekil 5.2’ de verilmektedir. UV
spektroskopisinde 680 nm’de 75 gin boyunca olgiim alinmis olup, mikroalg
bliyiimesinde logaritmik blylime fazinin 15. giine kadar slrdiigl, daha sonra yavas
blylime gosterip 40. giinden sonra durgun faza girdigi ve 70. Glinden sonrada 6lim
fazina gectigi goriilmektedir(Sekil 5.1). Ayrica mikroalg biylmesi boyunca pH, sicaklik,
¢Ozlinmis oksijen, tuzluluk, iletkenlik, diren¢ ve toplam ¢oziinmis kati madde
Olcimide yapilmis ve mikroalg blylimesiyle bu degerlerin degisimi birbiriyle iliskili
olarak asagida yorumlanmistir. Sicaklik (24°C) biiyime boyunca inkiibatér ortaminda

sabit tutulabilmistir.

UV(abs)

0,9
0,8
0,7
= 0,6
o]
=05
()]
O 04
0,3
0,2 0D(abs)

0,1
Gun
Sekil 5. 2 Chlorella minutissima’ nin biiyime grafigi
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5.2.1 Mikroalgal Bilyiime ve Nitrat iliskisi

Reaktordeki algler giin gectikce c¢ogalmasi icin nutrient olan nitrati kullanip
blylduginden dolayi nitrat orani azalmakta, OD’de 6lim fazina gectikten sonra ise
nitrat kullanimi olmadigindan nitrat miktarinda azalma goérilmemektedir. Bu noktadan

sonra nitrat miktari sabitlenmistir.

1 0

0,9 -0,5

0,8 -1

0,7 -1,5
=
— 0,6 -2 <
8 =
£ 0,5 25 %
= o
(@) _ =
0,4 3 =

0,3 OD(abs) NITRAT -3,5

0,2 -4

0,1 -4,5

0 5

0 20 40 60 80 100
GUn

Sekil 5. 3 Chlorella minutissima’ nin bliyime ve nitrat iliskisi

Sekil 5.3'de goruldugli gibi mikroalglerin blylmesine ters orantili olarak besin

ortamindaki nitrat miktarinda azalma goérilmektedir.

5.2.2 Mikroalgal Bilyiime ve Tuzluluk iliskisi

Sekil 5.4’ te goruldiugiu Gzere, mikroalg blylme grafinde lag faz sliresince ortamdaki
toplam ¢6ziinmis katinin ve dogal olarak tuzlulugunun sabit kaldigi, ancak logaritmik
faz blylumesine gecen mikroalgin besin ortamindaki toplam ¢6ziinmis katiy
kullanmaya basladigi ve ortamdaki besin ortamindaki toplam ¢6ziinmus katinin siirekli
olarak azaldigi, ancak durgun faza yaklasildiginda ise artik ortamdaki besin ortamindaki
toplam ¢6ziinms katinin sabit kaldig1 distiniilmektedir [35].

Sekil 5.5'te gorildigl tzere, mikroalg bliyime grafinde lag faz siresince ortamdaki
tuzluluk sabit kaldigi, ancak logaritmik faz blylimesine ge¢en mikroalgin ortamda tuz

iyonlarini kullanmaya basladigl ve ortamdaki tuz iyonlarinin siirekli olarak azaldig,
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ancak durgun faza vyaklasildiginda ise artik ortamdaki tuzlulugun sabit kaldig

distunilmektedir [47].

70 1
0,9
60
0,8
50 0,7
=40 0,6
x o
£ 05 3
A 30
= 0,4
20 0,3
—@— TDS(mg/L)
0,2
10
—@— 0OD(abs) 01
0 0
0 20 40 GUn 60 80 100

Sekil 5. 4 Chlorella minutissima’nin biylime ve toplam ¢oziinmis kati iliskisi

0,07 1
0,9
0,06
0,8
— 0,05 0,7
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< 0,04 063
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2 0,03 040
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F 0,02 03
0,2
0,01
0,1
0 0
0 20 40 ) 60 80 100
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Sekil 5. 5 Chlorella minutissima’ nin blylime ve tuzluluk iliskisi

5.2.3 Mikroalgal Bilyiime ve iletkenlik-Direng iliskisi

Sekil 5. 6’da Chlorella minutissima’ nin blyime ve iletkenlik iliskisi, Sekil 5.7’de
Chlorella minutissima’ nin biylime ve direncg iliskisi verilmistir.
Mikroalg buyidrken, besin ortaminda ¢o6zinmis katilarin (TDS) ve tuzlulugun

azalmasina bagli olarak ortamda ¢6zinmis iyon miktarida azalmaktadir. Elektriksel
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iletkenlik ¢o6zeltide ¢6zinmis ve iyon haline gelmis elementler sayesinde
saglanmaktadir. iyon miktarinin azalmasina bagl olarak elektrik iletkenliginin de
azaldig goézlenmistir.

iletkenligin azalmasi ona ters orantili olan direnci arttirmaktadir. Besin ortaminda

iletkenlik ve direncin ters orantili olduguda gozlenmistir [7].

140 1
0,9
120
0,8
— 100
c 0,7
2
é 30 0,6 g
= 05 ©
= :
§ 014
'_
w
= 1 03
—@— ILETKENLIK(ps/cm) 0,2
20
—@— OD(abs) 0,1
0 0
0 20 40 60 80 100
Gln

Sekil 5. 6 Chlorella minutissima’ nin biyime ve iletkenlik iliskisi
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Sekil 5. 7 Chlorella minutissima’ nin bliiyime ve direnc iliskisi
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5.2.4 Mikroalgal Biiyiime ve Céziinmiis Oksijen iliskisi

24 saatlik aydinlik ortamda biyitilen mikroalglerin sayilari artarken yapmis oldugu
fotosentezden dolayl ¢oziinmus oksijen (DO) oranini ilk basta az miktarda yikseltip,
olim fazina dogru ilerlediklerinde ise OD grafigine (Sekil 5.8) paralel olarak bu fazda
fotosentez yapamadiklarindan o6tlirli ¢6ziinmus oksijen miktarinda azalma gorilmustir

[52].

10 1

9 0,9

8 0,8

7 0,7
=6 06 —
}.0 Q0
€5 0,5 g,
o
04 04 ©

DO(mg/L)

3 OD(abs) 03

2 0,2

1 0,1

0 0

0 20 40  Giin 60 80 100

Sekil 5. 8 Chlorella minutissima’ nin bliyime ve ortamdaki ¢c6ziinmds oksijen iliskisi

5.2.5 Mikroalgal Bilyiime ve pH iliskisi

Besin yerindeki mikroalgler biyime fazindayken ortamdaki ¢o6ziinmis karbonati
kulladigindan ortam pH degeri diismektedir. Ancak 40 giin sonrasinda ortamdaki
nutrientler bittiginden dolayr mikroalgler durgun faza ve sonrasindada 6lim fazina
gectigi (Sekil 5.8) icin ortam pH’1 sabit bir degere ulasiyor.

Cozunmus karbonat besin yerinde bikarbonata donuserek H/OH degistirerek ortamda

OH iyonu fazlaligi yarattigindan dolayi pH’ 1 daha fazla baziklestirir.
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Sekil 5. 9 Chlorella minutissima’ nin biyime ve pH iliskisi
5.3. Elektrot Performansi

Hazirlanan elektrotun potansiyometrik davranisi, konsantrasyonu 10°-10" M arasinda
degisen standart nitrat ¢ozeltileri kullanilarak test edildi. Hazirlanan elektrotlarin (Sekil
5.10), diger iyonlar yaninda nitrat iyonuna karsi secici oldugu, hizli ve tekrarlanabilir

cevap sergiledigi gdzlemlenmistir.

Sekil 5. 10 Ozel nitrat segici biyosensorlerin goriintiisi

Cizelge 5.1’de, 10°-10" M konsantrasyon araligindaki standart nitrat cozeltilerine
(distk konsantrasyondan vyiksek konsantrasyona ve sonra tekrar duslk
konsantrasyona dogru) sirasiyla daldirilan 6zdes elektrotlarin potansiyometrik

davranisi gortlmektedir.

Cizelge 5.2’de mikroalg buylmesinde logaritmik blylime fazinin 15. gine kadar
sirdlgu, daha sonra yavas bliyiime gosterip 40. glinden sonra durgun faza girdiginden

dolayi nitrat miktarlarinda biyiime fazina gére daha az kullandigi gorilmustdr.
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Cizelge 5. 2 Ozdes elektrotlarin giinliik olarak 6lgmiis oldugu nitrat miktarlari

o rerh (olarte)
1.Giin 17.01.2017 10 104
3.Giin 19.01.2017 10 34489
4.Giin 20.01.2017 1036
7.Giin 23.01.2017 10 3612
9.Giin 25.01.2017 10 3618
11.Giin 27.01.2017 10 3624
13.Giin 30.01.2017 10 3643
15.Giin 01.02.2017 10737045
17.Giin 03.02.2017 10 3%
20.Giin 06.02.2017 10 46153
22.Giin 08.02.2017 10 46222
24.Giin 10.02.2017 10 46666
27.Giin 13.02.2017 10 52554
29.Giin 15.02.2017 10 54667
31.Giin 17.02.2017 10 55986
34.Giin 20.02.2017 10 59926
36.Giin 22.02.2017 10 59932
55.Giin 13.03.2017 10 46809
57.Giin 15.03.2017 10 45209
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BOLUM 6

SONUC VE ONERILER

Calismanin sonucunda nitrat (X;), karbonat (X;) ve fosfat (X3) parametrelerinin
mikroalg biyokitle verimi lzerine etkisinin pozitif oldugu, en yilksek etkinin
karbonat miktari oldugu, sonra sirasiyla nitrat ve fosfat nitrat seklinde oldugu

gorilmustir.

Mikroalg blyimesi incelenirken 75 gin boyunca UV spektroskipisinde her giin
Olcim alinmis olup, mikroalg bilylimesinde logaritmik bliyiime fazinin 15. gline
kadar slrdigli, daha sonra yavas bliyime go6sterip 40. glinden sonra durgun

faza girdigi ve 70. Glinden sonrada 6lim fazina gectigi gérilmektedir.

Mikroalglerin nitrat kullanimini takip ederken, blylimeyle ters orantili olarak
mikroalg tarafindan buylirken kullanildigi icin besin ortamindaki nitrat

miktarinda azalma goérilmdastdr.

Mikroalg bliyime grafiginde lag faz sliresince ortamdaki toplam ¢6zinmius
katinin ve dogal olarak tuzlulugunun sabit kaldigi, ancak logaritmik faz
blylimesine gecen mikroalgin besin ortamindaki toplam ¢6zliinmis katiy
kullanmaya basladigi ve ortamdaki besin ortamindaki toplam ¢éziinmus katinin
surekli olarak azaldigi, ancak durgun faza yaklasildiginda ise artik ortamdaki

besin ortamindaki toplam ¢6zlinmis katinin sabit kaldig1 dlistiniiimektedir.

Mikroalg blyirken, besin ortaminda ¢o6ziinmus katilarin (TDS) ve tuzlulugun
azalmasina bagl olarak ortamda ¢dziinmiis iyon miktarida azalmaktadir. iyon

miktarinin  azalmasina bagh olarak elektrik iletkenliginin de azaldig
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gozlenmistir. iletkenligin azalmasi ona ters orantili olan direnci arttirmaktadir.

Besin ortaminda iletkenlik ve direncin ters orantili oldugu gézlenmistir.

24 saatlik aydinlik ortamda buydtilen mikroalglerin sayilari artarken yapmis
oldugu fotosentezden dolayr ¢oziinmis oksijen (OD) oranini ilk basta az
miktarda yukseltip, 6lim fazina dogru ilerlediklerinde ise OD grafigine paralel
olarak bu fazda fotosentez yapamadiklarindan otiiri DO miktarinda azalma

gorilmustir.

Besin ortamindaki mikroalgler blylime fazindayken ortamdaki ¢ozinmis
karbonati kulladigindan ortam pH degeri diismektedir. Ancak 40 gilin sonrasinda
ortamdaki nutrientler bittiginden dolayr mikroalgler durgun faza ve
sonrasindada 6lim fazina gectigi icin ortam pH’I sabit bir degere gelmektedir.
Cozinmus karbonat besin yerinde bikarbonata donuserek H/OH oranini
degistirerek ortamda OH iyonu fazlalig yarattigindan dolayr pH’1I daha fazla

baziklestirmistir.

Calismada sonug olarak sensérlerin mikroalg bliyiimesini incelemede énemli rol
oynadigl gorilmis ve calismada kullanilan nitrat sensoriinden baska farkl
elementler i¢in gelistirilmis sensorlerinde bliylime ortamindaki degisimleri takip
acisindan birarada ve otomasyon sistemiyle kullaniminin mikroalglerin
yetistirilmesinin daha optimum ve ekonomik olarak gerceklesmesini saglayacagi

duslincesine variimistir.
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